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ABSTRACT

Waste handling processes at a landfill facility may result in bioaerosol emissions,
including several types of fungal spores. Thermotolerant and thermophilic fungi
associated with the composting process at a waste handling facility in Lajas, Puerto Rico,
were quantified and identified. Two seasons of the year, summer ("June-August") and
winter ("December-February"), were investigated. For the primary isolation of fungi,
Petri dishes containing Littman's Oxgall were exposed for 30 minutes and a two stage
Andersen sampler was used. Fungi were identified using macroscopic and microscopic
characteristics, and the appropiate taxonomic keys. The isolated fungi were Aspergillus
fumigatus, Humicola lanuginosa, Rhizomucor pusillus, Chrysosporium tropicum and
Aspergillus candidus. Aspergillus fumigatus was the most frequent fungi collected in
both seasons. A significant correlation was obtained between meteorological variables,
such as soil temperature, soil humidity and wind velocity and viable spore concentration

collected by Petri dishes.
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RESUMEN

El proceso de disposicion de desperdicios en un vertedero puede resultar en la
emision de bioaerosoles, incluyendo las esporas de algunos hongos. Se identificaron y
cuantificaron hongos miceliales termotolerantes y termofilicos asociados al proceso del
compostaje en el vertedero de Lajas, Puerto Rico. Se investigaron dos épocas del afio,
verano ("junio-agosto") e invierno ("diciembre-febrero"). Para la recuperacion primaria
de los hongos se utilizé la técnica de exposicion de platos conteniendo Littman's Oxgall
por 30 minutos y un muestreador Andersen de dos etapas. Los hongos fueron
identificados por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas haciendo uso de las
claves taxonomicas adecuadas. Los hongos encontrados fueron Aspergillus fumigatus,
Humicola lanuginosa, Rhizomucor pusillus, Chrysosporium tropicum y Aspergillus
candidus. Aspergillus fumigatus fue el hongo mas frecuentemente recuperado en las dos
épocas del afio. Se obtuvo una correlacion significativa entre las variables meteoroldgicas
de temperatura del suelo, humedad del suelo y velocidad del viento y la concentracion de

esporas viables recuperadas utilizando la técnica de exposicion de plato.
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INTRODUCCION

Durante el proceso aerdbico de disposicion de desperdicios o compostaje, los
materiales organicos se descomponen debido al crecimiento e interaccion por parte de
organismos mesofilicos (Kramer et al., 1989). Luego, durante ¢l proceso de fermentacion,
se genera calor y como consecuencia los organismos mesofilicos son eliminados a causa de
su susceptibilidad a altas temperaturas. El calor generado hace al substrato ideal para el
crecimiento de organismos termotolerantes, como Aspergillus fumigatus y termofilicos.

El proceso de disposicion de desperdicios en un vertedero puede resultar en la emision
de bioaerosoles microbioldgicos, algunos de los cuales son potencialmente patdogenos
(Jones y Cookson, 1983). El origen exacto y el nimero de microorganismos presentes en
cada etapa del proceso, depende de la naturaleza del material a descomponerse y de los
organismos presentes en el mismo (Crawford, 1985).

Aspergillus fumigatus es un hongo patéogeno oportunista y alérgeno, que ha sido
caracterizado como flora normal e integral en el proceso del compostaje y que participa
con otros organismos en la descomposicion final de los desperdicios (Boutin y Moline,
1987). Otros agentes biologicos que tienen el potencial de ser patdgenos son los
actinomicetos y las micotoxinas. Sin embargo, estos bioaerosoles no han mostrado ser
significativos o lo suficientemente prevalecientes en el proceso del compostaje (Epstein,
1997). Aspergillus fumigatus aparentemente no predomina en la micoflora de muchos
suelos, aunque ha sido recuperado ocasionalmente. Este hongo es caracteristico de suelos
termales y constituye el 75 % del total de la micoflora viable recuperada de la composta

(Millner et al., 1977).



La recuperacion de Aspergillus fumigatus representa un riesgo para la salud de los
trabajadores, si no se siguen las medidas de seguridad necesarias durante el proceso de
manejo de desperdicios en un vertedero. Aunque bajas concentraciones de esporas de A.
fumigatus en el exterior (10 a 10* /m’ ) aparentemente no causan infeccion en individuos
saludables, Austwick (1963) sugirid6 que estos niveles probablemente inciten respuestas
alérgicas en individuos sensibles como los pacientes de asma y alergias.

El proposito de mi estudio fue cuantificar e identificar los hongos miceliales
termotolerantes y termofilicos en el vertedero municipal de Lajas, Puerto Rico, prestando
especial interés a Aspergillus fumigatus. Ademas, se estudi6 la correlacion entre la
concentracion de esporas viables recuperada durante el proceso del compostaje y algunas
variables ambientales, y se compararon diferentes técnicas de recuperacion de esporas
viables (técnica de exposicion de plato y el muestreador Andersen de 2 etapas). Aunque en
Puerto Rico anteriormente se han realizado estudios sobre hongos en material de composta,
este tipo de estudio es el primero que se realiza en composta originada de desperdicios
municipales, tipica de un vertedero, y los resultados obtenidos constituyen el primer

informe sobre la micoflora presente en los vertederos de la Isla.



REVISION DE LITERATURA

La composta consiste de cualquier materia organica degradable que se mantiene
amontonada o apilada con suficientes nutrientes minerales, como el nitrégeno, y suficiente
ventilacion que permita el rapido crecimiento microbioldgico. El ejemplo mas familiar es
el amontonamiento de material vegetal de jardin. Otras aplicaciones importantes de
composta son las plantas de compostaje usadas para procesar desperdicios municipales y
las utilizadas para la produccion comercial de hongos.

El compostaje es un proceso microbioldégico que genera contaminantes bioldgicos
aéreos, particularmente bacterias y hongos. Los aerosoles microbiologicos que resultan del
proceso del compostaje pueden ser potencialmente peligrosos (Burge y Millner, 1980). El
riesgo de que se presenten concentraciones atmosféricas elevadas de esporas que
representen un riesgo a la salud es muy alto en plantas de tratamiento de desperdicios
(Varese et al., 2002). Aparte de su patogenicidad, el impacto potencial de los bioaerosoles
sobre la salud ha sido ampliamente discutido desde el punto de vista alergénico y
toxicologico (Fischer et al., 2000). Investigaciones hechas a agricultores mostraron que
una exposicion elevada a polvo contaminado con micotoxinas podria causar céncer o
micotoxicosis del pulmén (Ghio y Roggli, 1995). Las micotoxinas pueden encontrarse en
esporas de hongos vivas o en esporas muertas y/o en el polvo.

Los hongos, especialmente las especies termofilicas, han sido recuperadas con
frecuencia durante la transformacion de materia organica. Los hongos termofilicos son

aquellos que crecen a una temperatura maxima de o sobre 50 °C y una temperatura minima



de 20 °C. Los hongos termotolerantes pueden crecer a 50 °C, pero crecen ademas a
temperaturas por debajo de 20 °C (Cooney y Emerson, 1964).

En el primer estudio sobre la presencia, la concentracion y funciones de los organismos
termofilicos en el suelo o en la composta (Waksman et al., 1939), se demostré que durante
la descomposicion de materia orgdnica, la concentracion de los hongos termofilicos era
mayor a 50 °C, pero que estos organismos no se detectaban una vez la temperatura
alcanzaba los 65 °C.

Durante el proceso del compostaje ocurren cambios continuos en la poblacion de
microorganismos (Poincelot, 1974). Chang y Hudson (1967) dividieron estos cambios en
tres etapas. La primera etapa incluye las especies de hongos mesofilicos presentes en el
material inicial que mueren al aumentar la temperatura. La segunda etapa incluye las
especies de hongos termofilicos y termotolerantes presentes entre 40 °C — 60 °C. Por
ultimo, en la tercera etapa se incluyen algunos organismos termotolerantes y los
organismos mesofilicos que surgen al disminuir la temperatura.

En estudios hechos sobre la utilizacion de celulosa y hemicelulosa en la composta, se
ha demostrado que la mayor parte de la descomposicioén ocurre en la etapa termotolerante-
termofilica y que la mayor degradacion ocurre cerca de los 60 °C, siendo Aspergillus
fumigatus uno de los hongos mas activos en este proceso (Stutzenberger et al., 1970; Jain
et al., 1979). En estudios hechos por Kirivanta et al. (1999) se presenta que los hongos mas
abundantes durante la recoleccion de basura y en el vertedero son Aspergillus fumigatus, A.

niger, Penicillium sp., Cladosporium sp., Acremonium sp., y Fusarium sp.



Aspergillus fumigatus ha sido identificado como la especie mas patogena de su género
(Sinski, 1975; Mackenzie, 1988) y como el principal causante de aspergillosis, una
enfermedad asociada con la exposicion de esporas de algunas especies del género
Aspergillus. La aspergillosis se puede presentar en 4 fases o entidades: (1) asma extrinsica
o alérgica; (2) aspergillosis alérgica broncopulmonar (AAPA), condicion en la cual las
esporas de Aspergillus invaden y germinan en los pulmones y el crecimiento micelial
puede bloquear los bronquios (Vaughan, 1993); (3) pneumonitis hipersensitiva, condicion
asociada a la exposicion repetitiva al alérgeno, y (4) aspergillosis invasiva (Al), condicion
que ocurre en pacientes inmunocomprometidos por padecer de serias enfermedades como
leucemia, tuberculosis, diabetes, enfisema, o por el uso de drogas inmunosupresivas (como
las administradas a pacientes que han recibido algin transplante de 6rganos). En esta
cuarta fase hay invasion del tejido pulmonar o la piel y se puede diseminar por la sangre a
otras partes del cuerpo.

La presencia de A. fumigatus genera un gran niimero de esporas durante diferentes
métodos del compostaje (Clark et al., 1980; Millner et al., 1980). Este organismo ha sido
descrito por Cooney y Emerson (1964) como una especie termotolerante que puede crecer
entre 12 °C y 55 °C. Usualmente se presenta en capas de micelio de aproximadamente 5 —
40 cm de grosor en el interior de la pila de composta (Gotaas, 1956; Boutin y Moline,
1987). Normalmente obtiene sus nutrientes de materia organica en descomposicion, por lo
que se clasifica como un organismo saprofito, pero puede obtener también sus nutrientes
de células vivas. Segun Sinski (1975), el ciclo de vida de este organismo es normalmente

saprofitico y la invasion a los tejidos es incidental.



La inhalacion de las esporas de A. fumigatus es la ruta mas comuin de exposicion en el
ser humano. Holmberg (1987) reportd que niveles mayores de 50 unidades formadoras de
colonia (UFC’s) / m’ de aire de especies termotolerantes de Aspergillus sp. representaban
un factor de riesgo de sufrir irritacion en los ojos y sintomas respiratorios. Esto es muy
importante si se toma en consideracion un modelo respiratorio desarrollado por Boutin y
Moline (1987), el cual estima que un trabajador completamente desprotegido en el
momento de traspalear la composta puede inhalar de 25,000 a 30,000 esporas viables por
hora.

En estudios hechos por Clark et al., (1983) se reportaron concentraciones de A.
fumigatus de hasta 10° UFC/ m® durante el manejo y procesamiento de la composta. Jones
y Cookson (1983) también reportaron la incidencia de A. fumigatus durante el proceso del
compostaje. Durante su estudio tomaron muestras de las cercanias de una facilidad de
composta en Washington, D.C. (E.E.U.U.) utilizando el muestreador tipo Andersen. Estos
determinaron que A. fumigatus representaba un 95 % de la fraccion de organismos
potencialmente respirables. En Finlandia, Kirivanta et al.,, (1999) revelaron
concentraciones de esporas viables de A. fumigatus de hasta 10° UFC/m”.

Actualmente no existen leyes que regulen la concentracion de esporas de hongos en el
aire. Sin embargo, aunque no hay guias o estdndares establecidos, algunos expertos y
agencias de control ambiental y de la salud tienen diversas opiniones de lo que debe ser un
nivel aceptable de esporas de hongos en el aire. Segin un documento publicado por la
agencia Wonder Makers Environmental Inc. (2001), la American Industrial Hygienist
Association (ATHA), report6 que no existe un nivel aceptable de esporas de hongos cuando

se refiere a un organismo patégeno. En este documento se reporta también que la agencia



Air Sampling Instruments for Evaluation of Atmospheric Contaminants (ASIEAC)
consideraba que niveles mayores de 1,000 UFC/m’ no eran aceptables. Ademas que,
Godish (2001) argument6 que concentraciones mayores de 1,000 UFC/m’ y mayores de
10,000 esporas (viables y no viables) / m’ indicaban contaminacién (Wonder Makers
Environmental Inc., 2001).

Otros hongos termofilicos frecuentemente asociados al proceso del compostaje son
Rhizomucor pusillus, Chaetomium thermophile, Humicola insolens, H. lanuginosa y
Thermoascus aurantiacus. Se ha reportado que la mayoria de estos hongos son
degradadores de celulosa, excepto H. lanuginosa, que es un hongo que no puede degradar
celulosa y vive como comensal con especies degradadoras de celulosa.

En Puerto Rico, actualmente hay alrededor de 29 vertederos en operacion municipal y
privada. En 1994, 32 vertederos cesaron operaciones al entrar en vigor las enmiendas al
subtitulo D de la Ley de Conservacion y Recuperacion de Recursos (RCRA) de la Agencia
Federal de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés). La mayoria de estas
instalaciones no cumplian con la reglamentacion y presentaban situaciones de operacion
deficiente, escasez de material de cobertura, capacidad receptora limitada o nula, ubicacion
en areas ambientalmente sensitivas, ausencia de sistemas para el control de gases y de
monitoreo de aguas subterrdneas, de recoleccion y tratamiento de los lixiviados y del
desvio de la escorrentia del area activa, asi como la ausencia de programas para detectar y
prevenir la deposicion de desperdicios peligrosos, controlar la proliferacion de vectores y
llevar un registro de la operacion diaria y de los muestreos de las aguas subterraneas y

gases.



Algunos vertederos en Puerto Rico estan localizados proximos a zonas altamente
pobladas. Esto puede representar un riesgo para las personas que viven en las cercanias de
los vertederos ya que no existe alguna regulacion o estandar para UFC/m’ de hongos
patogenos en el aire. Algunos investigadores (Raper y Fennel, 1965; Epstein y Epstein,
1985; Maritato et al., 1992) han argumentado que A. fumigatus no representa un riesgo a la
salud en personas saludables expuestas mientras trabajan en vertederos o viven en las
cercanias. Sin embargo, Diaz et al. (1992) argumentaron que aunque la existencia de dafio
por las esporas de A. fumigatus no habia sido demostrada, y que solamente podrian
representar dafios significativos para individuos susceptibles, la prudencia indicaba que un
vertedero no deberia estar situado proximo a lugares de vivienda.

El presente estudio es el primer informe para Puerto Rico y el Caribe sobre hongos
miceliales termotolerantes y termofilicos asociados al proceso de disposicion de
desperdicios en un vertedero. El mismo tuvo como propoésito cuantificar e identificar las
especies termotolerantes-termofilicas recuperadas y correlacionar su concentracion con las

variables ambientales.



MATERIALES Y METODOS

Area de muestreo y recuperacion de hongos miceliales termotolerantes-termofilicos

El lugar de muestreo fue el area de deposito de basura en el vertedero de Lajas,
localizado en la Carretera 303, km. 6.8, del Barrio Llanos Costa, Sector Fajardo del
municipio de Lajas, Puerto Rico (Figura 1). El método de disposicion utilizado en el
vertedero se denomina trinchera. En el mismo, se disefia y se construye una trinchera o
fosa profunda tomando en consideracion el tipo de suelo y el nivel de las aguas
subterraneas en el lugar, entre otros aspectos. Luego, se depositan los desperdicios, se
compactan con un tractor y se soterran al finalizar las labores del dia. Esta cubierta diaria
de tierra es de 15 cm de espesor para evitar la infiltracion de lluvia, la interaccion de

animales, la dispersion de olores y el levantamiento de bolsas plasticas, entre otros.

Figura 1. Area de depdsito de basura en el vertedero de Lajas (Fotografia tomada por
Yanitza Padilla, 2003).
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Durante el estudio se realizaron un total de 12 muestreos. Se realizaron 2 muestreos
mensualmente (al azar) durante un periodo de 3 meses en época de verano (en los meses de
junio, julio y agosto) y durante un periodo de 3 meses en época de invierno (en los meses
de diciembre, enero y febrero).

Para la recuperacion de hongos termotolerantes y termofilicos se utilizaron dos
técnicas: (1) exposicion de platos Petri conteniendo medio de cultivo y (2) el muestreador
volumétrico Andersen de 2 etapas. Para la recuperacion primaria en ambas técnicas se
utilizé el medio de cultivo Littman’s Oxgall, desarrollado por Littman y usado por Millner
et al., (1977) para aislar hongos asociados a la composta.

I. Técnica de exposicion de platos Petri con medio de cultivo

En el 4rea de deposito de basura se expusieron sobre el suelo 3 platos Petri (100
x 15 mm) conteniendo Littman’s Oxgall Agar (Difco, 55g; 1L de agua destilada)
durante 30 minutos (Figura 2). Para cada muestreo se mantuvo un cuarto plato Petri
con medio de cultivo cerrado que se utilizd6 como control.

Littman’s Oxgall Agar contiene 0.001% de cristal violeta como agente
bactericida y es recomendado para la recuperacion de hongos saprofitos del suelo.
Ademéds, se utilizo estreptomicina (30 p g/ ml de medio) para suprimir el
crecimiento de bacterias. Este fue preparado en una solucion concentrada con 10 ml
de agua destilada estéril y 1 g de estreptomicina. Luego, se afiadido 1 ml de esta
solucion a 9 ml de agua destilada estéril para obtener la solucion final. Se afiadieron
3 ml de esta Ultima a cada litro de medio de cultivo liquido, luego de esterilizar en

autoclave a 121 °C y 15 Ib/pulg.” por 15 minutos y disminuido su temperatura a 45

°C.



11

Figura 2. Exposicion de platos Petri en el area de depdsito de basura del vertedero de
Lajas. El medio de cultivo utilizado fue Littman’s Oxgall para la
recuperacion de hongos termotolerantes y termofilicos (1, 3 y 4) y plato
control (2) (Fotografia tomada por Yanitza Padilla, 2003).

I1. Técnica utilizando el muestreador Andersen de 2 etapas

El muestreador Andersen de dos etapas (Andersen Instrument, Georgia, E.U.) es
un instrumento volumétrico construido en aluminio que simula el sistema
respiratorio humano (Figura 3). Cada etapa de impacto o camara del instrumento
contiene 200 orificios. El didmetro de los orificios de la primera etapa es de 1.5 mm
( recupera particulas no respirables) y en la segunda etapa es de 0.4 mm (recupera

particulas respirables) (Figura 4).
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ETAPA 1
Particulas mayores a
7 micrones

Faringe

Traquea y bronquios
primarios

ETAPA 2
Particulas de aprox.
2 micrones

Bronquios
secundarios y
terminales

Alveolos

Figura 3. El muestreador Andersen es un instrumento que simula el sistema
respiratorio humano.
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= ——— - :
Figura 4. Muestreador Andersen de 2 etapas compuesto por una bomba de succion (a) y
dos camaras (b y c) caracterizadas por el didmetro de sus orificios y (d) cabezal

con orificio por el cual entra el particulado (Fotografia tomada por Yanitza
Padilla, 2003).

El muestreador Andersen se esterilizé con alcohol isopropilico al 70 %, previo

a cada muestreo. De forma aséptica se colocaron 2 platos Petri (100 x 15 mm) con

medio de cultivo Littman’s Oxgall dentro de cada una de las camaras del

instrumento. Se tomaron muestras en duplicado en el area de deposito de basura por
un periodo de 3 minutos a una altura de 3 pies del suelo. Se utilizé un generador de
corriente eléctrica (Coleman) de 10 caballos de fuerza para proveer electricidad al

instrumento. Una vez expuestos los platos, éstos fueron removidos, rotulados y

sellados con parafina.

Todos los muestreos con ambas técnicas se realizaron de 10:00 - 11:00 am. Se
tomaron datos de temperatura, humedad relativa, velocidad del viento, altitud y presion
barométrica utilizando un instrumento Kestrel 4000 (Nielsen-Kellerman, Pennsylvania,
E.U.) (Figura 5). La temperatura del suelo del 4rea a muestrear se midi6 con un
termometro (Weksler Instrument Corp., E.U.) y para medir el pH y la humedad relativa del

suelo se utiliz6 un muestreador de suelo (modelo HB-2).
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Figura 5. Instrumento Kestrel 4000 utilizado para monitorear condiciones ambientales
durante los muestreos (Fotografia tomada por Yanitza Padilla, 2003).

Procesamiento de muestras

Las muestras recolectadas se procesaron en el Laboratorio C-324 del Edificio de
Biologia. Todos los platos se incubaron a 45 °C en una incubadora de conveccion por
gravedad modelo 4 (Precision Scientific Group, GCA Corp., Illinois, E.U.) durante un
periodo de 3-5 dias. Luego del periodo de incubacién se anotd el nimero de UFC’s por
plato. Se subcultivaron todas aquellas colonias de organismos que presentaban morfotipos
diferentes. Cada colonia recuperada fue transferida a platos Petri (100 x 15 mm)
conteniendo medios de cultivo Littman’s Oxgall y Potato Dextrose Agar (PDA, Difco®,
39g; 1L de agua destilada) y se identificaron con un coédigo de acuerdo a su procedencia y

fecha de recuperacion. Los platos inoculados se incubaron a 45 °C por 3-5 dias. Los
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cultivos puros se conservaron en tubos de cristal con tapa conteniendo medio de cultivo

Littman’s Oxgall para ser identificados posteriormente.

Identificacion de hongos miceliales termotolerantes y termofilicos

Se realizaron cdmaras humedas de los cultivos puros para preservar intactas las
estructuras reproductivas de los hongos y facilitar su identificaciéon. Los cultivos fueron
identificados de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas macroscdpicas y microscopicas.
Para cada morfotipo se evaluo su color, aspecto y tamafio de la colonia, y se determinaron
sus caracteristicas microscopicas de forma y dimensiones (didmetro y longitud). Las
especies de Aspergillus fueron subcultivadas en Czapek Yeast Agar (CYA), 25 % Glycerol
Nitrate Agar (G25N) y Malt Extract Agar (MEA), siguiendo el procedimiento de
identificacion descrito por Pitt (1979). Se hizo uso de recursos y las claves taxondmicas

adecuadas para la identificacion de las especies recuperadas.

Analisis de resultados
I. Correlacion entre variables ambientales y la concentracion de esporas
(UFC’s)

Una vez obtenidos los datos de temperatura, humedad relativa, velocidad
del viento, altitud, presion barométrica y pH, se analiz6 la correlacion existente
entre los mismos y el promedio aritmético de la concentracion de esporas. Los
datos obtenidos se analizaron con el método de regresion lineal para cada variable
utilizando el programa Excel 2000 de Microsoft Office. De este analisis de

regresion lineal se determind si existia una correlacion significativa entre las
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variables atmosféricas y la concentracion de esporas. Para determinar si la
concentracion de UFC’s recuperadas en verano e invierno mediante la técnica de
exposicion de plato y el muestreador Andersen seguian una distribucion normal se
utilizo la prueba para normalidad Anderson-Darling. Luego, se realizo la prueba de
hipotesis para diferencias de promedio de poblaciones independientes (Prueba t
pareada) para determinar si los promedios de la concentracion de esporas viables
recuperadas por época (verano e invierno) mediante la técnica de exposicion de
plato y el muestreador Andersen eran estadisticamente diferentes. Para ambas

pruebas se utilizé el programa estadistico Minitab version 12.

I1. Analisis e interpretacion de la informacion obtenida utilizando el
muestreador Andersen
El ntimero de esporas viables por unidad de volumen de aire se calculd
dividiendo el niimero total de colonias (UFC’s) recuperadas en ambos platos entre
el volumen de aire total muestreado en pies cubicos. Por conveniencia, si se
mantuvo un flujo constante de 28.3 litros/min, el volumen de aire total muestreado
en pies cubicos es igual al niimero de minutos de duraciéon del muestreo para
obtener el numero de esporas viables por pie ciibico de aire muestreado:
Numero total de colonias (UFC’s) de los 2 platos Numero de
Numero total de tiempo en minutos = esporas viables

por pie cubico de
aire muestreado
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El porcentaje de esporas viables en cada etapa se determind dividiendo el
numero total de UFC’s en cada etapa en particular entre el nimero total de UFC’s

en las dos etapas:

Numero de colonias (UFC’s) de la etapa | x 100 = Porciento de
Numero total de colonias (UFC’s) de los 2 platos esporas viables
aprox. 1.5 mm
diametro
Numero de colonias (UFC’s) de la etapa II x 100 = Porciento de
Numero total de colonias (UFC’s) de los 2 platos esporas viables
aprox. 0.4 mm
diametro

Para obtener el nimero de esporas viables (UFC’s) por m’ de aire se

utilizé la siguiente ecuacion:

UFC’s/m’ = _ Total de colonias (UFC’s) X 353pie’ X 1min
Duracién del muestreo (min) Im’ 1 pie




RESULTADOS

Se recuper6 un total de 5 especies de hongos miceliales termotolerantes y
termofilicos del area de depodsito de basura en el vertedero municipal de Lajas. Las
especies de hongos termotolerantes encontradas fueron Aspergillus fumigatus, Aspergillus
candidus y Chrysosporium tropicum. Las especies termofilicas recuperadas fueron
Humicola lanuginosa y Rhizomucor pusillus.

Aspergillus fumigatus fue el hongo mas abundante recuperado utilizando el
muestreador Andersen y la técnica de exposicion de plato y también fue el mas frecuente
durante las dos épocas del afio estudiadas. Se determind que Aspergillus fumigatus
representd aproximadamente el 60 % del total de UFC’s recuperadas en verano y
aproximadamente el 80 % del total de UFC’s recuperadas en invierno mediante la técnica
de exposicion de plato (Tabla 1).

Este hongo termotolerante presentd colonias de color verde en el anverso que
pueden adquirir diferentes tonos de verde al madurar. El reverso de la colonia es incoloro
en algunas cepas, en otras puede variar de color amarillo a verde o marroén-rojizo oscuro.
Microscopicamente, presentd cabezas conidiales de forma columnar, generalmente repletas
de conidias globosas a subglobosas. Las vesiculas tienen forma claviforme y su medida es
de hasta 20 a 30 um de didmetro. Los conidiéforos son cortos y pigmentados (Raper y
Fennell, 1965; Domsch et al., 1980) (Figura 6 y 12).

En Czapek Yeast Agar (CYA), las colonias de A. fumigatus -crecieron
abundantemente. Estas presentaron color crema-marrdn en el anverso y textura arrugada.
En el reverso, el medio se tornd color marrén-rojizo. En 25 % Glycerol Nitrate Agar

(G25N) el crecimiento de las colonias fue mas lento. El anverso de la colonia se observo

18
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primero de color crema, para luego adquirir color verde grisaceo a azul en el margen. El
reverso presentd color crema a verde y, en ocasiones, se desarrolld color marrén-rojizo en
el centro de la colonia. En Malt Extract Agar (MEA) las colonias crecieron
abundantemente. En el anverso, las colonias presentaron color verde oscuro y textura
pulvurulenta. El reverso se observé incoloro y en algunas cepas se difundi6 color amarillo
al medio (Figura 7).

Humicola lanuginosa se recuper6 utilizando ambas técnicas de recuperacion y se
recuperd en todos los muestreos hechos en los meses de junio, julio y agosto del 2003. Sin
embargo, esta especie no se recuperd en invierno. Las colonias de H. lanuginosa crecieron
rapido entre 45 — 50 °C en 2 dias en diferentes medios de cultivo. La colonia presento
color blanco, que luego cambid a color gris-verdoso hasta color negro. En el reverso se
observo un pigmento de color rosado a color vino que se difundié en el agar.
Microscopicamente, presentd aleuroconidias globosas de color marrén oscuro y de pared
gruesa (Domsch et al., 1980) (Figura 8 y 12).

Rhizomucor pusillus, Aspergillus candidus y Chrysosporium tropicum fueron
hongos encontrados con poca frecuencia. Rhizomucor pusillus solamente se encontré en
muestras tomadas mediante exposicion de plato durante el mes de junio del 2003. Esta
especie presentd colonias de color marron a color gris de textura algodonosa a
aterciopelada en el anverso. En el reverso, la colonia se observo de color crema a marrédn.
A nivel microscépico, se caracterizo por su micelio pigmentado, de gris a marrén, y por el
desarrollo de esporangioforos ramificados de color marrén-amarillento. Los esporangios

son globosos, y cada uno posee una columela en forma ovalada o de pera. Las
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esporangiosporas son hialinas y de forma globosa a subglobosa, algunas de forma ovalada
(Domsch et al., 1980; Ellis, 1997) (Figura 9 y 12).

Chrysosporium tropicum se recuperd utilizando el muestreador Andersen durante el
mes de julio del 2003. Esta especie presento colonias de color blanco a color crema-marrén
y una textura pulvurulenta a granular en el anverso. El reverso fue inicialmente incoloro y
desarroll6 un color amarillo-marrén palido al madurar. Microscopicamente, esta especie
present6 conidias hialinas piriformes a claviformes intercaladas, laterales (en pedicelos), o
terminales (Domsch et al., 1980) (Figura 10 y 13).

Aspergillus candidus fue recuperado durante muestreos hechos en el mes de
diciembre del 2003, mediante la técnica de exposicion de plato. Aspergillus candidus
presentd colonias de color blanco, que luego cambiaron a color crema a crema amarillento.
Algunas cepas produjeron esclerocios de color purpura a color negro. Microscopicamente,
se observaron cabezas conidiales que variaron de globosas a columnares en el mismo
cultivo. Las vesiculas se observaron globosas y las conidias presentaron formas globosas a
elipsoidales (Raper y Fennell, 1965; Domsch et al., 1980).

En nuestro estudio, A. candidus creciéo muy poco en CYA y no crecié en G25N. En
MEA, esta especie creci6 rapidamente. En el anverso presentd color blanco a crema
amarillento y el centro de la colonia mas elevado. Se observé una textura pulvurulenta en
los bordes de la colonia El reverso se observé incoloro o crema-amarillento (Figura 11 y
13).

Por otro lado, se encontrd que el nimero de UFC’s que se obtuvo fue mayor en la
época de verano para ambas técnicas de recuperacion y se observo un mayor nimero de

UFC’s en el mes de julio (Figura 14). Al comparar estadisticamente la concentracion de
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esporas viables por época (verano e invierno) recuperadas mediante la técnica de
exposicion de plato y el muestreador Andersen, se determind que, con n=6 y poblaciones
que siguen una distribucion normal (de acuerdo a la prueba estadistica Anderson-Darling),
alfa=0.05 y un nivel de confianza del 95%, los promedios de las UFC’s de verano vs.
invierno para la técnica de exposicion de platos son distintos estadisticamente y que los
promedios de las UFC’s de verano para la técnica de exposicion de platos vs. los
promedios de las UFC’s de verano para el muestreador Andersen también son distintos
estadisticamente. Sin embargo, no se puede probar que los promedios de las poblaciones
de verano vs. invierno para el muestreador Andersen sean estadisticamente distintos.
Tampoco hay evidencia suficiente para probar estadisticamente que los promedios de las
poblaciones de invierno para la técnica de exposicion de platos vs. los promedios de las
poblaciones de invierno para el muestreador Andersen sean distintos (Tabla 2, Figura 15y
Apéndice 1).

Durante cada muestreo realizado en el area de depdsito de basura, se midieron
algunas variables ambientales (Tabla 3). En verano, se observo que la velocidad del viento
(R* = 0.98), la temperatura del suelo (R* = 0.78) y la humedad del suelo (R* = 0.56) se
correlacionaron significativamente con el nimero de UFC’s recuperadas mediante la
técnica de exposicion de plato, en una relacion donde la concentracion de esporas
recuperadas disminuyd al aumentar la humedad del suelo. Sin embargo, la concentracion
de esporas viables fue mayor al aumentar la velocidad del viento y la temperatura del suelo
(Figuras 16 - 18). En invierno, se determino que la velocidad del aire y la humedad relativa
se correlacionaron significativamente con la concentracion de esporas recuperadas también

por la técnica de exposicion de plato. Al aumentar la humedad relativa, disminuyo la
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concentracion de esporas y por el contrario, a mayor velocidad del viento, mayor fue la
concentracion de esporas recuperadas (Figuras 16 y 20). No se observd correlacion
significativa entre el nimero de esporas viables (UFC’s) y las demds variables
atmosféricas medidas (Figuras 22 - 25). Tampoco se encontré correlacion significativa
entre las variables atmosféricas y el nimero de esporas viables obtenidas utilizando el
muestreador Andersen en ninguna de las dos épocas.

Asumiendo que la relacion entre la concentracion de esporas viables recuperadas y
la humedad (relativa y del suelo) pudiera no ser una relacion lineal, se analizaron los datos
en una relacion polindmica de grado 4. Se observo correlacion significativa entre la
concentracion de esporas viables recuperadas y la humedad (relativa y del suelo) en verano
e invierno en ambas técnicas de recuperacion (Figuras 19 y 21).

Al calcular el porciento de esporas viables recuperadas mediante el muestreador
Andersen, se determind que el nimero de esporas recuperadas en la segunda etapa fue
mayor, o sea, fue mayor la fraccion de esporas que pueden ser respirables, cuyo tamaio es
de aproximadamente 0.4 mm (Tabla 4). Ademas, las concentraciones maximas de UFC’s

por volumen de aire se observaron en julio de 2003 (Tabla 5).
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Figura 6. Morfologia de la colonia de Aspergillus fumigatus en Littman’s Oxgall (A)
y microscopia de luz de A. fumigatus (400 X) (B) (Fotografias tomadas por
Yanitza Padilla, 2004).
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Figura 7. Morfologia de la colonia de Aspergillus fumigatus en diferentes medios de
cultivo utilizados para su identificacion; Czapek Yeast Agar (A), 25%
Glycerol Nitrate Agar (B) y Malt Extract Agar (C) (Fotografias tomadas por
Yanitza Padilla, 2004).



Figura 8. Humicola lanuginosa en PDA. Morfologia del anverso de una colonia joven
(A) y una colonia madura (B); morfologia del reverso de una colonia joven (C)
y una colonia madura (D); microscopia de luz de H. lanuginosa (400 X)
mostrando micelio y esporas (E) (Fotos tomadas por Yanitza Padilla, 2004).
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Figura 9. Morfologia de la colonia de Rhizomucor pusillus en PDA (A) y microscopia
de luz de R. pusillus (400 X) (B) (Fotos tomadas por Yanitza Padilla, 2004).

Figura 10. Morfologia de la colonia de Chrysosporium tropicum en Littman’s Oxgall (A)
y microscopia de luz de C. tropicum (400 X) (B) (Fotos tomadas por
Yanitza Padilla, 2004).
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Figura 11. Morfologia de la colonia de Aspergillus candidum en MEA (A) y microscopia
de luz de A.candidum (400 X) (B) (Fotos tomadas por Yanitza Padilla,
2004).
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Figura 12. Morfologia en microscopia electronica de rastreo de Aspergillus fumigatus
(A-C), Humicola lanuginosa (D-E) y Rhizomucor pusillus (F) ( Fotos
tomadas por José¢ Almoddvar y Yanitza Padilla, 2004).
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Figura 13. Morfologia en microscopia electronica de rastreo de Chrysosporium tropicum
(A-B) y Aspergillus candidus (C-F) ( Fotos tomadas por Jos¢ Almodévar y
Yanitza Padilla, 2004).
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Tabla 2. Comparacion de la concentracion de las esporas viables (UFC's) promedio
por épocay técnica de muestreo
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Numero de Muestras UFC ;romedio UFC ;romedio
(n) Exposicion de Platos Muestreador Andersen
Verano 6 111.6+/- 69.6 28.3 +/- 36.1
Invierno 6 7.2+/-7.9 1.8 +/- 3.6
Diferencia - 104.4 26.5

* Desviacion Estandar (+/-)

120

100

OVerano M Invierno

80

60 UFC
Promedio

(n=6)
40

20

Exoosicion d Invierno
Xposicion ae
Platos Verano

Muestreador
Andersen

Figura 15. Prueba t pareada para la concentracién de esporas viables por época de
muestreo con o = 0.05
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Tabla 3. Nimero de UFC's y valor de parametros ambientales durante los muestreos realizados utilizando la
técnica de exposicion de platos y el muestreador Andersen

Epoca Fecha *UFC"  UFC’ T(°C) HR(%) Vyiento (M/S) ~ Alt (m) P (hPa) Tsueto (°C) *Hspelo pH

20/6/03 119 0 350  46.5% 5.05 95 1008.3 350 200% 6.8
27/06/03 87 33 324 48.4% 3.85 95 10083 325 00% 7.2
*Verano 11/07/03 106 93 302  55.5% 4.65 94 1008.1 340  250% 73
18/7/03 213 33 315  57.0% 6.85 85 1009.2 400 125% 7.0
08/08/03 144 10 30.7  56.0% 5.10 112 1005.9 33.0 00% 7.2
29/08/03 1 1 311 63.4% 2.45 112 1006.1 310 100.0% 6.0

Epoca Fecha “UFC' UFCT  T(C) *HR (%) ™Vyeno (M) Alt(m) P (hPa) Tewo (C) Heeo  pH

22/12/03 1 9 295  55.0% 3.25 102 1007.2 280 56.0% 7.2
29/12/03 14 0 261  51.8% 3.90 130  1004.0 240  800% 7.0
*Invierno  19/1/04 8 0 340  51.0% 2.10 114 1005.8 280  250% 6.8
26/1/04 0 0 248  64.5% 1.10 82 1009.5 240  800% 75
02/02/04 1 0 303  58.5% 2.70 103~ 1007.0  36.0 100.0% 7.2
16/2/04 19 2 323 47.0% 6.30 81 1009.9 300  400% 75

' UFC promedio para los tres platos expuestos mediante la técnica de exposicion de platos
2 UFC promedio para los platos en duplicado utilizando el muestreador Andersen.

* En verano la relacién de UFC * vs. Vyiento, Tsuelo ¥ Hsuelo fue de R > 0.5
** En invierno la relacién de UFC ' vs. Viieno, Y HR fue de R 2> 0.5

T = temperatura

HR = humedad relativa
V = velocidad

Alt = altitud

P = presién barométrica
H = humedad
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muestreador Andersen en verano y d) utilizando el muestreador Andersen en

invierno.
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en invierno, C) utilizando el muestreador Andersen en verano y d) utilizando el

muestreador Andersen en invierno.
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Tabla 4. Porciento de esporas viables recuperadas en cada etapa
utilizando el muestreadorAndersen

Epoca Fecha Etapa 1 Etapa 2
20/6/03 0% 0%
27/06/03 13% 87%
Verano 11/07/03 20% 80%
18/7/03 13% 87%
08/08/03 23% 77%
29/08/03 0% 100%
22/12/03 13% 87%
29/12/03 0% 0%
Invierno 19/1/04 0% 0%
26/1/04 0% 0%
02/02/04 0% 0%
16/2/04 25% 75%
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Tabla 5. Numero de esporas viables totales por unidad de aire recuperadas
utilizando el muestreador Andersen

Epoca Fecha UFC/pie’,;,. UFC/ m*,;,.
20/6/03 0.0 0.0
27/06/03 8.3 292.9
Verano 11/07/03 31.0 1094.3
18/7/03 11.0 388.3
08/08/03 3.3 116.5
29/08/03 0.3 11.7
22/12/03 3.0 105.9
29/12/03 0.0 0.0
Invierno 19/1/04 0.0 0.0
26/1/04 0.0 0.0
02/02/04 0.0 0.0
16/2/04 0.7 233
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DISCUSION

En este estudio, se recuperaron hongos miceliales termotolerantes y termofilicos del
area de deposito de basura en el vertedero de Lajas, Puerto Rico. Aspergillus fumigatus fue
la especie mas frecuentemente recuperada y representd aproximadamente el 60 % del total
de UFC’s recuperadas en verano y aproximadamente el 80 % del total de UFC’s
recuperadas en invierno mediante la técnica de exposicion de plato. En nuestro estudio, se
observé una mayor concentracion de este hongo termotolerante en verano, pero también se
detectd su presencia en invierno. Esto nos sugiere que este hongo esta presente durante
todo el proceso del compostaje.

Esto coincide con resultados obtenidos por otros investigadores en estudios
similares hechos al proceso del compostaje alrededor del mundo. Von Klopotek (1962)
determiné que A. fumigatus representaba el 70 % de la micoflora presente en la composta
llevando a cabo descomposicion termofilica. Fergus (1964) también reportd la abundancia
de A. fumigatus a temperaturas mayores de 50 °C en compostas hechas para la produccion
de hongos, sin embargo, a 55 ° C, aunque las esporas germinaban, s6lo observo un ligero
crecimiento micelial. En estudios hechos a vertederos y desperdicios municipales sin
procesar, esta especie se reportd como la especie mas frecuente asociada a la composta
(Kane y Mullins,1973; Kirivanta et al., 1999). Aspergillus fumigatus esta descrito como
una especie termotolerante de amplia distribuciéon mundial que puede crecer entre 12 °C y
55 °C (Cooney y Emerson, 1964).

Humicola lanuginosa (sinénimo de Thermomyces lanuginosus, Tsiklinsky 1899 )

es un hongo termofilico, con crecimiento dptimo entre 47.5 — 52.5 °C, recuperado en la
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época de verano. Esta especie también ha sido asociada al proceso del compostaje en
estudios previos (Kane y Mullins,1973; Kirivanta et al., 1999) y es comunmente
recuperada en estudios hechos a hongos termofilicos alrededor de todo el mundo (Cooney
y Emerson, 1964).

Rhizomucor pusillus se recuperd en muestras tomadas por exposicion de plato
durante el mes de junio del 2003. Esta especie se caracteriza por ser termofilica y de
distribucion mundial y crece entre 20 — 55 °C. Este cigomiceto es uno de los primeros
colonizadores en la composta (Domsch et al., 1980).

Aspergillus candidus se recuperd en época de invierno, en el mes de diciembre.
Segtin Domsch et al., (1980), esta especie tiene una temperatura Optima de crecimiento
entre 25 — 28 °C, y crece a una temperatura maxima de 44 °C. Aspergillus candidus se
distribuye principalmente en regiones subtropicales y tropicales, y ha sido reportado por
algunos investigadores como contaminante comun en el polvo orgénico. Se ha descrito
como una especie que se desarrolla sobre materia vegetal en descomposicion y se ha
recuperado de granos, harinas, heno y de la composta (Krysinska-Traczyk y Dutkiewicz,
2000). En estudios hechos por Fischer et al., (2000) en una facilidad de manejo de
desperdicios se reportd la presencia de A. candidus como una especie termotolerante. Por
otro lado, Swan y Crook (1998) reportaron la presencia de A. candidus a temperaturas
maximas de 50 °C.

Chrysosporium tropicum se recupero utilizando el muestreador Andersen en el mes
de julio del 2003. Algunas especies de Chrysosporium se caracterizan por ser

termotolerantes y saprofitos del suelo (Domsch et al., 1980).
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En términos generales, se encontré un mayor nimero de esporas viables en la época
de verano con ambas técnicas de recuperacion. Esto coincide con estudios publicados por
Jones y Cookson (1983), quienes utilizaron un muestreador Andersen en las cercanias de
una facilidad de composta en los alrededores de Washington, D.C. Estos encontraron que
la concentracion de particulas viables de bacterias, hongos termofilicos y A. fumigatus era
mayor en verano y otofio y menor en los meses de invierno. Segun ellos, esto nos sugiere
que la diferencia entre épocas del afio demuestran que se debe ser precavido al interpretar
informacion de bioarosoles o microorganismos de diferentes periodos de tiempo, aun
cuando se recuperen utilizando el mismo método experimental.

Luego de realizar un analisis estadistico de regresion lineal para relacionar las
variables atmosféricas medidas durante el estudio y la concentracion de UFC’s obtenidas,
se observo que la temperatura del suelo, la humedad del suelo y la velocidad del viento
estan significativamente correlacionadas con el nimero de esporas viables recuperadas
utilizando la técnica de exposicion de plato durante la época de verano. A temperaturas de
suelo mas altas, mayor fue el nimero obtenido de esporas viables. Cabe sefialar que los
hongos recuperados son especies termotolerantes y termofilicas que habitan en el suelo, y
por lo tanto, altas temperaturas en el sustrato promueven su ocurrencia. Un aumento
considerable en la temperatura del suelo puede tener como consecuencia la eliminacién de
algunos hongos mesofilicos y la proliferaciéon de hongos termotolerantes y termofilicos.
Esto nos sugiere que un suelo caliente y sin competencia por parte de otros hongos es el
sustrato ideal para un hongo termotolerante o termofilico.

La concentracion de esporas recuperadas disminuyo al aumentar la humedad del

suelo. Ademads, la concentracion de esporas viables fue mayor cuando la velocidad del
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viento aumento6. Este ultimo resultado se relaciona con el proceso de dispersion de las
esporas en los hongos. El viento es uno de los métodos de dispersion principales en
muchos hongos. Las esporas de hongos que se encuentran en el suelo son arrastradas por la
corriente de aire y a altas temperaturas tienen el potencial de subir a la baja atmdsfera y ser
transportadas hasta ser depositadas posteriormente en diversos sustratos. Seria logico
pensar entonces que a mayor velocidad del viento, un mayor numero de esporas se
dispersan mediante este método y, por tal razon, es mayor la concentracion de esporas en
el aire al momento de muestrear.

La temperatura del suelo, la humedad del suelo y la velocidad del viento son
variables atmosféricas que pueden estar relacionadas con las estaciones del afio. En verano
se obtuvieron medidas de temperatura del suelo y medidas de velocidad del viento mayores
y la concentracion de esporas viables obtenidas también fue mayor. En verano se
reportaron medidas de humedad del suelo mas bajas. Esto nos sugiere que la presencia y el
crecimiento de un organismo no depende de o se relaciona con una variable en particular,
sino que puede ser el efecto de un conjunto de variables.

Los datos obtenidos en el andlisis de regresion lineal para la época de invierno son
mas complejos. Aunque se determino que la velocidad del viento y la humedad relativa se
correlacionan significativamente con la concentracion de esporas recuperadas por la
técnica de exposicion de plato, hay que tener en cuenta que las UFC’s recuperadas en
invierno fueron minimas y que cualquier cambio en las variables meteoroldgicas podria
sugerir un efecto en las esporas viables. El andlisis sugiere que al aumentar la humedad
relativa, disminuye la concentracion de esporas y que, por el contrario, a mayor velocidad

del viento, mayor concentracion de esporas.
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Si asumimos que la relacion entre la humedad relativa y del suelo vs. las UFC's no
es una relacién lineal, sino una polindmica de grado 4, observamos que existe una
correlacion significativa entre humedad relativa y del suelo vs. la UFC's en las dos épocas
muestreadas (verano e invierno) mediante la técnica de exposicion de plato y mediante el
muestreador Andersen. Esto nos sugiere que la concentracion de esporas puede aumentar
al aumentar la humedad, pero que, sin embargo, condiciones de humedad muy extremas
pueden traer como consecuencia una disminucion en la concentracion de esporas viables.
Las condiciones extremas de humedad pueden estar relacionadas con eventos de lluvia que
pueden eliminar gran parte de la concentracioén de esporas en el aire.

Por otro lado, no se encontr6 relacion significativa entre las demds variables
atmosféricas y el numero de esporas viables obtenidas. El pH del suelo se mantuvo entre 6
y 7.5. El valor obtenido de esta variable ambiental podria ser un factor que promueve el
crecimiento de hongos, si tomamos en consideracion que el pH 6ptimo que promueve la
actividad de hongos es entre 5.5y 8.5.

Se calcul6 el porciento de esporas viables recuperadas en cada etapa (1 y 2) con el
muestreador Andersen para cada muestreo y se determind que la fraccion de esporas que
pueden ser respirables fue mayor. La fraccion de esporas que pueden penetrar el tracto
respiratorio del ser humano represent6 desde un 75 % hasta un 100 % de la recuperacion
total de esporas obtenidas con el muestreador Andersen en algunos muestreos. Esta
informacion puede ser alarmante, si se considera que la inhalacion de las esporas de A.
fumigatus es la ruta mas comun de exposicion en el ser humano. Los resultados obtenidos

coinciden con Jones y Cookson (1983), quienes reportaron que A. fumigatus representaba



50

un 95 % de la fraccién de organismos potencialmente respirables luego de utilizar el
muestreador tipo Andersen en un estudio realizado en las cercanias de Washington, D.C.

La concentracion maxima de UFC’s por volumen de aire se observo en julio, con una
concentracion mayor de 10° UFC /m’. Estos niveles de concentracién no son niveles
aprobados por la ASIEAC (1995), que reporté que niveles mayores de 1,000 UFC/m’ no
eran aceptables, y Godish (2001) que argumenté que concentraciones mayores de 1,000
UFC/m’ 'y mayores de 10,000 esporas/ m’ indicaban contaminaciéon (Wonder Makers
Environmental Inc., 2001). Esto contrasta con lo reportado por Holmerg (1987), quien
argumenté que niveles menores de 2,200 UFC/m’ representan un ambiente libre de
contaminacion.

En este estudio se utilizaron dos técnicas de recuperacion de esporas viables, la técnica
de exposicion de plato y el muestreador Andersen, con el propdsito de comparar los
resultados obtenidos y establecer posibles diferencias. Se observd que la concentracion de
esporas viables recuperadas mediante la técnica de exposicion de plato en las dos épocas
estudiadas fue mayor y que en verano el numero promedio de esporas recuperadas
mediante la técnica de exposicion de platos fue significativamente distinto al numero
promedio de esporas recuperadas mediante el muestreador Andersen. Una posible
explicacion a esto podria ser que, en la técnica de exposicion de plato el area de deposicion
para la recuperacion de esporas (100 mm en cada plato) es mas grande que el diametro del
orificio del cabezal (aproximadamente 30 mm) en el muestreador Andersen. Otra posible
explicacion es que en el muestreador Andersen el volumen de aire que entra al instrumento
estd regulado (28.3 litros/min), mientras que en la técnica de exposicion de plato no se

puede controlar el volumen de aire.



CONCLUSIONES

Por primera vez en Puerto Rico, se estudié la presencia de hongos miceliales
termotolerantes y termofilicos en un vertedero. Hasta el momento este es el unico estudio
de este tipo en Puerto Rico realizado con el propdsito de cuantificar e identificar los
hongos termotolerantes y termofilicos asociados al proceso del compostaje y correlacionar
su concentracion con las varibles ambientales. En este estudio se concluye que :

1. Aspergillus fumigatus fue el hongo mas frecuente, al igual que en estudios

previos realizados por otros investigadores (Von Klopotek, 1962; Kane y
Mullins, 1973; Kirivanta et al., 1999).

2. La concentracion de esporas viables fue mayor en la época de verano.

3. Existe una correlacion significativa entre las variables ambientales de
temperatura del suelo, humedad del suelo y velocidad del viento y la
concentracion de esporas viables recuperadas utilizando la técnica de
exposicion de plato.

4. La fraccion de esporas viables respirables recuperadas utilizando el
muestreador Andersen fue considerablemente mayor que la fraccion de esporas
no respirables.

5. Aspergillus fumigatus puede representar un riesgo para la salud de los
trabajadores del vertedero, si no se siguen medidas de seguridad adecuadas

durante el manejo de desperdicios en un vertedero.

51



RECOMENDACIONES

Luego de haber finalizado este estudio y analizado los resultados, se recomienda:

1. Realizar un estudio similar de mayor duracion para determinar si la distribucion
de organismos sigue algiin patron temporal (de época).

2. Realizar un estudio en el cual se tomen en consideracion las diferentes etapas
que involucra el proceso de disposicion de desperdicios, desde el almacenaje de
basura en las residencias hasta la recoleccion y el transporte de basura hacia el
vertedero.

3. Mejorar las condiciones de trabajo en los vertederos, supervisando que las
medidas de seguridad se lleven a cabo y haciendo compulsorio el uso de
mascarillas en el area de deposito de basura en el vertedero, asi como el uso de
un uniforme de trabajo que no se debe llevar al hogar.

4. Designar un periodo de espera antes de pasar al area de deposito de basura,

luego de una descarga.
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Apéndice 1. Prueba de hipdtesis para diferencia de promedios de poblaciones
independientes (Prueba de t pareada) para la concentracion de
esporas viables recuperadas por época utilizando el muestreador
Andersen y la técnica de exposicion de plato

Paired T-Test

Técnica de Exposicion de Platos
Paired T for verano - invierno

N Mean StDev SE Mean
verano 6 111.7 69.6 28.4
invierno 6 7.2 7.9 3.2
Difference 6 104.5 76.8 31.3

T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 3.33
P-Value = 0.021

HO: proml - prom2 = 0O
Ha: proml - prom2 no es igual a O
alfa = 0.05

p-val = 0.021
p-val < alfa, por lo tanto rechazo HO, acepto Ha

Paired T-Test

Muestreador Andersen
Paired T for verano - invierno

N Mean StDev SE Mean
verano 6 28.3 35.0 14.3
invierno 6 1.8 3.6 1.5
Difference 6 26.5 36.9 15.1

T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 1.76
P-Value = 0.139

HO: proml - prom2 = 0O
Ha: proml - prom2 no es igual a O

alfa = 0.05

p-val = 0.139
p-val > alfa, por lo tanto acepto HO
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Paired T-Test

Técnica de Exposicion de Plato vs. el Muestreador Andersen
Paired T for verano - verano And

N Mean StDev SE Mean
verano EP 6 111.7 69.6 28.4
verano And 6 28.3 35.0 14.3
Difference 6 83.3 72.0 29.4

T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 2.83
P-Value = 0.036

HO: proml - prom2 = 0O
Ha: proml - prom2 no es igual a O
alfa = 0.05

p-val = 0.036
p-val < alfa, por lo tanto rechazo HO, acepto Ha

Paired T-Test

Técnica de Exposicion de Plato vs. el Muestreador Andersen
Paired T for invierno - invierno And

N Mean StDev SE Mean
invierno 6 7.17 7.94 3.24
invierno 6 1.83 3.60 1.47
Difference 6 5.33 9.42 3.84

T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 1.39
P-Value = 0.224

HO: proml - prom2 =0
Ha: proml - prom2 no es igual a O

alfa = 0.05
p-val = 0.224
p-val > alfa, por lo tanto acepto HO



