VITAE

Presencia de flora fungica en
areas internas del Hospital

“Dr. Adolfo Prince Lara”,
Puerto Cabello, Estado
Carabobo. Durante el periodo

2006-2007.

Ararily Perelli 1.
Vita Calzolaio 2.
Luis Gonzalez 3.
Erikmar Kirchner % .
Dulce LamperS.
Susana Leonardo ©.

'Departamento de Investigacién y Desarrollo Profesional. Escuela de Bicanalisis, sede Carabobo. Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo. aperelli@uc.eduve

ZDepartamemo de Investigacion y Desarrollo Profesional. Escuela de Bioanalisis, sede Carabobo. Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.

3Laboratorio de Micologia del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la
Universidad de Carabobo.

“Departamento de Investigacion y Desarrollo Profesional. Escuela de Bioanalisis, sede Carabobo. Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.

SDepartamento de Investigacion y Desarrollo Profesional. Escuela de Bioandlisis, sede Carabobo. Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.

®Departamento de Investigacion y Desarrollo Profesional. Escuela de Bioanalisis, sede Carabobo. Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.

Correspondencia: Instituto de Medicina Tropical - Facultad de Medicina - Universidad Central de Venezuela.

Consignado el 12 de Abril del 2009 a la Revista Vitae Academia Biomédica Digital.

RESUMEN

Los Hongos son capaces de convertirse en oportunistas dentro de centros hospitalarios ocasionando enfermedades en pacientes
inmunosuprimidos. El objetivo fue Determinar la presencia de Flora Fungica en las areas internas del Hospital “Dr. Adolfo Prince Lara” Puerto
Cabello- Estado Carabobo, se evaluaron: Unidad de Cuidados Intensivos, Quiréfano, Sala de Emergencia de Adultos, Sala de Emergencia de Nifos
y Hospitalizacion Pediatrica. Las muestras fueron obtenidas usando las técnicas: Sedimentacion en placa e Hisopado, la identificacion de las
colonias se realizé por examen Macroscépico: aspecto, color, forma, tamafo y Microscépico utilizando: Cinta Adhesiva Transparente, Tinta China y
Tubo Germinativo. Se encontré un total de 102 UFC por la técnica de Sedimentacion en placa y 223 UFC por la de Hisopado. La incidencia fue:
Levaduras (67,4%), Curvularia lunata (8%), Micelia Esterilia (6,5%) vy Aspergillus niger (59%). Las areas de mayor contaminacion fungica fueron
Emergencia Adultos, Emergencia Niflos y Unidad de Cuidados Intensivos.

PALABRAS CLAVE: Flora Fungica, Infecciones Nosocomiales, Inmunosuprimido

PRESENCE OF FUNGAL FLORA IN INTERNAL AREAS OF “DR. ADOLFO PRINCE LARA HOSPITAL", PUERTO CABELLO, CARABOBO STATE. DURING THE
PERIOD 2006-2007.

SUMMARY
Fungi are capable of becoming opportunists inside Hospital Centers leading to disease in the immune-compromised patients. The objective of

this work was to determine the presence of fungal flora in the internal areas of “Dr. Adolfo Prince Lara Hospital” Puerto Cabello, Carabobo State,
Venezuela. Intensive Care Unit, Surgical theatre, Adult Emergency Unit, Children Emergency Unit and Pediatric wards were evaluated. Samples
were obtained using the following techniques: Sedimentation in plaque and swabbing. Identification of colonies was carried out through
Macroscopic examination: aspect, colour, shape, size and Microscopic exam were done, using Transparent Sticking Plaster, Chinese Ink and
Germinative Tube. A total of 102 UFC were found using plague sedimentation technique, and 223 UFC using swabbing. The incidence was: yeasts
(67, 4 %), Curvularia Lunata (8 %), Micelia Esterilia (6,5 %) y Aspergillus Niger (59 %). The most contaminated areas were Adult Emergency, Children



Emergency and Intensive Care Units.
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PRESENCIA DE FLORA FUNGICA EN AREAS INTERNAS DEL HOSPITAL “DR. ADOLFO PRINCE LARA", PUERTO
CABELLO, ESTADO CARABOBO. DURANTE EL PERIODO 2006-2007.

INTRODUCCION

En los individuos existe una flora microbiolégica normal dada por microorganismos y ciertos hongos, encontrandose en equilibrio sin causar
alteraciones en la salud. No obstante, algunos hongos considerados como flora normal pueden llegar a convertirse en oportunistas cuando se
presentan deficiencias en el sistema inmunoldgico de las personas, ocasionando enfermedades. (1, 2) Asi mismo Pérez (3) describe que las
infecciones fungicas nosocomiales pueden ser adquiridas por brotes epidémicos ocasionados por fuentes exdgenas, o bien, por fuentes
endogenas gue ocasionan infecciones cruzadas, las cuales pueden ocurrir entre personas dentro del mismo centro hospitalario, de enfermos a
enfermos y del personal que labora en esa institucion. Desde la perspectiva ambiental, un aumento de estos microorganismos en su habitat
normal traerfa consigo una alteracion en el medio ambiente llegando a producir una contaminacion del aire, promoviendo la dispersion de
numerosas esporas fungicas desde sus reservorios a los diferentes ambientes. (3) Dentro de los hongos mas frecuentes que se encuentran en el
aire, estan los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Curvularia, Alternaria, Mucor, Rhizopus, Syncephallastrum, y las
levaduras de los géneros Candida, Rhodotorula y Geotrichum, cuya importancia reside en su capacidad de adaptar su fisiologia al ambiente. (5,6).
La mayorfa de estas especies son potencialmente patdgenas y causantes de diferentes enfermedades en plantas, animales y en aquellos
pacientes que padecen de enfermedades que comprometen su sistema inmunoldgico (7,8). Los niveles de contaminacion en ambientes cerrados
pueden llegar a ser de 10 a 100 veces mas elevados que las concentraciones exteriores, segun estimaciones de la Agencia de Proteccion
Ambiental estadounidense (9), lo cual aunado a las condiciones operativas poco adecuadas de sistemas de ventilacion y recirculacion de aire, asi
como de refrigeracion y/o calefaccion, entre otras, pronostican un problema potencial de la calidad del aire dentro de dichos espacios (10). Un
estudio realizado por Rainer, Peinther y Poder (11), establecié que los centros de salud no estén libres de estos microorganismos, ellos pueden
alojarse en los sistemas de aire acondicionado, ventanales, paredes, polvo y escombros que se generan en un proceso de construccion o
remodelacion que tenga lugar dentro o en las proximidades de las instituciones médicas, proyectando al ambiente un numero elevado de
esporas causando contaminaciéon ambiental y un riesgo para la salud de las personas. La frecuencia e intensidad de la contaminaciéon de areas
internas de centros de salud por hongos, ha aumentando de manera significativa en los Ultimos afios, por tal razén, investigaciones realizadas a
nivel mundial referentes a los microorganismos mas comunes en los ambientes hospitalarios, han demostrado que la contaminacion ambiental
por hongos representa un problema de salud publica, ya que anteriormente, los hongos eran poco considerados. (12) En tal sentido el Hospital
“Dr. Adolfo Prince Lara” es una de las instituciones de salud mas antigua ubicada en Puerto Cabello, Estado Carabobo. Este centro de salud ha
sufrido modificaciones beneficiosas para su infraestructura, acarreando remocién de escombros, almacenamiento de materiales de
construccion, entre otros factores que favorecen la instalacion de flora fungica. Por lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion se
trazd como objetivo determinar la presencia de flora FUngica en areas internas del Hospital “Dr. Adolfo Prince Lara”. Puerto Cabello, Estado
Carabobo. Afo: 2006-2007.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de ambientes en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Quiréfano, Sala de Emergencia de Adultos, Sala de
Emergencia de Nifios y Hospitalizacion Pediatrica, del Hospital “Dr. Adolfo Prince Lara”, siguiendo la técnica de sedimentaciéon en placa descrita
por Silva y col. (13); que consistio en exponer durante 15 minutos 5 placas de Petri con agar Sabouraud en diversos sitios de las areas seleccionadas,
en los puntos donde existia flujo o corrientes de aire, las mismas se destaparon evitando turbulencias ocasionadas por el paso de personas. Al
transcurrir el tiempo de exposicion se procedid a tapar y rotular las placas. Se evalué de manera cualitativa las caracteristicas fisicas de las cinco
areas estudiadas observando el estado y funcionamiento de las mismas, se procedid a observar las condiciones de la infraestructura, ventilacion y
limpieza del centro hospitalario, asi como también, se midié la temperatura y humedad de cada area empleando el higrometro. Para la
recoleccion de la muestras en Instrumentos, Equipos médicos, Parrillas de aire acondicionado, Camillas, Estantes, Ventanas, Paredes y otras
superficies se empled la técnica de hisopado. (5) La misma consistio en utilizar un hisopo estéril humedecido en caldo Sabouraud siendo pasado
por las superficies de las areas seleccionadas. Una vez recogida las muestras se llevaron al Laboratorio de Micologia del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, usando como medio de transporte un contenedor de anime,
al cual previamente se le realizaron pruebas de esterilidad. Las muestras obtenidas en placas por la técnica de sedimentacion por gravedad se les
asigno las letra “P", mientras que las obtenidas por la técnica de hisopado fueron sembradas en placas con Agar Sabouraud asignandole la letra
“H" para su identificacion, codificando a cada una con las iniciales de las areas seleccionadas, ambas fueron incubadas en estufa a 25 +/- 2° C
realizando monitoreo de las muestras a partir de las 48 horas, para verificar el crecimiento de los microorganismos. Pasado el tiempo de
incubacion, se observo el crecimiento de las colonias y se procedid al recuento de las mismas mediante un contador de colonias que proporciona
el numero de unidades formadoras de colonias.

Identificacion de las Colonias
De acuerdo al tipo de hongo a identificar se realizaron distintos procedimientos.
Mohos:

Examen Macroscopico: las caracteristicas de las colonias se describieron (14), como el grado de crecimiento, aspecto superficial: plana,
amontonada, festoneada, radiada; textura: globosa, aterciopelada, granulosa, algodonosa, presencia de pigmentos en el anverso y reverso de la
placa. Examen Microscopico: se utilizé el método de Cinta adhesiva transparente, el cual consistido en poner en contacto un trozo de cinta no
mayor de 4 cm. sobre las colonias de dos dias de crecimiento, de forma suave a fin de que se adhirieran los micelios aéreos y no dafar las colonias,
luego se separd la cinta suavemente y se colocd sobre una lamina porta objeto agregandosele 10 2 gotas de Azul de Lactofenol, se cubrié con una



laminilla y se procedi¢ a sellar los bordes de las laminas; observandose al microscopio con objetivos de 10x y 40x, obteniendo de esta manera las
caracteristicas propias de cada uno de los hongos encontrados. (15)

Levaduras:
Examen Macroscoépico: las levaduras producen colonias circulares, opacas o pastosas, de color crema o rosada. (16)
Examen Microscopico:

Directo: utilizando un asa de platino doblada en forma de L, se tomaron pequefias porciones de las colonias a estudiar, este material se colocé en
ldaminas porta objetos que contenian 1 o 2 gotas de solucién salina al 0,85% y sobre éstas una ldmina cubreobjetos, para ser observados al
microscopio con objetivos de 10x y 40x. Este examen permite establecer diferencias entre bacterias y levaduras. (17)

Azul de Lactofenol: se empled la técnica aplicada por Campbell (15), se selecciond una colonia aislada, con la ayuda de un asa de siembra
esterilizada. Se depositd el fragmento extraido sobre un portaobjetos el cual previamente contenia una gota de azul de Lactofenol,
posteriormente se cubrid con una lamina cubreobjetos presionandose suavemente para dispersar la colonia, la muestra estuvo disponible para su
observacion al microscopio, usando el objetivo de 40X.

Prueba del Tubo Germinativo: Se realizd la prueba que consistid en suspender un inoculo de células de la levadura obtenidas a partir de una
colonia aislada en 0,5 ml de suero de humano. Luego se incubaron los tubos a 35°C, por dos horas. Después de la incubacion, se tomd una gota de
la suspension y se colocd sobre un portaobjetos. Se observd al microscopio con objetivo de 40X, buscando la presencia de tubos germinativos que
son especificos para la identificacion de Candida albicans. (18)

Tinta China: esta prueba se utiliza para demostrar la capsula de Cryptococcus neoformans, la cual se distingue como un halo claro alrededor de
las células. Se realizé colocando en ldamina y laminilla una gota de tinta china junto con una colonia y luego se observé al microscopio con objetivo
de 40X. (14)

RESULTADOS

En la Tabla 1, se muestran los resultados de temperatura y humedad obtenidos con el higrémetro, en ella se puede observar que los grados de
temperatura y los porcentajes de humedad de las cinco areas estudiadas se encuentran por encima de 24 °C y 65% de humedad.



Variable Categoria N (%)
< 45 afos 508 (67,8)
Edad Entre 45 y 54 anos 140 (18,7)
Entre 55 y 64 afos 101 (13,9)
G Masculino 250 (33,4)
Femenino 499 (66,6)
Normal 285 (38,1)
indice de Masa Corporal Sobrepeso 219 (29,2)
Obesidad 245 (32,7)
Normal 150 (60,0)
Hombre Leve 49 (19,6)
: . . Establecida 51 (20,4)
Circunferencia Abdominal Naffnal 170 (34.0)
Mujer Leve 127 (25,5)
Establecida 202 (40,5)
- . Si 336 (44,9)
Actividad Fisica No 413 (55.1)
Consumo de Si (diario) 381 (50,9)
Vegetales/frutas No 368 (49,1)
Consumo de Si 160 (21,4)
Antihipertensivos No 289 (78,6)
Antecedente de Valores Si 106 (14,2)
elevados de Glucemia No 643 (85,8)
. . Abuelos, tios, primos 259 (34,6)
;'i':;jt';':am”'ar ge Padres, hermanos, hijos 166 (22.2)
No 324 (43,2)

En la Tabla 2 se observa el porcentaje total de géneros fungicos hallados en las diferentes areas internas evaluadas del Hospital “Dr. Adolfo Prince
Lara". Puerto Cabello. EI mayor porcentaje fue Candida sp (67,4%), seguido de Curvularia lunata (8%), Micelia esterilia (6,5%), Aspergillus niger
(59%), Fusarium chlamydosporum y Drechslera con 2,8% cada uno, Aspergillus nidulans y flavus con 1,8% y 1,2% respectivamente.
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En la Tabla 3 se muestra el recuento de las UFC/placa de los géneros fungicos aislados en las cinco reas estudiadas del Hospital “Dr. Adolfo Prince
Lara” por la técnica de sedimentacion. Se puede observar que la mayor UFC/placa lo obtuvo Cdandida sp en el area de Emergencias de Nifios,
seguido de Micelia esterilia en las dreas de Emergencia de Nifos, en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) Emergencia de Adultos. También se
evidencio la presencia Fusarium chlamydosporum en Emergencia de Adultos y en la UCI, asi como también Curvularia lunata en las areas de
Emergencia de Adultos, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Quiréfano y Hospitalizacion de nifios.



a1 G2 G3
(18 a 38 afios) {40 & 80 afios) (81 a 33 afes)
{n=T4 Fem, 85 Mase) | (n=233Fem. 18T Mascj | (n=82 Fem.B3 Masc)
ITCH
Famaning 182 £ 016 (n=74] 2362010 24 £ 0,157
Masculing 2212020 (n=55) 4002024 329 030
Matriuresis
(mEqi24 horas)
Famenino 4104 80287 EEEFCE]
Masculing 25527 2WEx 14 206z 14.3°

En la Tabla 4 se observa el recuento de las UFC/placa de los géneros fungicos aislados en las cinco areas estudiadas del Hospital “Dr. Adolfo Prince
Lara" por la técnica de hisopado. Se evidencia que el mayor recuento de UFC/placa fue para Candida sp en el area de Emergencias de Adultos y
en la Unidad de Cuidados Intensivos, seguido de Curvularia lunata en las areas de Emergencia de Adultos, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y
Emergencia de Nifos. También se evidencio la presencia de Aspergillus niger en las areas de Emergencia de Nifios, Emergencia de Adultosy en
la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI).

DISCUSION

Existen diferentes factores que favorecen el crecimiento de los Hongos, entre los que se encuentran la Temperatura y Humedad. Segun Arenas
(19), la mayoria de los hongos crecen entre 22 y 28 °C, algunos pueden crecer a temperaturas altas o bajas, a su vez tienen un rango 6ptimo de
humedad de 482 a 631%. Ademas de estos factores estan las condiciones estructurales del hospital, ya que cada area presenta unas
caracteristicas especificas. Asesio (20), describe que la temperatura y humedad del quiréfano deberia encontrarse entre 18-26°C y 40 a 50%
respectivamente, en cuanto a la unidad de cuidados intensivos debe mantener una temperatura aproximadamente 25-26°C vy los niveles de
humedad entre 30-60%. En relacién a las areas de Hospitalizacion de nifios, Emergencia Adultos y Pediatrica presentan una Temperatura entre
27-29 °C y Humedad de 60-65%. Los resultados de la Tabla N° 1 expresan que el drea de Emergencia Adulto tiene una temperatura y humedad
adecuada, sin embargo las mismas tienden hacia el limite superior. Por su parte, las areas restantes presentan una temperatura aceptable,
mientras que la humedad se encuentra elevada con respecto a los pardametros descritos por Asesio (20), favoreciendo asi el crecimiento de los
géneros fungicos. Al realizar el muestreo en las diferentes areas internas del hospital, se observé en la Tabla N° 2 un mayor porcentaje de flora
fungica encontrada a través de la técnica de hisopado. Koneman (5) refiere que la técnica de hisopado arroja mayor sensibilidad de captura,
debido a que existe un contacto directo con la superficie a estudiar, y se obtuvo una menor cantidad a través de la Técnica de Sedimentacion en
placa dado que la recoleccién de microorganismos ambientales por este método esta afectada por el tamarfo y la forma de las particulas y por el
movimiento del aire circundante, asi mismo por el tiempo de exposicion. Los resultados encontrados en la presente investigacion demostraron la
existencia de levaduras y hongos filamentosos como contaminantes de las areas de Emergencia de Adultos, Emergencia de Nifos, Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI), Quiréfano y Hospitalizacién de Nifos, del Hospital “Dr. Adolfo Prince Lara”.

En las Tablas N° 3y 4 se pudo evidenciar que en las diferentes dreas en estudio, de acuerdo a las técnicas de recoleccion de muestra aplicadas,
predominaron las Levaduras y las especies Curvularia lunata, Fusarium chlamydosporum, Aspergillus niger asi como también la Micelia esterilia.
Estos resultados tienen similitud con los obtenidos por Centeno y Machado (21), donde se evalué el grado de contaminacion fungica, de la Unidad
de Cuidados Intensivos, Quiréfano y del Retén de Nifios del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” (HUAPA) de la ciudad de Cumana,
Venezuela, donde encontraron crecimiento de Aspergillus, Penicillium, Monilia sitophila, Fusarium solana, Cladosporium, Curvularia y Alternaria,
estableciendo como conclusion la existencia de hongos filamentosos y levaduras que pueden ocasionar infecciones nosocomiales de origen
fungico. Asi mismo, resultados similares fueron obtenidos por Rainer y col. (22), en el ambiente de la Unidad de Cuidados Especiales de un
hospital en Austria, donde encontraron una mayor proporcion de Aspergillus, Penicillium y Cladosporium. De igual manera, Gil y cols (23),
determinaron presencia de flora fungica en las areas de Emergencia de Adultos y Pediatricas, Sala de Inmunosuprimidos, Quiréfano, Cuidados
Intensivos, Sala de Parto, Neonatologfa y Hospitalizaciéon Pedidtrica en el Hospital Universitario “Dr. Angel Larralde” Estado Carabobo, Venezuela,
encontrando especies como Curvularia lunata, Micelia esterilia y Aspergillus nidulans, concluyendo la existencia de contaminacion fungica
dentro de las instalaciones del Hospital. Las especies del género Candida sp, forman parte de la flora normal del humano; pero en individuos
inmunosuprimidos se comporta como un oportunista patégeno, en especial Candida albicans, la cual puede entrar directamente a la circulacion
a través de catéteres intravenosos, lineas de hiperalimentacion parenteral o durante cirugias, por lo que es el tercer agente mas frecuentemente
aislado de cultivos de sangre en pacientes hospitalizados y ademas es causante de candidiasis e infecciones sistémicas. (24) Sin embargo, el
género Curvularia causa infecciones humanas, como endocarditis luego de cirugias cardiacas, queratitis micdticas por traumatismo, enfermedad
diseminada por lesiones cutaneas, curvulariosis pulmonar y metastasicas cerebral. (14) Segun (21,25), diversas especies de Aspergillus entre las que
se encuentran A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus y A. nidulans, son causantes de infecciones profundas del tracto respiratorio en pacientes
con alguna inmunodepresion. EI mayor nimero de UFC/placa encontrado por las técnicas de sedimentacion e hisopados fue Candida sp en las
areas de Emergencia de Adulto, Emergencia de Nifios y en la Unidad de Cuidados Intensivos con respecto a las demas areas, posiblemente se
deba a que estas areas Nno cuentan con un sistema de aire acondicionado adecuado, asi como las condiciones fisico ambiental del hospital, las
variaciones de la temperatura y humedad, son factores importantes para el crecimiento de flora fungica por lo que es facil deducir que el paso de
las corrientes de aire y de polvo a las diferentes dreas donde se encuentran los pacientes, sea el principal factor de contaminacion.A nivel

internacional y nacional los valores recomendados en medios hospitalarios son: Quiréfanos en general, <70 UFC/m> quirdfanos de transplante, <10

UFC/m> unidad de transplante de médula ésea, <1 UFC/m?® (26). Segun la asociacion espafola de ingenieria hospitalaria los valores admisibles



para la flora aerobia son: muy limpio, <10 UFC/m?>; limpio, 10 a 100 UFC/m?>; aceptable, 100 a 200 UFC/m?® (27). Teniendo en cuenta que los
resultados obtenidos demuestran la existencia de levaduras y hongos filamentosos que pueden ocasionar infecciones nosocomiales de origen
fungico y que las areas hospitalarias estudiadas son ambientes que deben permanecer libres de cualquier contaminacién microbiana, se hace
necesario implementar medidas de control higiénico, como la desinfeccién adecuada de las areas criticas, la instalacion de sistemas de aires
acondicionados, con sus respectivos filtros y su frecuente mantenimiento, y evaluar periédicamente el grado de contaminacion en estos
ambientes, para de esta forma prevenir posibles infecciones fungicas nosocomiales.
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