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1. Abreviaturas y Acrénimos
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Instituto para la Métrica y Evaluacién de la Salud (Institute for Health
Metrics and Evaluation)
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Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
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Hidréxido de Potasio

Litros por minuto
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Mililitros

Asociacion Internacional de Micologia

Metros cubicos

Instituto Nacional del Corazén, los pulmones y la Sangre (National
Heart, Lung, and Blood Institute)

Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO; World Health Organization)
Agar Papa Dextrosa

Particulas Suspendidas (Particulate Material)

Red Automatica de Monitoreo Atmosférico de Valle de Toluca
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel Electrophorensis
(Electroforensis en gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato Sédico)
Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica




SEMARNAT
SIDA
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Th1

UAM-X

UFC

um
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ZMVT

Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

Sistema Analitico Industrial para PM

Linfocitos T helper 1

Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco

Unidades Formadoras de Colonias

Micrémetros

Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency)

Zona Metropolitana del Valle de Toluca




2. Resumen

En el presente estudio se obtuvieron muestras ambientales de la fraccion PM.s durante el
periodo Abril-Diciembre del 2014, con el propésito de realizar estudios proteoliticos vy
queratinoliticos del género Alternaria en la Zona del Valle de Toluca.

Se aislaron colonias fungicas de los filtros para detectar contaminantes quimicos y por
impatacion directa en cajas Petri en la fraccion de PM.s en cuatro estaciones de monitoreo
(San Mateo Atenco, Aeropuerto, San Cristébal y Oxtotitlan) durante un periodo de nueve
meses. A partir de estas muestras, se adquirieron colonias del género
Alternaria por transferencia repetida en PDA con la finalidad de realizar estudios proteoliticos y
queratinoliticos. De los datos obtenidos se llevaron a cabo analisis de abundancia y
frecuencias, Indices Enzimaticos, Indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico (ICDF),
correlacion de Pearson entre Alternaria y l1os parametros ambientales considerados, asi como
una prueba de Kruskal-Wallis entre las cepas de este género.

En el Valle de Toluca se encontraron mas de 100 géneros fungicos, de los cuales 5 de ellos
fueron los mas abundantes, incluida Alternaria. Las colonias aisladas de este género
presentaron correlacion positiva con los parametros direccién del viento (r=0.8 y r’=0.6) y
humedad relativa (r=0.9 y r’=0.9). En cuanto a la actividad proteolitica y queratinolitica, las
cepas mostraron tener efecto positivo en los tratamientos, mientras que sus capacidades
enzimaticas fueron similares; por lo que se considera que el género Alternaria probablemente
posea el aparato enzimatico idoneo para degradar proteinas y queratinas.

Palabras Clave: Alternaria, hongos, enzimas proteoliticas y queratinoliticas, procesos de
infeccion o colonizacién, Valle de Toluca.

3. Abstract

In the present study, environmental samples were obtained of the PM, s fraction, during the
period April-December 2014, for the purpose of conducting proteolytics and keratinolytic studies
of the genus Alternaria in the Valley of Toluca.

Fungal colonies were isolated from the filters to detect chemical contaminants and by direct
impaction in Petri dishes in the fraction of PM, s at four monitoring stations (San Mateo Atenco,
Airport, San Cristébal and Oxtotitlan) during a period of nine months. From these samples,
colonies of the genus Alternaria were acquired by repeated transfer in PDA for the purpose of
carrying out proteolytic and keratinolytic studies. They were made analysis of abundance and
frequencies, Enzymatic Indexes, Fungal Growth and Development Index (FGDI), Pearson
correlation between Alternaria and the environmental parameters considered, as well as a
Kruskal-Wallis test between strains of this genus.

In the Toluca Valley, more than 100 fungal genera were found, of which 5 of them were the
most abundant, including Alternaria. The isolated colonies of this genus showed positive
correlation with the wind direction parameters (r = 0.8 and r® = 0.6) and relative humidity (r = 0.9
and r* = 0.9). Regarding the proteolytic and keratinolytic activity, the strains showed a positive
effect in the treatments, while their enzymatic capacities were similar; so in this study it is
considered that the genus Alternaria probably possesses the ideal enzymatic apparatus able to
degrade proteins and keratins.

Keywords: Alternaria, Fungi, proteolytic and keratinolytic enzymes, infection or colonization
processes, Valley of Toluca.




4. Introduccion

La probleméatica ambiental toma dimensiones globales, debido al deterioro vinculado con
las actividades antropogénicas realizadas en diversas partes del mundo, comprometiendo
no solo la integridad de las personas, también de los organismos y los ecosistemas. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2014) estima que 7 millones de muertes anuales
se deben a la contaminacion del aire, de las cuales el 88% de estas incidencias se generan
en paises de bajos y medianos ingresos, recayendo la mayor carga en el Pacifico
Occidental y el Sur de Asia Oriental (Figura 1).
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Figura 1. Gréafica anual de muertes atribuidas a la contaminacién en el aire durante el periodo 2012
(modificado de OMS, 2014).

En lo que respecta a México se sabe que es uno de los paises mas poblados del mundo,
cuenta con mas de 112 336 538 habitantes (INEGI, 2010), de los cuales se estima que
cada afno mueren aproximadamente 14 700 por contaminacion en el aire (WHO, 2012). En
2010, El Instituto para la Métrica y Evaluacion de la Salud (Institute for Health Metrics and
Evaluation o IHME) estimo que la contaminacion del aire en México por particulas
suspendidas fue la causa de 20 500 muertes, ocupando el noveno lugar como factor de
riesgo (IHME, 2014).

En términos monetarios, en 2009 hubieron pérdidas econdémicas de 520 300 millones de
pesos en costos ambientales generados por este tipo de contaminacién, aunque no se
especifica cudles fueron (INEGI, 2011); mientras que en cifras mas recientes la INEGI
menciona que la contaminacién atmosférica representé uno de los mayores costos
ambientales en 2012, al situarse en 532 679 millones de pesos, equivalente al 3.4 por
ciento del Producto Interno Bruto (INEGI, 2014a). Por lo qué para proteger la salud publica
y el medio ambiente, la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (USEPA)
estableci6 estdndares para seis contaminantes comunes del aire, conocidos como
contaminantes criterio:

Ozono
PM (particulas suspendidas)

®,
0.0

®,
0.0




< Monobxido de Carbono
< Dibdxido de Nitrogeno
< Dioxido de Azufre

% Plomo

Gran parte de la problemética de estos contaminantes radica en que las normas Mexicanas
para evaluar la calidad del aire son menos estrictas que las planteadas por la OMS (Tabla
1). A continuacion los parametros de México y la OMS en cuanto a particulas suspendidas
en un rango aerodinamico de 2.5 um (PMz5) y 10 um (PMyo).

OMS (2005) Meéxico (NOM-025-SSA1-2014)
PM2.5 PM2.5
10 pg/m* anual 12 pg/m* anual
25 pg/m® diarios 45 pg/m® diarios
PM;, PM;,
20 pg/m® anual 40 pg/m® anual
50 pg/m’ diarios 75 pg/m’ diarios

Tabla 1. Comparativa de parametros recomendados para PM,s y PMyy, planteados por la OMS (2005) y
México (NOM-025-SSA1-2014; publicada en el Diario Oficial de la Federacién, 2014).

Como se ve reflejado en el informe Nacional de Calidad del Aire publicado por INECC vy
SEMARNAT en veintidés Ciudades Mexicanas, dentro de las cuales se considero la Zona
Metropolitana de Valle de Toluca (ZMVT), Leén, Ciudad Juérez y Tijuana durante el periodo
2000 al 2013 (Figura 2). Se pone de manifiesto que las zonas de muestreo superan la
normatividad mexicana respecto al promedio diario (75 pg/ms?) y promedio anual (40 pg/m3)
establecidos por la NOM-025-SSA1-2014. La problematica es la misma para los sitios al
contrastarlos con lo recomendado por la OMS (promedio diario de 50 pg/m3 y promedio
anual de 20 pg/ms), por lo que se infiere que aun tratando de mantener los estandares
estos resultaron elevados (Informe Nacional de Calidad del Aire, 2013).

PROMEDIO DE 24 HORAS DE LAS PM1o PROMEDIO ANUAL DE LAS PMo

~&-Loon

“-ZMVT

~#Ciudad
Jusrez

Concentraciéon (ug/m?)
Concentracion (pg/m?)

Thuans Tijuans

NOM-025-SSA1-1993: 120 pg/m* = :2:2::_::::;:322 uvm:
NOM-025-SSA1-2014: 75 pg/m® 20141 40 g/m
OMS, 2005): 50 pg'r OMS, 2005): 20 pg

0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 A0TS 3001 2001 200330002005 2008 2007 2008 000 0102011 2012 013
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Figura 2. Promedios de PM;, en las cuatro zonas de monitoreo; ZMVT, Ledn, Ciudad Juarez y Tijuana en
comparacion con la NOM-025-SSA1 publicada en 1993 y 2014, mostrando valores de 24 horas y anuales. La
primera grafica muestra los valores promedio de 24 horas, mientras que la segunda muestra los valores
promedio anuales contrastados con lo recomendado por la OMS (modificado de Informe Nacional de Calidad
del Aire, 2013).
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Cabe destacar que la zona Metropolitana del Valle de Toluca tuvo un incremento del afo
2002 al 2005 en cuanto a PMyg, lo que se le puede vincular con algunas enfermedades
ocasionadas a la poblacién. En 2010 el Gobierno del Estado de México proporcioné
informacion de nuevos casos registrados por infecciones respiratorias agudas (IRA) y
defunciones hospitalarias durante el periodo 2002 al 2009 (Figura 3). Los acontecimientos
por enfermedades respiratorias agudas tuvieron una incremento del afio 2002 al 2004,
teniendo su mayor auge en el aino 2003 con 5 309 759, mientras que las defunciones
hospitalarias aumentaron del afio 2005 al 2009, repuntando en el afio 2006. Con base en
esto se podrian vincular este tipo de particulas suspendidas como factores
desencadenantes de enfermedades respiratorias y muertes producidas por el desarrollo y
gravedad de estas mismas.

Casos nuevos registrados de IRA en el Estado de México. Periodo Defunciones hospitalarias registradas en el Estado de México. Causa de muerte
2002-2009 enfermedades del sistema respiratorio (2002-2009)
6000000 1600
5000 000 1
1200
4000000 1 1000
3000000 800
2000 000 1 e
] 400
1000 000 200
(1] T T T T T T T 1 0
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Afio Afio

Figura 3. Casos nuevos de enfermedades respiratorias agudas (IRA) y defunciones hospitalarias durante el
periodo 2002 al 2009 en el Estado de México (Gobierno del Estado de México, 2010).

En lo concerniente a las PMy 5, la OMS (2014) analiz6 la calidad del aire en 1600 ciudades
de 91 paises, entre ellas las ciudades mas pobladas de México; siendo Monterrey, Toluca,
Distrito Federal y Puebla las mas contaminadas por estas finas particulas (Figura 4). Por lo
qué ese mismo ano la OMS vincul6 la contaminacién atmosférica como responsable de la
muerte de al menos 3.7 millones de personas menores de 60 anos en el afo 2012.

PARTICULAS NOCIVAS
= microgramos de PM2.5 m’
Gua@alajara e, 1.5ilao 2.Irapuato  3.Leén  4.Salamanca

£ Puebla L _ Distrito Federal o _ Toluca 4% Monterrey

PM2.5 m3: mezcla de sustancias organicas e inorgdnicas que al ser inhaladas pueden llegar a los bronquios.a
Figura 4. Promedio de PM,s por m® en 1600 ciudades de 91 paises. Considerando en México: Guadalajara,
cuatro ciudades de Guanajuato, Puebla, Distrito Federal, Toluca y Monterrey (modificado OMS, 2014).

11



A causa de lo anterior se considera que al encontrarse los hongos dentro del material
particulado, las colonias fungicas son consideradas emisoras de esporas potencialmente
patdgenas a la atmdsfera ocasionando un alto impacto sobre la salud publica. En el caso
de Alternaria es uno de los géneros fungicos mas abundantes e importantes a nivel
mundial, ya que logra afectar a organismos de origen vegetal y mamiferos, incluyendo el
ser humano. Por lo que en este proyecto se detectd la presencia de Alternaria en la
atmoésfera del Valle de Toluca, asi como las capacidades proteoliticas y queratinoliticas de
estos aislados, como indicador de patogenicidad en mamiferos.

5. Marco Teorico

5.1 Contaminacion atmosférica

La contaminacidn atmosférica es una alteracion de la composicion fisica y quimica del aire,
que en los ultimos afos ha mostrado un incremento sobre todo en lugares urbanos debido
a la emisién y dispersion de contaminantes originados principalmente por actividades
antrépicas, condiciones climaticas y meteoroldgicas, la topografia del lugar, asi como
componentes organicos e inorganicos (Romero, 2011), desencadenando problemas
ambientales, sociales, econémicos y de salud publica.

Dentro de los componentes que se hallan en el aire encontramos un grupo de particulas
suspendidas denominadas PM.s y PMjy, que se encuentran dentro del intervalo
aerodindmico de 2.5 a 10 um, respectivamente. Estan constituidas por pequenas
fracciones de polvo, cenizas, hollin, polen, cemento, mohos, tierra, metales pesados,
residuos de diésel, esporas, quema de combustibles, incluidos los vehiculos automotores,
plantas generadoras de energia, derivados de la quema residencial de madera, incendios
forestales, quemas agricolas y algunos procesos industriales que incrementan
considerablemente su toxicidad (Bond, 2004).

Varios estudios epidemiolégicos demuestran que las vinculaciones de alérgenos y algunos
factores de patogenicidad en humanos estan fuertemente relacionados con este material
particulado suspendido; no obstante, una parte de estas particulas suspendidas son de
origen biolégico denominados bioaerosoles, en los que se pueden encontrar
microorganismos cultivables o muertos, que son cuantificables (Hernandez-Calleja, 2008).
Estan constituidos por virus, bacterias, hongos, polen y en general cualquier resto de
microorganismos con un diametro aerodinamico de 0.5 a 100 um (Caballero-Segura et al.,
2005), sin embargo las que se encuentran en el espectro aerodinamico de 2.5 a 10 um
tienen la facilidad de ingresar por via respiratoria al ser imperceptibles, causando diversas
enfermedades e incluso la muerte (Andersen et al., 2012).

Dado lo anterior, del tamafio de las particulas va a depender su capacidad para entrar en el
organismo. Las particulas mayores a 10 ym se depositan en la nariz y garganta, mientras
que las menores a 10 ym se les conoce como fraccidn toracica o inhalable y puede llegar a
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penetrar hasta el tracto respiratorio; en cuanto a las particulas finas de 2.5 ym tienen la
habilidad de llegar hasta los bronquiolos y alveolos (Secretaria del Medio Ambiente, 2014).

Vale la pena sefalar que la supervivencia, reproduccion y dispersion en el aire de estos
bioaerosoles esté sujeta a las condiciones del entorno. Factores tales como la temperatura,
humedad relativa, el movimiento del aire, la luz, temporada del afio y sus propiedades
fisicas como tamano, densidad y forma determinan la presencia de estas bioparticulas en el
ambiente (Hernandez-Calleja, 2008; Galindo-Martinez, 2011). Los hongos al encontrarse
dentro de este grupo de particulas son considerados como fuentes emisoras de conidios 0
esporas a la atmoésfera desencadenando enfermedades respiratorias simples que en
algunos casos se tornan graves y culminan con la muerte del individuo.

5.2 Hongos patégenos en la Atmdsfera

De todos los tipos de microorganismos presentes en la atmésfera, los hongos representan
el grupo mas numeroso por su caracter cosmopolita, son descomponedores primarios de la
materia organica de plantas y de animales en muchos ecosistemas, desempefiando
papeles bioldgicos importantes (Christensen, 1989; Martinez-Hernandez, 2013). Por otro
lado, las esporas también representan un grupo numeroso dentro de la variedad de
microorganismos presentes en la atmésfera, cuantificandose hasta cientos de miles en el
aire (Oliveira et al., 2006). El tamafno de las esporas de hongos puede variar de 2 a 500
um, aunque lo comun es que sean menores de 20 um (Saenz-Lain y Gutiérrez-Bustillos,
2003; Das y Gupta-Bhayyacharya, 2008), algunas de ellas alcanzan concentraciones
significativas en determinadas épocas ya que crecen dentro de practicamente todos los
nichos ecoldgicos, siendo responsables del elevado porcentaje de pacientes sensibilizados
a estos aeroalergenos y diagnosticados con problemas de alergia, infecciones o micosis
(Sabariego-Ruiz et al., 2004; Giusiano, 2011).

En las ultimas décadas, los hongos se han convertido en factor imperante de
enfermedades en seres humanos, en especifico de personas inmunodeprimidas o con
trastornos subyacentes graves. Estos microorganismos actian como patdégenos
oportunistas que ocasionan morbimortalidad, por lo que las incidencias por micosis
invasivas, alergias, infecciones y toxicidad han incrementado en el transcurso del tiempo,
asi como el listado de patégenos fungicos oportunistas (Murray et al., 2009).

Diversos autores sugieren aproximadamente 500 mil géneros y especies fangicas, aunque
se estima que pueden existir entre 1 y 1.5 millones (Pontén et al., 2002), 100 de ellos son
reconocidos como alérgenos por sus caracteristicas aerodinamicas, produccién de toxinas
y su impacto aun estando muertos. El Reino Fungi comprende hongos macro vy
microscopicos, se divide en cuatro Phyla denominados Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota y Chytridiomycota, de los cuales Ascomycota comprende el 50% de los
hongos conocidos y aproximadamente el 80% de los hongos patégenos por ser el méas
extenso (Pontén et al., 2002). Dentro de los Ascomicetos existe un grupo heterogéneo
denominado Dothideomycetes que representa uno de los mas numerosos y diversos con
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aproximadamente 105 familias y mas de 6 mil especies, entre ellos algunos patégenos de
humanos (Hyde et al., 2013). Generalmente suelen ser saprofitos que raramente se le
encuentra parasitando a animales y algunos humanos, tal es el caso de Bipolaris,
Curvularia, Ulocladium, Cladosporiumy Alternaria (Silva-Barreto et al., 2011). Estos dos
ultimos considerados como géneros de gran interés alergoldgico en México y otras partes
del mundo (Rodriguez-Orozco et al., 2009; Grinn-Gofrén y Rapiejko, 2009) por su
frecuencia en el aire (Sabariego-Ruiz et al., 2004).

Dos de los géneros mas importantes por su potencial alérgeno son Cladosporium y
Alternaria, aunque las concentraciones de Cladosporium (3000 esporas/mS) en el aire son
mayores que las de Alternaria (100 esporas/m3) (Grinn-Gofrén y Rapiejko, 2009), existen
mas casos de personas alérgicas a este ultimo con respuestas severas (Pontdn et al.,
2002).

5.3 Alternaria
e Taxonomia

Es un género perteneciente a los Ascomicetos. Incluye alrededor de 276 especies
(Simmons, 2007), de las cuales 44 de ellas se consideran ampliamente distribuidas en las
regiones templadas (Rotem, 1994; Gutiérrez-Bustillo, 2014). Constituyen una parte natural
de la microbiota fungica en casi todas partes. Siendo un dematiaceo obscuro, perteneciente
a la familia Pleosporaceae (Tabla 2).

Reino Fungi

Phylum Ascomicetos
Clase Pezizomicetos
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Género Alternaria

Tabla 2. Taxonomia de Alternaria.
e Distribucion

Es un saprobio cosmopolita que generalmente se encuentra afectando organismos de tipo
vegetal, algunos de ellos de tipo ornamental y otros con gran valor agronémico. Posee una
alta variedad de sustratos ya que se le ha encontrado en madera podrida, diferentes tipos
de suelo, cuero, papel, semillas, productos agricolas, animales y frecuentemente ha sido
aislado del aire (Gutiérrez-Bustillo, 2014). Es un endéfito muy comdn especialmente en
regiones templadas, debido a que logra colonizar todos los estadios de las plantas y sus
colonias son de crecimiento rapido (tres o cuatro dias).
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e Morfologia

Al inicio de su crecimiento las colonias son de color gris o verde olivo, su consistencia es
polvorienta y lanosa (Figura 5); después el centro se oscurece, mientras sus bordes
permanecen grisaceos y su reverso se pone de color negro. Sus esporas o conidios son
marrones, multicelulares, tabicados (transversal o longitudinal) o septados; claviformes o
elipsoidales (Gutiérrez-Bustillo, 2014).

Alfernaria
Q

Figura 5. Morfologia de Alternaria (modificado de Simmons, 2007; Tehnologija hrane®©, 2012).

e Ciclo de vida

El hongo comienza afectando a las hojas provocandoles manchas marrones, que se
incrementan hasta extenderse por toda la planta ocasionandole un deterioro generalizado
que en la mayoria de los casos culmina en la muerte.

Su reproduccidén es por gemacién en la célula apical, generando asi largas cadenas de
conidios, teniendo como temperatura 6ptima de 25°C a 28°C. Aunque su crecimiento varia
dependiendo de diversos factores (Pdnton et al., 2002).

Este género incluye distintas especies universales y ubicuas, algunas de ellas
considerados como fitopatégenos potenciales de tomate, papa, zanahoria, col, trigo, perejil,
apio y algunas otras especies de valor agronémico. En algunas ocasiones llega a parasitar
tubérculos como sucede en el caso de la papa y su actividad sobre el cultivo puede
producir reducciones importantes en cuanto a calidad (Sinavimo, 2010).

5.4 Estrategias de supervivencia y dispersion

Alternaria es un género con la habilidad de desarrollarse en habitats complicados de todo el
mundo, parte de su desarrollo en estos lugares hostiles se debe a la capacidad para
sobrevivir temporadas con clima frio, caliente y seco (Rotem, 1994).

Algunas especies de Alternaria pueden sobrevivir hasta 8 meses en temperaturas de hasta
36°C con el 90% de sus esporas (A. cucumerina). No obstante también existen especies
con esporas longevas (A. brassicicola) que pueden durar en la atmdsfera hasta 12 afnos

15



(Jackson, 1959; Maude y Humpherson-Jones, 1980). Para Alternaria alternata se han
reportado periodos de supervivencia de hasta 7 afos (Russell, 1958), siendo A. porri la
especie con menor espectro de longevidad con 18 dias (Nolla, 1927).

Este microorganismo cuenta con estructuras sofisticadas para subsistir en condiciones
desfavorables, algunas de éstas aseguran la sobrevivencia del patdbgeno en ausencia de
un huésped, como las clamidosporas (Figura 6) que son esporas asexuales, generadas
por el engrosamiento de un segmento de la hifa, para posteriormente desprenderse al
medio, y son las esporas mas resistentes de los hongos (Garcia Cortés, 2004; Parke et al.,
2008).

Figura 6. Esquema de la formacién de clamidosporas en hongos (modificado de Garcia Cortés, 2004).

Otra de sus caracteristicas esta relacionada con la capacidad para tolerar los rayos UV que
es atribuida a la melanina, pigmento natural de color negro que tiene la finalidad de
proteger al microorganismo de la radiacion (English and Gerhardt, 1946; Bell and Wheeler
1986).
La melanina le confiere a la célula fungica:
% Proteccion frente al ataque de radicales libres producidos por las células fagociticas
(mecanismo de defensa del hospedero).
% Presenta capacidad de unién a enzimas hidroliticas brindando proteccién a la
membrana plasmatica.

% Disminuye la accidon de algunos antifungicos (Jacobson 2000).

Su supervivencia también esta vinculada con la tolerancia a factores abidticos como la
temperatura, humedad y radiacion, que alargan los periodos en los que el microorganismo
puede continuar con su ciclo de vida y parasitar otros individuos. Alternaria alternata por
ejemplo puede sobrevivir aproximadamente 300 dias en suelos con poca humedad
mientras que en climas secos su capacidad disminuye a 220 dias (Hogg, 1966). Por otro
lado Rotem en 1968 report6é que el micelio puede subsistir hasta 16 meses en temperaturas
de hasta 40°C, mientras que las esporas a esa temperatura resisten hasta 10 meses. En
1994 este mismo autor menciona que diversas especies de Alternaria pueden subsistir a
temperaturas elevadas y terminar sus procesos o ciclos de vida.

En lo que concierne a su dispersién, los conidios de Alternaria frecuentemente se
encuentran en la atmésfera y en numerosos tipos de sustratos gracias a su caracter
cosmopolita, sus largas cadenas de esporas y sus estructuras de resistencia. Su
comportamiento durante la primavera y el otoio es favorable, incrementandose
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diariamente. El niumero total de esporas fungicas en el aire puede variar de <200 a
>1000000 por m*, el periodo de emisién de conidios puede durar de 233 a 290 dias y sus
procesos de liberacién, dispersidn y deposicion estan fuertemente ligados a la hora del dia,
estacion del afo, localizacion geografica, parametros meteoroldgicos, horas de sol, e
incluso corrientes de aire que diariamente pueden modificarse (Ruiz et al., 2004). En el
caso de A. porri sus esporas pueden dispersarse con ayuda del aire a una velocidad de 11
a 24 km/h, con un aproximado de 6 a 70 conidios por m®, respectivamente. Una vez que las
particulas se encuentran en suspension, su comportamiento aerodinamico estara
gobernado por sus propiedades fisicas como forma, tamafno y densidad, mientras que su
desarrollo estard ligado a diferentes tipos de condiciones climaticas (Neiker, 2014) y a los
ritmos circadianos.

5.5 Impacto de la presencia de Alternaria en la atmdsfera sobre la
Salud Humana

Los microorganismos pueden penetrar por tres vias en el organismo.

1. Cutanea-mucosa: Contacto directo con el foco de contaminacion.

2. Digestiva: A través de las manos o indirectamente de forma accidental.

3. Respiratoria: La entrada de los microorganismos por la via respiratoria es la mas
dificil de evitar, ya que se produce a través de los aerosoles (que pueden causar
algun tipo de alergia, toxicidad o infeccion a los seres humanos (Sanchez-Monedero
et al., 2007)).

5.5.1 Determinantes Alergénos

En diversos estudios se ha comprobado la prevalencia de enfermedades respiratorias
ocasionadas por hongos, siendo Alternaria uno de los principales alérgenos a nivel mundial
(Lizaso et al., 2003). De acuerdo con la normativa de la Union Internacional de Sociedades
de Inmunologia (IUIS) para Alternaria se han descrito 15 alérgenos (Tabla 3).

Nombre PM Frecuencia
(Kd) (%)

Alt-1 31 80-90%
Alta1 30 86%

Alt a 29 k 29 =

Alt a 11563 31 -

Alta 2 25 60%

Alta3 85 50%

Alta4 57 -
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Alta5 45 50%
Alta6 11 8%
Alta7 22 8%
Alta 10 53 8%
Alta 12 11 -

Tabla 3. Alérgenos de Alternaria alternata (modificado de Lewenstein, 1983).

De los anteriores los principales son:

Alt a 1: Glicoproteina de 30 kDa reconocida por causar alergias en un 86% de las
personas. Hasta el momento su funcionamiento es desconocido, sin embargo se sabe que
se encuentra frecuentemente en el micelio y en el medio de cultivo.

Alt a 2: Tiene una masa atémica de 25 kDa, con funcién desconocida. Este alérgeno es
reconocido por el 60% de pacientes.

Alt a 3: Es una proteina de choque térmico, con una masa de 85 kDa, reconocida por el
50% de los pacientes alérgicos a Alternaria.

Alt a 5: Tiene 46 kDa y es una enolasa. Es reconocida por el 50% de los pacientes
sensibilizados a Alternaria (Breitenback et al., 1997; Saenz de Santamaria et al., 2006).

Sin embargo, las patologias alérgicas son una de las facetas mas desconocidas
actualmente ya que éstas van a depender de la especie de hongo, las condiciones
climaticas y la sensibilidad del individuo. Hay investigadores que delimitan estos elementos
basados en el paciente tomando en cuenta la raza, especie, sexo y edad, a causa de que
existen individuos mas propensos que otros. También hay elementos que se enfocan en el
estado de salud del sujeto, enfermedades cronicas (SIDA o diabetes), lugares con exceso
de humedad o temperaturas elevadas, asi como personas con una alta administracion de
farmacos (Barrera- Becerra et al., 2006).

La mayoria de las enfermedades respiratorias son ocasionadas por agentes extranos por lo
que el sistema inmunoldgico busca su exclusion; pero en algunos casos el sistema inmune
reacciona de una manera excedida generando sintomas de alergia o algun tipo de
hipersensibilidad. Dentro de las hipersensibilidades manifestadas por alérgenos flngicos
tenemos la tipo I, lll y IV.

En la hipersensibilidad tipo | 0 inmediata, el antigeno sensibiliza los linfocitos B, provocando
la produccion de anticuerpos IgE que viajan por el torrente sanguineo hasta llegar a los
mastocitos quedando expuestos a la superficie a través de un receptor (Hernandez-
Calleja, 2008). Los mastocitos contienen mediadores que son los que originaran la alergia y
se encuentran en la mucosa, ojos y piel (Zebeldia et al., 2012). En cuanto hay una nueva
exposicion al alérgeno las células provocaran la activaciéon y liberacion de mediadores
inflamatorios (histamina, triptasa, prostaglandinas y leucotrienos), desencadenando
sintomas alérgicos (Figura 7); como brotes en la piel, prurito, inflamacién, secrecion de

18



mucosas, activacion de plaguetas e irritacion de terminaciones nerviosas. Estas reacciones
tempranas se forjan entre las primeras 2 a 4 horas (Minguela-Puras y Moya-Quiles, 2005).
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Figura 7. Mecanismo de accion alérgeno de Alternaria (modificado de Hernandez- Calleja, 2008).

La respuesta anterior se presenta en casos de rinitis, asma, conjuntivitis y shock
anafilactico que son las reacciones mas comunes a este tipo de alérgenos; por ende los
primeros dos son los mas frecuentes y que con el pasar del tiempo se complican con
mayores efectos. En el primer caso mencionado, se muestran estragos en la fosa nasal
generando una capa de mucosidad y paredes nasales inflamadas. Mientras que en el caso
de pacientes asmaticos sus complicaciones inician al igual que la rinitis, en la apertura de
fosa nasal, y finalizan con el engrosamiento de la pared de la via respiratoria, ocasionada
por el exceso de mucosidad en ella (Figura 8).

Figura 8. Esquema de las alteraciones por rinitis y asma en personas alérgicas a Alternaria. En el esquema
de rinitis se muestra la inflamacién ocasionada por el agente externo. En el segundo esquema en el inciso (a)
se muestran las vias respiratorias y la ubicacion de los pulmones, en el inciso (b) se muestran el corte
transversal de una via respiratoria sin alteraciones, en el inciso (c) se exponen los factores y la apariencia de

la via respiratoria durante los sintomas de asma (modificado de NHLBI, 2012).
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La hipersensibilidad tipo Ill o retardada, ocurre cuando los antigenos y anticuerpos IgG o
IgM se encuentran en grandes cantidades formando complejos inmunes. Los complejos
inmunes grandes son eliminados por los fagocitos, mientras que los medianos no pueden
ser eliminados con tanta facilidad activando asi el complemento que causara la
degranulacién de los mastocitos y origina vasodilatacion. Por lo que los complejos inmunes
medianos son atrapados por los vasos sanguineos u otros tejidos como glomérulos
renales, activando el sistema complemento, el cual atraera a los neutrofilos que
degranularan y liberaran enzimas responsables del dafo en los tejidos (Romero-Valdez,
2007).

En la hipersensibilidad tipo IV o tardia, la mediacién no se lleva a cabo por anticuerpos,
sino por células inmunitarias. Los linfocitos Th1 por medio de las moléculas CD8 y CD4
reconocen a los antigenos, provocando la activacion de los macrofagos que buscan por
objetivo eliminarlos, engulléndolos para generar posteriormente una molécula conocida
como complejo mayor de histocompatibilidad. Los linfocitos Th1 reconocen el complejo,
interactuan con el antigeno el cual se activara e incrementara en numero. Cuando hay una
nueva exposicidon, los linfocitos Th1 reaccionan con el conjunto presentado en el
macrofago, liberando citocinas resultando en la atraccion de mas macrofagos,
desencadenando inflamacién y lesiones cutdneas (Romero-Valdez, 2007).

El género Alternaria ha sido asociado a diferentes padecimientos alérgicos entre ellos
rinitis, bronquitis, neumonitis hipersensitiva y asma (O’Gorman y Fuller, 2008). En Australia
se ha reportado que 1 de cada 10 nifilos presenta asma y 1 de cada 7 es alérgico a
Alternaria (Mitakakis et al., 2001); en cuanto a las micosis producidas por este género y
otros hongos dematiaceos tenemos como principal factor la feohifomicosis, término que
incluye las infecciones micoticas caracterizadas por la presencia de hifas septadas
pigmentadas en el tejido (Rubio-Calvo et al., 2001). Estas afecciones son posibles por las
caracteristicas aerodinamicas de Alternaria, su capacidad cosmopolita y su prevalencia en
diferentes tipos de clima, incluyendo lugares abiertos como cerrados puesto que puede
permanecer en la atmdsfera por meses.

5.5.2 Potencial patogénico

Los casos por micosis originados por la invasién de parasitos fungicos como Alternaria en
tejidos a nivel superficial o profundo, varian en importancia, ya que pueden ir desde
lesiones relativamente inocuas a enfermedades graves que amenazan la vida del
hospedero. La OMS los clasifica clinicamente (Lopez-Martinez, 2008) como:

Superficiales.
Afectan la epidermis, mucosas y faneras.

Cutaneas.
Afectan la epidermis, dermis, ufias y cabello.
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Subcutaneas.
Afectan epidermis, dermis, tejido celular subcutdneo y en casos extremos pueden invadir el
tejido muscular y 6seo. En este tipo de micosis no se observan diseminaciones linfaticas o
hematégenas.

Sistémicas o profundas.

Producidas por agentes etioldégicos que se encuentran en el suelo, aire y que tienen facil
acceso al sistema respiratorio, se propagan por via linfatica y hematica, no son contagiosas
pero se muestran de caracter grave.

Oportunistas.
Afectan a sujetos inmunoderpimidos o inmunocomprometidos. Es ocasionada por la
microbiota normal del ambiente y su fuente de infeccién puede ser endégena o exdgena.

Entre las condiciones predisponentes a infecciones invasivas generadas por hongos se
encuentran la disfuncién crénica de los injertos, inmunosupresores pretransplante, duracion
prolongada de operaciones, retrasplantes, tiempos prolongados en hospitales o clinicas,
inmunodepresivos u otros medicamentos extendidos por largos periodos (Ruiz-Camps et
al., 2010).

En diversos documentos se menciona a Alternaria como un patdogeno oportunista de
humanos, afectando principalmente a sujetos con sistema inmunoldgico bajo, con alguna
lesion externa significativa o amputaciones. La via de infeccion es exdégena dado que aun
estando en continua interaccion, el hongo puede causar efectos secundarios en personas
sensibles a él, por estar presente en los bioaerosoles ya que tiene la capacidad de
ingresar por el sistema respiratorio, no obstante coexisten datos en los que se le ha
encontrado afectando a nivel subcutaneo, ocular e interno (Palacio y Cuétara, 2009).

En datos de los ultimos afos se han registrado numerosos casos de personas afectadas
por hongos ubicuos cosmopolitas como Alternaria y la patologia se ha observado en
pacientes con diabetes mellitus, broncopatia, quemaduras, insuficiencia cardiaca,
enfermedades inflamatorias y en general por personas que han presentado
inmunodepresion como la que surge en los trasplantes renales. En este ultimo tipo de
personas se les ha relacionado con riesgos de infecciones fungicas (Gavela et al., 2006),
también hay informacion actualmente de casos similares pero con sujetos sanos (Romo et
al., 2009).

Cabe resaltar que Alternaria ha sido aislado de pacientes con onicomicosis, queratomicosis
con traumatismos cornéales o quirtrgicos y feohifomicosis subcutanea a través de
traumatismos causados por espinas, astillas, ramas o agujas (Srinivasan et al., 2004).
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5.6 Agente proteolitico y queratinolitico

Se conocen mas de 40 tipos de microorganismos capaces de degradar la queratina,
incluyendo bacterias, actinomicetos y hongos (Pérez-Cardenas, 2005). El sistema de la
queratinasa degrada proteinas especificas, mediante un complejo de enzimas proteoliticas
(Meevootisom y Niederpruem, 1979; Simpanya y Baxter, 1996). Estas enzimas tienen
espectro de accidon amplia ya que pueden hidrolizar una gran cantidad de proteinas
solubles (caseina, gelatina, albumina de suero, albumina de huevo, hemoglobina,
mioglobina, citocromo c) e insolubles (queratina, elastina, colageno, fibrina, laminina,
fibronectina) (Apodaca y McKerrow, 1989; Grzywnowicz et al., 1989; Tsuboi et al., 1989;
Brasch 'y Zaldua, 1994).

Entendemos por queratina al grupo de proteinas fibrilares citoesqueléticas, de la familia de
los filamentos intermedios y es una proteina con capacidad de endurecer el tejido en el que
se acumula. A los tejidos cargados de queratina se les denomina queratinizados o
cornificados. Esta proteina en grandes cantidades puede tornar un tejido duro como el de
las garras de los grandes felinos o en los cuernos de un rinoceronte. En el ser humano,
encontramos cantidades significativas de queratina en la epidermis, sobre todo en estratos
superiores, y en los anexos cutaneos como las uias y pelos (Navarro-Espinel, 1992).

La queratina se divide en dos grupos. Las queratinas acidas y las basicas, estas
subunidades estan constituidas por una sola proteina, con morfologia en forma de espiral
(abundantes hélices alfa). Poseen cantidades especialmente abundantes de cisteina
aunque la cantidad final es variable en funcion del tipo de queratina. En el ser humano, los
tipos de queratina se pueden agrupar en dos conjuntos. Las queratinas blandas, que
constituyen la epidermis y el vello fino, y las queratinas duras que forman parte de los pelos
gruesos y de las ufas. Las primeras son mas ricas en componentes hidrosolubles y mas
pobres en azufre, mientras que las segundas son mas pobres en componentes
hidrosolubles y mas ricas en azufre (Navarro-Espinel, 1992).

Los hongos con la capacidad de utilizar la queratina como sustrato pueden clasificarse en
tres grupos con base en su preferencia por el hospedero (Manzano-Gayosso, 2013).

% Antropofilicos. Hongos que parasitan el tejido humano. Se ha descrito que estas
especies evolucionaron de los hongos zoofilicos y que gradualmente perdieron su
afinidad por la queratina del hospedante original.

% Zoofilicos. Afectan a una gran variedad de aves y mamiferos.

% Geofilicos. Viven en el suelo como saprobios.

En cuanto a su mecanismo de accion los hogos queratinoliticos tienen la facilidad de
ingresar al hospedero, adhiriéndose al estrato cérneo de la piel, generando un eczema
acompanado de manifestaciones alérgicas. Posteriormente invaden los queratinocitos
originando dias después una lesién circular descamativa con brotes en forma de anillos y
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placas hiperqueratdsicas. Generalmente este tipo de lesiones son espontdneas y su
resolucidén puede ser facil o tender a ser persistente o grave (Aroca et al., 2007).

Las lesiones que producen estas infecciones dependen principalmente del nicho ecoldgico,
estado inmune del paciente, factores ambientales y respuesta inmune inducida, pudiendo
utilizar la queratina como sustrato nutritivo y/o energético, presentando asi un sistema
organizado y adecuado para metabolizar la queratina (Pérez-Cardenas, 2005). Estos
microorganismos poseen estructuras de resistencia que les permiten adherirse a los
epitelios por medio de componentes como uniones de tipo lectina en el que las esporas por
tigmotropismo se incrustan a ciertos sustratos (Perera et al., 1997); permitiendo la
germinacién de los conidios, adhiriéndose a la queratina para tratar de penetrar partes mas
profundas de la piel al desarrollar hifas y otras estructuras de infeccion.

Otro mecanismo que facilita la penetracién de la queratina, es la liberacion de enzimas
proteoliticas como las queratinasas (Viani et al., 2001). Otros hongos utilizan Ila
melanizacién como parte de la estrategia de penetracién en estructuras originadas a partir
de los conidios, llamados apresorios; los cuales ejercen una fuerte presion fisica sobre la
pared celular de plantas. Este mecanismo de patogenicidad no se ha descrito que funcione
en la infeccibn a animales o humanos, sin embargo estudios hechos con Wangiella
dermatitidis han demostrado que la presencia de la melanina juega un papel importante en
la penetracion de este hongo en el tejido de animales (Jacobson, 2000).

En lo que respecta a Alternaria pocos estudios han considerado su presencia como posible
agente queratinolitico. Resulta aventurada la correlacion de estos factores, ya que
Alternaria es un dematiaceo y los patégenos verdaderos son dimorficos bajo dos aspectos
morfolégicos diferentes, uno de ellos es su fase levaduriforme que corresponde a células
individualizadas, de forma mas o menos ovalada, que se multiplican de modo asexual por
un proceso de gemaciéon (blastosporas), mientras que la fase dos o miceliar que se
caracteriza porque el hongo presenta abundantes hifas, generalmente con gran cantidad
de esporas que le facilitan la penetracion del huésped (Clinica Universidad de Navarra,
2013).

No obstante Blackwell en 2011, Casadevall en 2012 y Woolhouse and Gaunt en 2007
estimaron que de 270000 especies de hongos asociados con plantas, 325 de ellos afectan
a humanos, los cuales son mayoritariamente dematiaceos. Mientras que Gugnani en el afno
2000, incluy6 algunos sapréfitos comunes como Chrysosporium, Fusarium, Aspergillus,
Scopulariopsis, Curvularia 'y Alternaria como hongos queratinéfilicos capaces de colonizar
diversos sustratos de queratina. Dentro de la literatura citada por Gugnani se encontraron
argumentos suficientes para sustentar que Alternaria puede fungir como agente degradador
de queratinas o que al menos cuenta con el sistema adecuado para hacerlo.

En 1985 se describieron casos de infeccidbn cutanea humana debido a A. alternata, A.
humicola, y A. pleuriseptata (Wadhwani et al., 1985), donde el aspecto clinico de las
lesiones cutaneas fue similar a las causadas por dermatofitos. En otros estudios con
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preparaciones en KOH de los raspados de lesiones en la piel y de las unas de pacientes
enfermos, se observaron hifas septadas de dematiaceos. En el caso particular de las ufias
afectadas por este género, su coloracion se mostraba negruzca, con estado distréfico e
hiperqueratosis subungueal. Mientras que en tres casos de onicomicosis se notificd la
presencia de A. humicola, A. pluriseptata, y A. alternata nuevamente (Gugnani, 2000).

Posteriormente Rubio-Calvo et al., en 2001 vincularon la posibilidad de que este hongo
pudiera tener la capacidad de realizar procesos tan complicados como la queratomicosis.
El elemento desencadenante son los traumatismos (Martinez-Hernandez, 2013) donde éste
se considera en un 55,3%, seguido de enfermedades sistémicas con un 11,2% y finalmente
con cirugia de un 9,8% (Rubio-Calvo et al., 2001).

En 2006 Apprich et al., aislaron de los cascos de un equino algunos deuteromicetos dentro
de los cuales se encontr6 Alternaria, con la capacidad de degradar algunas queratinas
dérmicas, excepto las de 51 y 55.7 kDa. La actividad queratinolitica se evalu6 con ayuda de
las pruebas de SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio
como agente desnaturalizante y analisis de transferencia por Western Blot.

Mientras que en México, se registraron 209 pacientes con queratomicosis de los cuales se
aislé a Alternaria de 3 casos, correspondiente al 4.5% de los aislados totales fungicos en
esta patologia (Vanzzini et al., 2010).

Figura 9. Diversos casos de micosis ocasionada por Alternaria en pacientes inmunodeprimidos. En las
imagenes (a), (b) y (f) se observa Feohifomicosis cutanea (tomado de Gomes et al., 2011); en las imagenes
(c) y (d) se muestra un caso de infeccion corneal (tomado de Konidaris et al., 2013), mientras que en la
imagen (e) se presenta el “El extrafio caso de Alternaria alternata’ (tomado de Secnikova et al., 2014).
Imagen (g) y (h) Alternaria infectoria presente en perro con anemia hemolitica (Dedola et al., 2009).
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5.7 Revision de casos clinicos

Las primeras menciones de las afectaciones de Alternaria en patologia humana segun la
Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIM) datan de
1929 en las que Montpellier et al., lograron aislarla de un nodulo granulomatoso
subcutaneo en el pie de un nifio argelino. Henrici et al., (1930) lo recuperaron de una lesion
superficial y sugirieron que podria ser causa de lesiones supurativas benignas en el
hombre. En 1933, Vilas-Boas y Martins comunicaron un caso de onicomicosis, a partir del
cual cultivaron un hongo que denominaron Epidermophyton nigricans pudiendo ser
considerado como A. tenuis, mientras que en 1935 Motta aislé A. alternata a partir del
conducto auditivo externo humano (Rubio-Calvo et al., 2001).

En la década de 1980 y 1990, se notificd que Alternaria era causante de hasta 33 casos de
infecciones humanas (Viviani et al., 1986). Singh et al., en 1990 reportaron en varias partes
del mundo infecciones cutdneas ocasionadas por algunas especies de Alternaria como A.
alternata, A. tenuissima y A. chlamydospora, siendo asociadas con enfermedades o
condiciones debilitantes.

En 2010 Ramos-e-Silva et al., presentaron un caso de Feohifomicosis por Alternaria en un
paciente con VIH. Gomes et al., en 2011 encontraron en una mujer de 76 afnos con
Feohifomicosis cutdnea producida por Alternaria alternata. En 2012 se hallé a 56 nifios con
rinitis inducida por Alternaria (Fuiano et al., 2012). Shakurnia et al., en 2013 reportaron la
presencia de Alternaria en pacientes con enfermedades respiratorias, de 295 voluntarios el
8.1% presentaba sensibilidad al hongo. En 2013 Konidaris et al., reportaron un caso de
infeccion por Alternaria alternata en trasplante corneal en una mujer de 66 anos.

Mientras que en 2014, Mimura et al., reportaron a 13 nifos con rinoconjutivitis alérgica en el
polvo, de los cuales 7 se mostraban sensibles a la presencia de Alternaria tenuis.
Chakraborty et al., seleccionaron 398 individuos entre 5 y 18 afos con enfermedades
alérgicas, en los cuales la sensibilizacion por Alternaria tenuissima mostré la respuesta
positiva mas alta con 40.70 %, seguido por Alternaria alternata con 21.35% y Alternaria
padwickii con 4.02 %, de estas las mas frecuentes en el ambiente fueron Alternaria
alternata con 61.35 %, seguido por Alternaria tenuissima con 23.71 % y Alternaria padwickii
con 11.05%. Salido-Vallejo et al., este mismo afio, mencionaron que de 18 casos de
trasplantes, 15 de ellos fueron afectados por hongos incluyendo a Alternaria, algunos sin
solucién aparente y otros, en el mejor de los casos remediandolos Unicamente con cirugia.
Secnikova et al., (2014) notificaron un caso de infeccién cutdnea y pulmonar en un varén
de 66 anos receptor de trasplante cardiaco tratado por anti fungico del grupo de los azoles,
debido a su naturaleza insdélita le denominaron “El extrano caso de Alternaria alternata’.

Sumado al reservorio de informacion documentada de las afecciones por Alternaria
encontramos dos casos de micosis en animales en 2009, el primero fue reportado por Dye
et al., en el que nueve gatos domésticos fueron parasitados por este hongo, el segundo
caso es mencionado por Dedola et al., en un perro con anemia hemolitica, la micosis fue
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ocasionada por Alternaria infectaria en la atmdésfera. Cabe agregar que también se ha
logrado aislar este hongo de equinos.

En cuanto a México y la CDMX, se han realizado estudios en los que se han logrado aislar
del aire a Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y Phialophora, en
temporadas secas mostrando tener abundancia (Lépez-Martinez et al., 1986; Rosas et al.,
1997) y alto potencial alérgico (Denning et al., 2006).

Borja-Aburto et al., reportaron estudios de mortalidad realizados a la poblacién durante
1990 y 1992 que estuvieron fuertemente ligados con altos niveles de contaminacion, en los
que se estim6 una muerte anual de hasta 4500 personas (Borja-Aburto et al., 1997).

Calderén et al., (1997), estudiaron el efecto del clima urbano en las esporas de
Ascomicetos mitospdricos. La carga de conidios mas grande fue en zona Sur de la Ciudad
de México con el 52% en la zona urbana y el 65% en la zona urbana comercial;
encontrando principalmente a Cladosporium y Alternaria, los cuales predominaron tanto en
temporadas secas como en humedas.

En (2000) Telles-Rojo et al., reportaron en la Ciudad de México muertes por causas
respiratorias cronicas y enfermedades de tipo pulmonar obstructiva cronica relacionadas
con PMyy en personas mayores de 65 anos; durante ese afno el promedio de PMy, fue de
23.4-175.3 3 pg/m?® rebasando asi la norma anual de PM; establecida para México.

Lépez-Urbina (2011) reportdé para la atmésfera adyacente a las estaciones de transporte
publico en la Ciudad de México un total de 10 052 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), de las cuales en primavera se obtuvieron 409 UFC de Alternaria, 10 que represent6
el 27% del total de los hongos encontrados para esa época del ano. En este informe se
indicd que Alternaria estuvo presente en las cuatro estaciones del ano. Mientras que
Galindo-Martinez (2011) en ese mismo afno, cuantificé en camara Neubauer el numero de
particulas obtenidas con ayuda de un muestrador para PMs s y registré en promedio 1, 378
787 particulas suspendidas en el Valle de México, mientras que en el Valle de Toluca se
encontraron 958 400, confirmando asi la alta carga de contaminacion por bioaerosoles en
ambas zonas. Durante este informe también se notific6 la presencia de Acladium,
Acremodium,  Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botryoderma, Chaetophora,
Chrysonilia, Cladosporium, Epicoccum, Geotrichum, Mammaria, Memnoniella, Penicillium,
Stachybotrys, Varicosporum y Alternaria en la Zona del Valle de Toluca (Galindo-Martinez,
2011).

Martinez-Hernandez en 2013, aisl6 y selecciond 6 aislados de Cladosporium 'y Alternaria
obtenidos de exudados nasales y de la atmésfera de la Ciudad de México, justificando que
dichos géneros fueron seleccionados por ser los mas predominantes en el aire. Durante
este informe se evalud el efecto del antifungico ketoconazol por los siguientes métodos:

a) Testigo sin antifungico

b) Medio con antifungico
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Concluyendo que los mejores resultados inhibitorios para ambos géneros se obtuvieron de
la dilucion del antifungico en el medio de crecimiento (método C), siendo el menos
productivo el método B.

Finalmente, Maldonado-Vega et al, en 2014, evaluaron la calidad del aire en dos
hospitales de Ledn, Guanajuato, México en donde se reportaron concentraciones altas de
bacterias y hongos en ambos sitios. En el hospital 1 se reportd para bacterias de 40 a 280
UFC/m® mientras que en el hospital 2 con mas afios de servicio y mayor incidencia de
pacientes se obtuvieron de 90 a 548 UFC/m®, con 17 géneros de bacterias en ambos
casos. Mientras que para hongos en el hospital 1 se reportaron 15 géneros con una
concentracion de propagulos flngicos que oscilé entre 56 a 184 UFC/m?®. En el hospital 2,
se encontraron 22 géneros fungicos y de 32 a 442 UFC/m® dentro de las cuales se
encontraban hongos de alta importancia clinica como Microsporum audouinii, Cladosporium
oxysporum, Mucor ramosissimus, Cryptococcus albidus y Alternaria arborescens.

En virtud de lo sefialado anteriormente se considera de caracter preponderante realizar
estudios enfocados a la calidad del aire, asi como el monitoreo de particulas suspendidas
aerodinamicamente en el intervalo de PM, s, asi como sus afecciones a la poblacién. En lo
que respecta a Alternaria, todas sus caracteristicas la vuelven un modelo de estudio
pertinente y vigente debido a su probleméatica agronémica y de salud publica, ya que no
solo es un fitopatdégeno, también es un patégeno oportunista de algunos mamiferos,
incluyendo seres humanos.
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6. Hipotesis

En los conidios fungicos de los filtros provenientes del Valle de Toluca, es factible que esté
presente Alternaria, por lo que posiblemente sea capaz de utilizar el tejido queratinoso
como sustrato.

7. Objetivos

7.1 Objetivo General
Detectar hongos del género Alternaria en la atmésfera de la zona metropolitana del Valle

de Toluca.

7.2 Objetivos Particulares

1.- Aislar Alternaria a partir de los filtros utilizados para detectar contaminantes quimicos en
la fraccion de PMz s por la Red Automéatica del Monitoreo Atmosférico del Valle de Toluca.

2.- Obtener colonias de Alternaria por impactacidn directa en cajas Petri colocadas en los
mismos sitios que los muestreadores para PMys.

3.- Determinar la capacidad proteolitica y queratinolitica de Alternaria como indicador
potencial de patogenicidad.
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8. Materiales y Métodos

El presente proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de Micologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X) en colaboracién del Instituto Nacional
de Investigaciones Nucleares (/NIN) y la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico del
Valle de Toluca (RAMAT).

8.1 Area de Estudio

El Valle de Toluca (Figura 10) es una de zonas conurbadas mas importantes del Estado de
México. En datos obtenidos de las proyecciones CONAPO 2010 y el Censo Nacional de
Poblacion y Vivienda 2010, el Valle de Toluca estd4 conformado por 15 municipios (INEGI,
2010) con una superficie de 2,669.6 km? a una distancia sobre el nivel del mar de entre
2,560 a 2,740. Cuenta con una poblacién estimada de 2,152,552 habitantes; localizado en
la parte central del Estado de México, entre los paralelos 18°59'07” y 19°34’47” de latitud
Norte y los meridianos 99°38'22” y 99°56’13” de longitud Oeste con respecto al meridiano
de Greenwich. En cuanto al tipo de clima, de acuerdo con la clasificacién climatica de
Kdppen (1900), modificado por E. Garcia en 2004, estan presentes tres tipos de clima:
templado humedo, semifrio subhumedo y frio (Proaire, 2012).
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Figura 10. Mapa de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (modificado de Proaire, 2007).
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8.2 Parametros meteoroldgicos

Estos fueron proporcionados por la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (RAMAT), de la que se obtuvo el promedio diario para
temperatura del ambiente, humedad relativa y direccion del viento, de los dias en que se
tomaron las muestras de PM;s.

8.3 Muestreo

El muestreo se llevé a cabo durante diez meses, comenzando el 24 de Abril de 2014 y
finalizando el 9 de Enero de 2015.

Las colonias de Alternaria utilizadas en éste estudio se obtuvieron de la atmésfera del Valle
de Toluca, asi como de los filtros para contaminantes quimicos, utilizando equipos TCR-
TECORA para PMys. El material biologico se colectdé de cuatro estaciones de monitoreo
(Tabla 4) de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico del Valle de Toluca (RAMAT).

Estacion de Ubicacion Localidad

muestreo

San Mateo Atenco Sur San Mateo Atenco

Aeropuerto Norte San Pedro
Totoltepec

San Cristobal Norte San Cristébal

Huachotitlan Huachotitlan

Oxtotitlan Centro Oxtotitlan

Tabla 4. Estaciones de muestreo.

8.3.1 Aislamiento de colonias Fungicas
Estas se realizaron cada quince dias en dos fases:
Impactacion directa en cajas Petri

Se utilizaron cajas de 9 cm diametro, con agar rosa bengala (BD DIFCO™) a una
proporcién: 32 g/L adicionado con ciprofloxacino 500 mg/L; ya que es el medio mas
recomendado para el crecimiento de hongos, restringiendo el tamano y la altura de las
colonias con crecimiento rapido. Esta restriccidbn ayuda en el aislamiento de colonias de
crecimiento lento, facilitando asi el recuento. Mientras que el ciprofloxacino inhibe el
desarrollo bacteriano (Koburger, 1976; Linares et al., 2006).
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Se colocaron dos cajas por estacion de muestreo, expuestas durante 30 minutos en la
parte superior de la estacién (Figura 11); debido a que el impacto del aire en el suelo
ocasiona el levantamiento del material particulado, provocando que este ingrese al
organismo por vias respiratorias al ser aspiradas (Rosas et al., 2004).

Las muestras obtenidas se trasladaron al laboratorio para su incubacion a 28°C durante un
periodo de 3 a 5 dias, dando oportunidad a que las colonias fungicas desarrollaran sus
esporangios para su identificacion macro y microscdpicamente.

Figura 11. Toma de muestras por impactacién directa en cajas Petri de las estaciones de monitoreo de la
RAMAT.

Toma de filtros

Se utilizaron filtros de teflén con un diametro de 47 mm para detectar contaminantes
quimicos en la fraccibn de PM,s con ayuda de un muestreador TCR-TECORA
(UserManual ECHO PM, 2003). Con éste procedimiento se determiné la presencia de
conidios fungicos en una proporcidon aproximada de 16 L/min durante un dia, en la
atmoésfera del Valle de Toluca (Figura 12).

Figura 12. Toma de filtros de las estaciones de monitoreo de la RAMAT con el muestreador TCR TECORA
para material particulado.
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Cada muestra se manipul6 como un ejemplar biolégico colocandose en un porta filtro,
siendo protegidos de la luz solar y manteniéndolos en refrigeracién hasta su uso, con el fin
de no modificar la composicion y viabilidad de los conidios presentes en dichas muestras.

Para la obtencion de conidios en cajas Petri, se tomdé un trozo del filtro de
aproximadamente 2 cm? y se colocé en un tubo Falcon con 1 ml de Tween 80 al 0.05% vy
se agitdé en un vortex durante 1 minuto para hacer los lavados, el procedimiento se realizé 6
veces. La suspensién resultante del lavado del filtro se colocé en un tubo Eppendorf y se
centrifugo a 13000 rpm por 25 minutos. Posteriormente se tomé la pastilla y se re
suspendi6é nuevamente en 1 ml de Tween 80, de esta nueva suspension se tomaron 100 pl
que se vertieron en las cajas Petri (cinco por estacion de muestreo) con rosa Bengala
adicionado con ciprofloxacino (Figura 13).
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Figura 13. Obtencién de colonias fungicas por medio de filtro en agar rosa Bengala.

Para su incorporacion en el medio se utilizé un rastrillo de vidrio con el que se esparcid
todo el liquido en la caja hasta ser absorbido. La incubacion se realizé a 28°C durante un
periodo de 3 a 5 dias para favorecer el crecimiento de las estructuras fungicas,
posteriormente se sometieron al procedimiento de identificacion y caracterizacion.

8.4 Identificacion mediante criterios morfolégicos

De los aislados obtenidos por impactacion directa y de filtros, se identificaron a nivel de
género las colonias presentes, tomando en cuenta su macro y micromorfologia.

8.4.1 Identificacion macromorfoldgica

La caracterizacion de las colonias fungicas se establecioé con base a la forma, consistencia,
superficie, exudado y color (Mier et al., 2002; Solé, 2004).
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Figura 14. Identificacion macromorfolégica de las colonias obtenidas de la atmésfera del Valle de Toluca.

8.4.2 Identificacion micromorfoldgica

Se realiz6 mediante la tincion de las estructuras fungicas con azul de algodoén, destinado
para conservar la integridad de las mismas, permitiendo asi la observacion adecuada
durante la identificacion (Lopez-Jacome et al., 2014).

Para su tipificacion por género, se tomo6 una muestra de cada colonia con el asa micoldgica
y se realizd una preparacién en fresco con azul de algoddn. Concluida esta parte se
observaron las estructuras en un microscopio 6ptico (OLYMPUS®©® modelo CHOORF100).

Figura 15. Identificacion micromorfolégica de las colonias obtenidas de la atmdsfera del Valle de Toluca.

La identificacion de los géneros fungicos se efectud bajo las claves taxonémicas de Barron
(1968), Barnett y Hunter (1972) y Von Arx (1981).
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8.5 Purificacion en medio PDA

Para la purificacion de los aislados de Alternaria se utiliz6 agar papa dextrosa natural (PDA)
en cajas Petri de 4 cm de diametro en una proporcion: agar 15 g/L, dextrosa 20 g/L, papa
natural 300 g/L; ya que este medio es altamente nutritivo, permitiendo asi la esporulacién y
la produccién de pigmentos en algunos dermatofitos (Frank et al., 1993; Leslie et al., 2006).

El aislamiento se realiz6 por transferencia repetida (Nakasone et al., 2004; Canedo y Ames,
2004), hasta obtener cultivos de Alternaria puros, durante este procedimiento los aislados
se incubaron una semana y media a 28 °C. Mientras que para su conservacion se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C, mediante éste proceso se observd la morfologia y el
crecimiento radial de la colonia (Figura 16).

Figura 16. Cultivo de Alternaria en medio PDA.

8.6 Calculos de propagulos/ml en camara de Neubauer
Densidad:

Densidad Total =) de los cuadrantes “B” x 5

Numero de propagulos fungicos: o
Propégulos totales = X * 1 x 10*

Figura 17. Camara de Neubauer. Los cuadros con la letra (A) estan subdivididos en 16 cuadros y el cuadro
marcado con la letra (B) esta subdividido en 25 cuadros.
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8.7 Determinacion de actividad proteolitica

Conseguidos los aislados puros de Alternaria, se procedido a determinar la capacidad
proteolitica del hongo mediante la degradacion de la caseina con agar-leche descremada,
en cajas Petri de 9 cm de diametro a una proporcion: leche descremada Svelty 20 g/L, agar
16 g/L, fosfato monobasico de sodio 27.8 g/L y fosfato dibasico de sodio 71.7 g/L. El interés
de este medio; se debe a que, es el idbneo para la seleccidbn de microorganismos
productores de proteasas (Bonifaz-Truijillo, 2012).

Ya obtenidos los medios; se hicieron 9 pozos a cada caja Petri con el revés de una pipeta
Pasteur estéril, a continuacion se realizaron raspados a todas las colonias puras de
Alternaria en medio PDA adicionando 9 ml de Tween 80 al 0.05%. La suspensidn resultante
se depositd en tubos y se agito en un vortex durante 1 minuto con el propdsito de
homogenizar la suspension de esporas (Figura 17), misma que se ajustd a una proporcidon
de 1 x 10* con ayuda de la cdmara de Neubauer. Finalizado esta etapa se depositd la
suspension de esporas a cada pozo y se incubaron a 28 °C.

a) / o Suspension de
esporas

OO0 “'7'
| con ]
OO0

1x10°
b)

Figura 18. Procedimiento para la determinacién de la actividad proteolitica.

Posteriormente, cada 24 horas se midieron los halos de las colonias durante 72 horas
(Figura 18), ya que son las horas criticas en las que el patdégeno logra parasitar al huésped;
aunado a eso, se documento por fotografia el crecimiento radial de las colonias por dia. En
cuanto a los datos obtenidos; se calcul6 el indice Enzimatico de dichas cepas.

¥ halo

indice Enziméatico: ——
X colonia

Al finalizar se emple6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de
significancia de 0.05% en el programa estadistico JMP versién 8.0.
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24 horas 48 horas 72 horas

Figura 19. Esquema del crecimiento exponencial de las colonias y halos de Alternaria en agar-leche
descremada.

8.8 Determinacion de actividad queratinolitica

Este procedimiento se realiz6 en dos fases:
8.8.1 Agar de sales con plumas de ave triturada

Se utilizaron cajas Petri de 9 cm de didmetro con agar de sales y plumas de ave a una
proporcion: agar 23 g/L, plumas de ave trituradas al 2 g/L, cloruro de sodio 0.25 g/L, fosfato
monobasico de potasio 0.375 g/L, carbonato de sodio 0.375 g/L y sulfato de magnesio
0.275 g/L.

Las plumas seleccionadas permanecieron una noche en extran para garantizan la remocion
completa de los residuos que las plumas pudieran tener; posteriormente se dejaron
remojando otra noche en agua destilada, transcurrido este tiempo se esterilizaron en
autoclave durante 20 minutos a 121°C (OMS, 2005). Una vez esterilizadas las plumas, se
trituraron y se mezclaron con el agar de sales, para nuevamente llevarse a la autoclave.
Obtenidos los medios, se hicieron 9 pozos a cada caja Petri con el revés de una pipeta
Pasteur estéril (Figura 20).
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Figura 20. Procedimiento para la obtencién del medio de sales con plumas de ave trituradas.

Finalmente se realizaron raspados a las colonias puras de Alternaria en medio PDA
adicionando 9 ml de Tween 80 al 0.05%. La suspension resultante se depositd en tubos y
se agito en un vortex durante 1 minuto con el propdsito de homogenizar la suspensién de
esporas, misma que se ajusté a una proporciéon de 1 x 10* con ayuda de la camara de
Neubauer. Concluida esta etapa se depositd la suspension de esporas a cada pozo y se
incubaron a 28 °C.

Para este procedimiento; al igual que el de agar-leche descremada, se midieron los halos
de las colonias durante 72 horas (Figura 18), se documenté por fotografia el crecimiento
radial de las colonias por dia y se calculd el indice enzimatico de los aislados. Al terminar;
nuevamente, se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de
significancia de 0.05% en el programa estadistico JMP version 8.0 (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de los datos obtenidos por medicién de halos.
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8.8.2 Agar agua con plumas de ave

Se utilizaron cajas Petri de 9 cm de diametro con agar agua y plumas de ave a una
proporcién: agar 16 g/L y plumas de ave de aproximadamente 1 cm. Las plumas
seleccionadas al igual que en la procedimiento anterior permanecieron una noche en
extran; otra noche se dejaron remojando en agua destilada y se esterilizaron en la
autoclave durante 20 minutos a 121°C (OMS, 2005). Una vez esterilizadas las plumas, se
cortaron a 1 cm y se esterilizaron nuevamente. Preparado el agar agua se depositaron 5
plumas por caja Petri (Figura 22) en campo estéril y se dejaron una noche en refrigeracion
a 4 °C, para descartar la contaminacién de los mismos.

Figura 22. Medio agua con plumas de ave (1 cm de largo).

Verificado el anterior paso, se tomaron 4 pl de suspension de esporas en Tween 80 al
0.05% obtenidas de los cultivos axénicos en PDA (ajustadas a 1x10%). Las esporas fueron
sembradas en 3 puntos especificos sobre la pluma, de manera que utilizaran el material
queratinoso como Uunica fuente de carbono y nitrégeno (Song, 2005). Al finalizar este
procedimiento se realizaron observaciones diarias para el registro del indice de crecimiento
y desarrollo fungico (ICDF; Tabla 5), asi como por documentacién fotografica.

Parametro Descripcion

0.0 Fragmento de sustrato rodeado de conidios no germinados.

0.5 Germinacion de conidios con uno o dos tubos germinales en el
area cercana al sustrato.

1.0 Crecimiento de tubos germinales y presencia de hifas.

1.5 Crecimiento inicial de hongo orientado hacia el sustrato
queratinoso y primer contacto de las hifas con él.

2.0 Crecimiento micelial en la superficie del sustrato.

25 Inicio de la esporulacion, conidios que cubren el sustrato.

3.0 Esporulacion completa, sustrato cubierto de micelio y conidios.

Tabla 5. Indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico (ICDF) modificado de Castellanos-Moguel et al., 2013.
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8.9 Analisis Estadistico

Las variables consideradas dentro de este estudio fueron temperatura del ambiente,
humedad relativa, direccion y velocidad del viento; proporcionados por la Red Automatica
de Monitoreo Atmoésferico del Valle de Toluca (RAMAT). Por lo que se realizé un andlisis
descriptivo utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson entre Alternaria presente en
la atmésfera y los parametros ambientales evaluando el grado de asociacion entre las
variables aleatorias cuantitativas. El Coeficiente de correlacion de Pearson se representa
usualmente con la letra “r” y se obtiene tipificando el promedio de los productos de las
puntuaciones diferenciales de cada caso en las dos variables correlacionadas.

Para el andlisis de abundancia (UFC) y de frecuencias (%) se tomd en consideracion las
estaciones de monitoreo, épocas anuales y la presencia-ausencia de Alternaria y otros
géneros alérgenos o patbégenos.

Mientras que para los datos obtenidos del crecimiento de las colonias y sus halos, se
empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis utilizando el programa estadistico JMP
version 8, con el fin de establecer diferencias estadisticas significativas entre el nivel
enzimatico de las aislados de Alternaria, tanto para el ensayo con agar-leche descremada
como para el agar de sales con plumas de ave trituradas.

En cuanto al ensayo en agar agua con plumas de ave, se analizé mediante el indice de
Crecimiento y Desarrollo Fungico (ICDF; Landa et al., 1994), ligeramente modificado de
Castellanos-Moguel et al., 2013 para determinar la patogenicidad de los aislados
estudiados.
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9. Resultados

9.1 Clasificacion taxonémica de los géneros encontrados en el
Valle de Toluca

Durante el muestreo se encontr6 un total de 102 géneros fangicos, los cuales se
clasificaron utilizando la base de datos MycoBank (International Mycological Association,
2016), basada en el Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) en el siguiente
orden:

Filum

Sub Filum

Clase

Orden

Familia

Género

7 X/ 7
L X SIR XJI X 4

X/
X4

R/
LX)

X/
X4

L)
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— Saccharomycotina Saccharomycetes Saccharomycetales
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Ampelomyces
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Pleosporales ——————— Epicoccum
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Phoma
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Stemphylium
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—— Onygenales ——————— — Chrysosponium




) |: Oidium
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L eotiomycetes —
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Graphium
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Diplococcium
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FPapulospora
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Lecanicillium
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Figura 23. Clasificacién taxonémica de géneros fungicos encontrados en el Valle de Toluca.
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9.2 Abundancia y diversidad de géneros encontrados en el Valle
de Toluca

Del conteo total del muestreo en UFC se registrd la cantidad de 5146 UFC en el Valle de
Toluca. Mientras que los géneros mas abundantes fueron Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusariumy Alternaria (Figura 24). Considerados como altamente alérgenos,
patdgenos de plantas, y oportunistas en animales y humanos.
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GENEROS

Figura 24. Grafica representativa de la abundancia y diversidad de los géneros encontrados durante el
muestreo de 2014-2015.

Los porcentajes correspondientes a los cinco géneros mas abundantes durante todo el
muestreo son los siguientes: Aspergillus 22%, Penicillium 19%, Cladosporium 17%,
Fusarium 9% y Alternaria 4%. Equivalentes al 71% de la abundancia total del muestreo,
mientras que los géneros restantes mostraron ser una minoria con un 29% (Figura 25).
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Figura 25. Grafica en porcentaje de los géneros mas abundantes contrastado con el resto de los demas
géneros encontrados durante el muestreo de 2014-2015.

Sin embargo, algunos géneros pertenecientes a esa minoria estan considerados como
alérgenos potenciales, tal es el caso de Absidia, Acremonium, Aureobasidium, Bipolaris,
Blastomyces, Botrytis, Chrysosporium, Geotrichum, Mucor, Paecilomyces, Phialophora,
Phoma, Rhizopus, Scopulariopsis, Stachybotrys, Trichoderma y Ulocladium. En cuanto a
los hongos altamente patdgenos, encontramos a Absidia, Chrysosporium, Cunninghamella,
Mucor, Monilia, Phialophora, Rhizopus, Rhizomucor, Syncephalastrumy Umbelopsis.

Aunado a lo anterior, es importante mencionar que algunas colonias no mostraron
estructuras reproductoras con las cuales ser identificadas; por lo que se reportaron como
Micelio Estéril con un 42% del total del muestreo. Igualmente se contabilizaron algunas
colonias con morfologia ovoide o eliptica, de color blanquecino a beige brillante,
caracteristicas de las Levaduras (37%); asi como la presencia de algunas estructuras
identificadas como Picnidios (19%), Dematiaceos (1%) y Artrosporas (1%). Cabe destacar
que durante el muestreo no se registré presencia de bacterias que pudieran interferir con el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos.
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9.3 Morfologia de los géneros mas abundantes

A continuacion una breve descripcién de los géneros mas abundantes, basado en la macro
y micromorfologia observada en el microscopio 6ptico (OLYMPUS®) del laboratorio de
Micologia de la Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco (UAM-X).

Aspergillus sp.

Figura 26. Micromorfologia de Aspergillus sp.

Hongo filamentoso hialino ligeramente verdoso sin septos con ramificaciones en el
conidiéforo, ensanchado al final por una vesicula amplia, coronada de esterigmas en forma
de redoma. Tiene conidios verdes oscuros, unicelulares redondos que forman una cadena.
Sus colonias son de color verde oscuro y en ocasiones cuenta con bordes blanquecinos.

Penicillium sp.

Figura 27. Micromorfologia de Penicillium sp.

Hongo polvoso de color verde olivo con blanco, que cuenta con hifas septadas. Posee un
conidiéforo derivado del micelio, con un solo verticilio en la fialide formando cadenas de

conidios esféricos de color verde azulado.
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Cladosporium sp.

Figura 28. Micromorfologia de Cladosporium sp.

Hongo filamentoso, perteneciente al grupo de los dematiadceos, caracterizado por presentar
una coloracion oscura. Cuenta con hifas septadas pigmentadas. Las hifas sostienen
cadenas ramificadas de conidios elipsoides o cilindricos de color marrén.

Fusarium sp.

Figura 29. Micromorfologia de Fusarium sp.

Hongo hialino con macro y microconidios unidos a la fidlide. Los macroconidios cuentan
con una célula apical alargada con forma de hoz. Mientras que los microconidios tienen 1 o
2 células ovoides. Sus colonias son de color blanco, amarillo o rosado tenue.

46



Alternaria sp.

Figura 30. Micromorfologia de Alternaria sp.

Hongo mohoso cosmopolita, que cuenta con conidios multicelulares con septos
transversales y longitudinales irregulares de color marron. Sus colonias son de color verde
olivo o grisaceo, con consistencia polvorienta y lanosa.

9.4 Variacion estacional de las esporas aerotransportadas

Se realiz6 un analisis de abundancia por estacion para observar patrones de conducta de
los géneros fungicos encontrados.
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Figura 31. Variacion estacional de los géneros encontrados durante el muestreo 2014-2015.

Durante el estudio se realizaron 21 muestreos abarcando las cuatro estaciones del ano

(Tabla 6).
Estaciones anuales Muestreos
Primavera M1-I, M2-l, M2-F, M3-1, M3-F, M4-l, M4-F, M5-1, M5-F.
Verano Me6-1, M6-F, M7-1, M7-F, M8-I, M8-F, M9-1, M9-F, M11-1, M11-F, M12-1,
M12-F.
Otono M13-1, M13-F, M14-I, M14-F, M15-I, M15-F, M16-I, M17-I, M17-F, M18-
I, M18-F.
Invierno M19-1, M20-1, M21-1.

Tabla 6. Muestreos correspondientes a las estaciones anuales. La letra (M) representa la abreviatura de la
palabra “Muestreo”. EI nimero siguiente, simboliza el nimero del muestreo. Finalmente la letra después del
guion significa la fase en la que se llevaron a cabo, Impactacion directa (I) o por toma de Filtros (F).

Durante el estudio, tres muestreos no mostraron presencia de estructuras fungicas; tal es el
caso del muestro no. 1 de Filtros (M1-F) en primavera, el muestreo no. 10 de Impactacién y
de Filtros (M10-1 y M10-F) en verano y el muestreo no. 16 de Filtros (M16-F) en otrofio. En
cuanto a invierno, no se muestreé cada 15 dias como en las otras temporalidades, ni
tampoco se tomaron muestras con filtros; unicamente se muestrearon los dias 4 y 9 de
Enero de 2015, asi como el 26 de Diciembre de 2014. Debido a que fueron los dias mas
cercanos a las festividades realizadas en época de Sembrina y de Dia de Reyes.
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En cuanto a la diversidad de géneros encontrados durante las estaciones muestreadas, se
puede apreciar que existan fluctuaciones notorias entre cada una de ellas (Figura 31).
Siendo verano la estacion en la que se presentdé una mayor cantidad de géneros con 34%,
seguido de otofio con 33%, primavera con 27% e invierno unicamente con 6% (Figura 32).
Este mismo patrén se repite pero en UFC (Figura 32), siendo nuevamente verano cuando
se obtuvo una mayor cantidad con 2737 UFC correspondiente al 62%, seguido de otofio
con 1016 UFC (23%), primavera con 432 UFC (10%) e invierno con 242 UFC (5%).

Géneros

27%
33%

Primavera H Verano

Primavera H Verano

Otoiio Invierno Otoiio Invierno

Figura 32. Graficas en porcentaje de la cantidad de géneros y UFC presentes en las estaciones anuales
durante el muestreo de 2014-2015.

En seguida se presenta en la Tabla 7, los géneros con mayor cantidad de UFC por
estaciones anuales.

Primavera Cladosporium, Alternaria, Geotrichum'y Fusarium.
Verano Aspergillus, Penicillium, Fusariumy Cladosporium.
Otono Cladosporium, Penicillium, Alternariay Mucor.

Invierno Cladosporium, Penicillium, Fusariumy Oidium.

Tabla 7. Géneros con mayor cantidad de UFC en las cuatro estaciones anuales durante el muestreo 2014-
2015 en el Valle de Toluca.

Mientras que los géneros que se encontraron una vez durante el muestreo (Tabla 8) fueron:

Arthrinium Blastomyces Cladosporiella Chaetophoma Cunninghamella
Chiloridium Dactylella Dictyostelium Diplodia Dendrophoma
Diplococcium Eurotium Echinobotryum Gilmaniella Gonytrichum
Gonatobotryum Glomerularia Helicocephalum Helicosporium Helicomyces
Hendersonula Hymenoscyphus Hobsonia Idriella Leptothyrium
Metarhizium Microclavia Neosartorya Olpitrichum Ovularia
Phialophora Phialomyces Pleurocybella Rhizomucor Rhynchosporium
Seimatosporum Septoria Stachybotrys Staphylotrichum Stemphylium
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Spiromyces Sporidesmium Syncephalastrum Tetracladium Tetracocosporium
Tricladium Thysanophora Tilletiopsis Thallospora Umbelopsis
Verticicladium Wallemia

Tabla 8. Géneros encontrados una solo ocasion durante el muestreo 2014-2015 en el Valle de Toluca.

Resulta importante mencionar que los géneros mas abundantes y también gran parte de
los que obtuvieron una mayor cantidad de UFC, son también aquellos que se presentaron
durante las cuatro estaciones anuales, los cuales fueron Aureobasidium, Alternaria,
Apergillus, Cladosporium, Chrysosporium, Fusarium, Oidiumy Penicillium (Figura 31).

9.5 Variacion de las esporas aerotransportadas por estaciones de
monitoreo

En lo concerniente a las estaciones de monitoreo se puede observar entre cada una de
ellas variaciones respecto a la carga de bioaerosoles expresada en UFC, asi como la
presencia de mayor cantidad de géneros en unas épocas que en otras. Es necesario anadir
que los muestreos correspondientes a la época de invierno no se consideraron para este
apartado, ya que las cajas Petri utilizadas en esa época solo se colocaron en una estacién
de monitoreo y no siempre fue en la misma debido a cuestiones de tiempo y festividades;
por lo que las comparativas solo se realizaran entre las épocas de primavera, verano y
otofio por estaciones de monitoreo (San Cristébal, Aeropuerto, Oxtotitlan y San Mateo).

9.5.1 Estacion de Monitoreo San Cristobal

En las estaciones primavera, verano y otoio se puedo observar cierta heterogeneidad
entre cada una de ellas (Figura 33); con relacién a la cantidad de UFC y géneros
presentes. Donde otofio mostré tener una mayor cantidad de géneros fungicos con 36,
seguido de verano con 35 géneros, mientras que primavera solo obtuvo 23 géneros.
Respecto a las UFC los papeles se invirtieron siendo verano el que consiguié la mayor
cantidad con 430 UFC, seguido de otofio con 294 UFC y primavera con 100 UFC.
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Figura 33. Variacion estacional de los géneros encontrados en la estacion de monitoreo en San Cristobal,
municipio de Toluca.

En la siguiente Tabla (9) se presentan los géneros mas abundantes en UFC por estaciones
anuales en San Cristébal.

Primavera Scopulariopsis, Alternaria, Geotrichumy Bipolaris.
Verano Aspergillus, Penicillium, Fusariumy Spiromyces.
Otono Cladosporium, Penicillium, Alternaria'y Acremonium.

Tabla 9. Géneros con mayor cantidad de UFC en las épocas de primavera, verano y otofio durante el
muestreo 2014-2015 en el Valle de Toluca.

9.5.2 Estacion de Monitoreo Aeropuerto

En lo respectivo a la estacion de monitoreo Aeropuerto, la situaciéon es similar a la descrita
anteriormente con San Cristobal; ya que otofio nuevamente mostrdé tener una mayor
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cantidad de géneros fungicos con 37, seguido de verano con 30 géneros y primavera 27.
De igual manera en cuanto a las UFC, verano consigui6é la mayor cantidad con 715 UFC,
seguido de otofio con 259 UFC y primavera con 187 UFC (Figura 34).

A continuacién en la siguiente Tabla (10) se presentan los géneros mas abundantes en
UFC por estaciones anuales en Aeropuerto.

Primavera Cladosporium, Alternaria'y Acremonium.
Verano Aspergillus, Penicillium, Fusariumy Acremonium.
Otono Cladosporium, Alternaria Mucory Aureobasidium.

Tabla 10. Géneros con mayor cantidad de UFC en las épocas de primavera, verano y otofio durante el
muestreo 2014-2015 en el Valle de Toluca.
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Figura 34. Variacion estacional de los géneros encontrados en la estacion de monitoreo en Aeropuerto,
municipio de Toluca.



9.5.3 Estacion de Monitoreo Oxtotitlan

La estacion de monitoreo Oxtotitlan, de igual manera que las dos estaciones de monitoreo
antes mencionadas sigue el mismo patrén. Otofo reiteradamente mostré tener una mayor
cantidad de géneros fungicos con 32, seguido de verano con 29 géneros, mientras que
primavera solo presento 18 géneros. Referente a las UFC, verano consiguidé la mayor
cantidad con 729 UFC, seguido de otofio con 162 UFC y primavera con 41 UFC (Figura

35).
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18 16 22

Mucor
Torula g
Monilia ]
Bipolaris g
Aspergillus g
Lecanicinium §

Basipetospora |
Alternaria [ ]
Chrysosporium
Penicillium
Fusarium
Cladosporium
Geotrichum &
Epicoccum g
Moniliella
Scopulariopsis |
Monascus §
Aureobasidium g
Botryoderma &
Beltrania g
Papulospora
Hyphopichia §
Tetracladium g
Diplococcium |\
Tricladium ]
Rhynchodpori. .|
Blastomyces |
Paecilomyces

Géneros

Staphylotrichum |

Figura 35. Variacion estacional de los géneros encontrados en la estacién de monitoreo en Oxtotitlan,

municipio de Toluca.

En la siguiente Tabla (11) se presentan los géneros mas abundantes en UFC por
estaciones anuales en Oxtotitlan.

Primavera Cladosporium, Fusariumy Alternaria.
Verano Cladosporium, Aspergillus, Fusariumy Penicillium.
Otono Cladosporium, Mucor, Penicilliumy Fusarium.

Tabla 11. Géneros con mayor cantidad de UFC en las épocas de primavera, verano y otofio durante el
muestreo 2014-2015 en el Valle de Toluca.

9.5.4 Estacion de Monitoreo San Mateo

Finalmente en la estacion de monitoreo San Mateo, algo inusual se suscitd, ya que en el
caso particular de esta estacion; verano mostrd la mayor cantidad de géneros con 34,
seguido de otofo con 33 y primavera con 23 géneros. Mientras que para las UFC la
secuencia fue igual a las anteriores, verano con 774 UFC, seguido de otofio con 280 UFC y
primavera con 101 UFC (Figura 36).
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Enseguida se presenta en la siguiente Tabla (12) los géneros mas abundantes en UFC por
estaciones anuales en San Mateo.

Primavera Cladosporium, Alternaria'y Geotrichum.
Verano Penicillium, Verticillium, Aspergillus y Ovulariopsis.
Otorio Cladosporium, Scopulariopsis, Alternaria 'y Aureobasidium.

Tabla 12. Géneros con mayor cantidad de UFC en las épocas de primavera, verano y otofio durante el
muestreo 2014-2015 en el Valle de Toluca.

9.6 Abundancia de Alternaria por épocas anuales y estaciones de
Monitoreo

Alternaria es considerado uno de los géneros mas relevantes a nivel mundial.
Caracteristico por estar presente durante las cuatro épocas del aflo, como se muestra en la
Figura 37, en la que se aprecia la presencia de este género en todas las temporalidades.
De igual manera se puede observar que el mayor porcentaje de UFC se encontré en otofio
con 50%, seguido de primavera con 33%, verano con 16% e invierno con 1%.

EPOCAS DEL ANO

Primavera

Invierno
Verano Otofio

M Verano

Otono Primavera

Invierno

Figura 37. Grafica en porcentaje de Alternaria por épocas anuales durante el estudio realizado en 2014-2015.

Respecto a las estaciones de monitoreo, Alternaria estuvo presente en las cuatro
estaciones. En tres de ellas en mayor porcentaje, como es el caso de San Cristébal con
33%, Aeropuerto con 31% y San Mateo con 28%, mientras que Oxtotitlan represento a la
minoria con 9% (Figura 38).
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ESTACIONES DE MONITOREO

Oxtotitlan

San Cristobal

San Mateo

Aeropuerto

Figura 38. Grafica en porcentaje de Alternaria por estaciones de monitoreo durante el estudio realizado en
2014-2015.

9.7 Correlacion entre Alternaria y los parametros ambientales

Para la correlacién se utilizaron los pardmetros ambientales, direccién y velocidad del
viento, temperatura del ambiente y humedad relativa. En la que, humedad relativa y
velocidad del viento mostraron tener mayor relacion con Alternaria, pero en diferente época
del ano.

En primavera, Alternaria tuvo una relacion positiva inicamente con el parametro direccion
del viento, con una r=0.8 y una #=0.6, mientras que en los deméas parametros ambientales
su relacion fue negativa. En verano, Alternaria mostro tener una relacién positiva perfecta
con humedad relativa con una r=0.9 y una ’=0.9, en relacién con los demas parametros
ambientales, estos mostraron una relacién negativa. Finalmente en otono, Alternaria no
mostro tener ninguna relacion significativa con ninguno de los pardmetros de interés.

Direccion del viento Humedad relativa

_ R2=0.59 . R’=0.
_ . 4

&

Figura 39. Grafica de correlacion entre Alternaria y los parametros Direccién del viento (primavera) y
Humedad relativa (verano).
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Antes de concluir es importante mencionar que para este analisis no se tomd en
consideracién la época de invierno, ya que como se menciond en el apartado anterior,
estos muestreos Unicamente se realizaron en una estacibn de monitoreo que no fue
siempre la misma.

9.8 Aislados de Alternaria en medio PDA
Para la obtencion de los aislados en PDA se utilizaron las colonias obtenidas en los

muestreos de impactacion directa y por toma de filtro, de los cuales se lograron purificar 33
aislados de Alternaria (Figura 39).

Figura 40. Aislados de Alternaria purificadas en medio PDA.

9.9 Actividad proteolitica de Alternaria

Para la protedlisis se utilizaron las 33 aislados obtenidas en PDA, con el objetivo de
seleccionar aquellas que tuvieran mayor capacidad enzimatica mediante el /ndice
Enzimatico: x halo/ x colonia; expresado tanto estadisticamente como por documentacién
fotogréfica. En el caso particular de la documentacion por fotografia se pudo apreciar que
algunos aislados de Alternaria mostraron tener efecto en el tratamiento, ya que la formacion
de los halos y el incremento de las colonias fueron evidentes en el transcurrir de las horas
criticas y de los dias posteriores a estas.

Donde, en las primeras 24 horas se aprecio la formacion de un halo pequerio y la aparicion
de diminutas manchas oscuras caracteristicas de las colonias de Alternaria; para este dia
los halos midieron aproximadamente entre 0.8 a 1 cm de diametro y las colonias entre 0.6 y
0.8 cm de diametro (Figura 41).
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Figura 41. Documentacion fotografica de Alternaria en medio leche descremada (24 horas).

Durante las 48 horas se observd un halo mas diferenciado y crecimiento de la colonia
mostré ser exponencial (Figura 42); para este segundo dia los halos midieron
aproximadamente entre 1.1 a 2 cm de didmetro y las colonias entre 0.8 y 2.5 cm de

diametro.

Figura 42. Documentacion fotogréafica de Alternaria en medio leche descremada (48 horas).

A las 72 horas el incremento de los halos y de las colonias fue notorio (Figura 42); para el
tercer dia los halos midieron aproximadamente entre 2.1 y 3.1 cm de diametro, mientras
que las colonias entre 0.8 y 2.8 cm de diametro.

Figura 43. Documentacion fotografica de Alternaria en medio leche descremada (72 horas).
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Aunque las horas criticas para este experimento solo abarcan las primeras 72 horas, se
tomo la decision de observar el crecimiento de los halos y la expansion de las colonias por
mas tiempo; con el fin de conocer si Alternaria era capaz de sobrevivir utilizando este
medio. El resultado fue muy grato al transcurrir un mes de prueba (Figura 44).

Figura 44. Documentacién fotografica de Alternaria en medio leche descremada (dia 30).

No obstante, los datos obtenidos no cumplieron con el supuesto de normalidad por lo que
se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con un a=0.05 en el que se
encontraron diferencias significativas entre la capacidad enzimatica de las 33 aislados
p<0.0001.

1.8
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TX Tukey-Kramer

0.05

Figura 45. Diagrama de cajas de los 33 aislados de Alternaria en medio leche descremada.

En el diagrama de cajas (Figura 45) se puede observar que los aislados mostraron tener
efecto en los tratamientos, de forma diferente (eficiencia). Por lo tanto se tomd la decision
de realizar “la comparacion multiple de pares Tukey-Kramer” con un p-Value de 0.05; en el
que nuevamente aparecieron diferencias significativas entre los 33 tratamientos.
Confirmados en la tabla descriptiva de Niveles, donde se delimitaron de tres grupos (A, AB
y ABC).
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* Means Comparisons
w = Comparisons for all pairs using Tukey-Kramer HSD

Level Mean
1.4104748
1.4087036
1.2692861
1.3605104
1.357 7274
1.3229622
1.3013492
1.2931039
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1.2158730
11977040
1.1975987
11875254
11825397
11808761
11746032
1.1688666
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1. 1506757
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Figura 46. Prueba de Tukey con a=0.05 de los 33 tratamientos de Alternaria en medio leche descremada. El
comparativo muestra que hay tres grupos (A), (AB) y el (ABC).

Por consiguientes se tomo la decision de considerar uno de cada grupo (Figura 46),
agregando el criterio de halos bien diferenciados y colonias con pigmentacién obscura,
para el experimento final con plumas de aves. Contemplando del grupo (A) la cepa 25, del
grupo (AB) la cepa 13 y del grupo (ABC) la cepa 10 (Figura 47).

Figura 47. Aislados seleccionadas para el experimento de plumas de ave.

9.10 Actividad queratinolitica de Alternaria

Este procedimiento se llevd a cabo en dos fases, la primera se realizo un medio de sales
con plumas de ave trituradas en la que se midieron los halos de las aislados 10,13 y 25
(mediante el Indice Enzimdtico: X halo/ x colonia) seleccionadas por el método de
protedlisis con medio leche descremada. El objetivo fue observar y registrar si Alternaria
mostraba tener efecto en el tratamiento de actividad queratinolitica, por lo que en esta
primera fase se opt6 por beneficiar a Alternaria con un medio de sales para posteriormente
tener la posibilidad de que utilizara las plumas de ave.
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En las primeras 24 horas se apreci6 la formacion de halos semitransparente con colonias
bien diferenciadas, mucho mas pronunciadas que las observadas en el medio leche
descremada. Para este dia los halos midieron aproximadamente entre 0.9 y 1.3 cm de
diametro, mientras que las colonias entre 0.6 y 0.9 (Figura 48).

Figura 48. Documentacion fotogréafica de las aislados 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de sales con plumas
de ave trituradas (24 horas).

Transcurridas las 48 horas los halos incrementaron de diametro y las colonias aumentaron
favorablemente de tamafno (Figura 49); para este segundo dia los halos midieron
aproximadamente entre 1.4y 2.1 cm de diametro y las colonias entre 1 y 2 cm de diametro.

Figura 49. Documentacion fotogréafica de las aislados 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de sales con plumas
de ave trituradas (48 horas).

A las 72 horas el crecimiento fue considerable tanto de los halos como de las colonias
(Figura 50); para este dia los halos midieron aproximadamente entre 2.1 y 2.6 cm de
diametro, mientras que las colonias entre 2 y 3 cm de didmetro.
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Figura 50. Documentacion fotografica de las aislados 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de sales con plumas
de ave trituradas (72 horas).

De igual manera que en ensayo de leche descremada, se consider6 apropiado dejar
transcurrir un mes de prueba para observar si las aislados de Alternaria podrian sobrevivir
en el medio de sales con pluma de ave trituradas. El resultado fue nuevamente grato
(Figura 51).

Figura 51. Documentacion fotogréafica de las aislados 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de sales con plumas
de ave trituradas (dia 30).

Referente a los datos obtenidos, estos no cumplieron con el supuesto de normalidad por lo
que se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con un a=0.05 en el que no se
encontraron diferencias significativas entre la capacidad enzimatica de los tratamientos no.
10, 13 y 25 con una p>0.1824.
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Figura 52. Diagrama de cajas e histograma de los tratamientos no. 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de
sales con plumas de ave trituradas.

En el diagrama de cajas se puede observar que los tratamientos mostraron tener efectos
similares (eficiencia). Siendo el 50% de la eficacia, del parametro 1.4 al 1.75 del nivel del
Indice Enzimatico. Es importante aclarar, que en el caso particular del tratamiento no. 10;
este mostro un dato atipico que sale del comprtamiento general de los demas parametros
(Figura 52).

¥ Means Comparisons
¥ ~' Comparisons for all pairs using Tukey-Kramer HSD

q° Alpha |
235841
Abs(DIf-LSD
25 13 10
25 -0.08312 -0.04105 -0.03605
13 -0.04105 -0.08312 -0.07813

10 -0.03605 -0.07813 -0.08312

¥ Positive values show pairs of means that are significantly different
Level Mean
25 A 1.6035802
13 A 1.5614876
10 A 1.5564920

#r Levels not connected by same letter are significantly different

Level -Level Difference StdErrDif LowerCL UpperCL|| p-Value
25 10 0.0470681 00352445 -0.036053 0.1301890§ 0.3769
25 13 0.0420725 0.0352445 -0.041048 0.1251934]
13 10 0.0049956 0.0352445 -0.078125 0.0881165080.9890 ||

Figura 53. Prueba de Tukey con a=0.05 de los tratamientos no. 10, 13 y 25 de Alternaria en medio de sales
con plumas de ave trituradas. El recuadro verde representa el p-Value de cada tratamiento, mientras que el
recuadro amarillo muestra el grupo en el que se encuentran los tratamientos.




En cuanto a “la comparacion multiple de pares Tukey-Kramer con una p-Value de 0.05”;
mostro nuevamente, que no se encontraron diferencias significativas. Esto se puede
corroborar con la tabla descriptiva de Niveles, donde se aprecia que todos los tratamientos
pertenecen al mismo grupo (A), donde la p=0.3769 para el tratamiento no. 10 y 25,
p=0.4581 para el tratamiento no. 13 y 25 y una p=0.9890 en el tratamiento no. 10 y 13
(Figura 53).

En la segunda fase de la actividad queratinolitica, se utilizd6 agar agua con plumas de
aproximadamente 1 cm de largo, con el propésito de que Alternaria utilizara Unicamente las
plumas como fuente adecuada para su crecimiento y desarrollo. Teniendo como base el
Indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico (ICDF). Es relevante acotar, que las
aislados 10, 13 y 25, nuevamente fueron utilizados para este experimento.

9.11 indice de crecimiento y desarrollo fingico

% Descripcion del ICDF: 0.5
Germinacidn de conidios con uno o dos tubos germinales en el area cercana al sustrato.

Figura 54. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 0.5.
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% Descripcion del ICDF: 1.0
Crecimiento de tubos germinales y presencia de hifas.

Figura 55. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 1.0.

% Descripcion del ICDF: 1.5
Crecimiento inicial del hongo orientado hacia el sustrato queratinoso y primer contacto

de las hifas con él.

Figura 56. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 1.5.
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% Descripcion del ICDF: 2.0
Crecimiento micelial en la superficie del sustrato.
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Figura 57. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 2.0.

< Descripcion del ICDF: 2.5
Inicio de esporulacion, conidios que cubren el sustrato.

Figura 58. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 2.5.
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< Descripcion del ICDF: 3.0
Esporulacién completa, sustrato cubierto de micelio y conidios.

Figura 59. Efecto de Alternaria en plumas de ave, parametro del ICDF: 3.0.

9.12 Observaciones diarias

Las primeras 24 horas, los tres aislados mostraron tener un parametro de 2 segun el ICDF;
el cual menciona que ya hay crecimiento micelial en la superficie del sustrato. Es decir,
Alternaria en tan solo unas horas paso de la germinacién de conidios e hifas al crecimiento
del hongo utilizando el sustrato con la aparicion ligeramente del micelio.

Durante las siguientes 48 horas, las tres aislados avanzaron considerablemente
encontrandose en el parametro 2.5 con base en el ICDF; donde ya hay esporulacion y
recubrimiento de las plumas.

Para las 72 horas, Alternaria habia llegado al parametro 3 del ICDF; donde su esporulacion
ya era completa con presencia de conidios y micelio.

Nuevamente se dejoé transcurrir un mes (Figura 60) para cerciorarnos que Alternaria
estuviera utilizando las plumas como fuente de alimentacion, favoreciendo asi su
crecimiento y desarrollo en dias posteriores. Finalmente el resultado fue exitoso.
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Figura 60. Documentacién fotogréafica de las aislados 10, 13 y 25 de Alternaria en agar agua con plumas de
ave (dia 30).

10. Discusion

El Valle de Toluca es una de las zonas conurbadas mas importante del Edo. de México y la
quinta a nivel nacional (Proaire, 2012), después de la CDMX, Guadalajara, Monterrey y
Puebla (Arteaga, 2005; Martinez-Galindo, 2011). Sin embargo la zona metropolitana del
Valle de Toluca ha presentado una modificacion en sus actividades econdmicas en los
ultimos, ya que paso de ser una economia sustentable rural a una industrial y de servicios,
trayendo consigo el crecimiento demogréfico, el incremento de la industria, la flota
vehicular, el elevado consumo de combustibles y patrones inadecuados de desplazamiento
urbano (INEGI, 2010).

Todos estos factores traen como consecuencia el aumento de emisiones a la atmésfera y
la contaminacién del aire, por lo que en esta investigacion se considerd importante realizar
estudios de calidad del aire enfocados a microorganismos fungicos y su asociacioén con las
PM, s y los parametros ambientales.

En la presente investigacion los géneros mas abundantes durante todo el muestreo fueron
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusariumy Alternaria, considerados cosmopolitas y
de gran abundancia en todo el mundo (Sharma et al., 2011; Almaguer-Chavez y Rojas-
Flores, 2013; Sanchez-Espinosa y Almaguer-Chavez, 2014), de ahi que obtuvieron juntos
el 71% de abundancia total del muestreo realizado en 2014-2015 en el Valle de Toluca.

Asimismo, la presencia de estos géneros pueden estar vinculadas a enfermedades
respiratorias, alergias, asma, conjuntivitis y diversos padecimientos de la piel. Ademas de
que comparten caracteristicas tales como la tolerancia a temperaturas arriba de los 20°C,
cuentan con produccion de micotoxinas y son parasitos oportunistas de humanos. En el
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caso de Alternaria y Cladosporium son géneros de presencia dominante en el exterior,
mientras que Fusarium es un género ocasional, en cuanto a Penicillium y Aspergillus son
géneros abundantes en interiores (Zebeldia et al., 2012).

Frecuentemente los casos de asma alérgica son etiolégicamente fungicos, dominadas
principalmente por géneros como Alternaria con 8.2%, Aspergillus 1.4%, Cladosporium
1.4%, Penicillium 0.4% y otros sin especificar con 0.2%. La Sociedad de Alergologia e
Inmunologia Clinica menciona que los sintomas alérgicos mas comunes son
rinoconjuntivitis con 55.5% y asma 28%, siendo la causa principal el polen, epitelios de
animales y esporas de hongos (Rendueles, 2015). Hay que resaltar que la literatura
correspondiente a este tipo de estudios en México es escasa por lo que la mayoria de
estos géneros han sido previamente reportados por autores como Lépez-Martinez et al.,
1986; Rosas et al., 1997; Calderdn et al., 1997; Castellanos-Moguel et al., 2007; Gutiérrez-
Reyes et al., 2009; Lépez-Urbina, 2011, Galindo-Martinez, 2011 y Martinez-Hernandez,
2013.

En cuanto a la diversidad de géneros presente por épocas anuales, verano mostro tener
una mayor cantidad de géneros y UFC, seguido de otofo, primavera e invierno. Kasprzyk
et al., en 2004 realizaron un estudio en Polonia donde la mayor concentracién de esporas
la obtuvo verano, seguido de primavera, otofio e invierno. Lépez-Urbina en 2011 menciona
que en la CDMX consiguié una mayor cantidad de UFC en invierno, seguido de primavera,
otofio y verano; sin embargo los datos reportados por este autor en verano, indican que
obtuvo 2133 UFC, datos similares a los que se encontraron en verano en el Valle de Toluca
(2737 UFC). Mientras que Gutiérrez-Reyes et al., en 2009 menciona que la composicion de
bioaerosoles en las épocas de verano y otofio corresponden principalmente a polen,
esporas, diversos microorganismos y fragmentos. Vale la pena senal que la cantidad de
esporas puede variar dependiendo de la ubicacién, geografia del lugar, condiciones
climaticas y meteoroldgicas, por lo que es dificil atribuir este tipo de fluctuaciones a un
factor o época con certeza.

En ese mismo sentido, podemos anadir el comportamiento de las UFC con respecto a las
estaciones de monitoreo y las épocas anuales, siendo San Cristobal, Aeropuerto y
Oxtotitlan las estaciones que mostraron patrones similares, donde la mayor cantidad de
géneros se encontrd en otofo, seguido de verano y primavera, mientras que para las UFC
tuvo una mayor concentracion en verano, seguido de otorio y primavera. En el caso de San
Mateo esta fue la Unica estacion que mostro un modelo lineal entre la concentracién y la
cantidad de géneros (verano, otofio y primavera). Martinez-Galindo en 2011 menciona que
durante el muestreo realizado en el Valle de Toluca los parametros ambientales mostraron
estar elevados en los meses de Septiembre a Noviembre, correspondiente a la época de
verano y otofio, por lo que la concentracion de particulas suspendidas elevadas podria
atribuirse a esos factores, no obstante en esta investigacidon los parametros mas elevados
no oscilaron entre esas épocas por lo que resulta aventurado relacionarlo con los
parametros ambientales proporcionados por la RAMAT.
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Ante la situacion planteada queda anadir que las mayores concentraciones obtenidas de
Alternaria fueron 774 UFC en San Mateo, seguido de Oxtotitlan con 729 UFC y Aeropuerto
con 715 UFC, esto puede deberse a que San Mateo cuenta con una gran cantidad de
fabricas enfocadas a diferentes productos, centros automotrices y a que esta ubicada en
una zona considerada como rural debido a la cantidad de amplios parajes, mientras que
Aeropuerto cuenta con el vuelo y aterrizaje de aviones que vienen y van a diferentes
puntos, también se encuentra rodeado de fabricas y centros de entretenimiento (carreras y
pruebas de autos), trayendo consigo la resuspencién frecuente de particulas. En cuanto a
Oxtotitlan es una zona considerada como semi urbanizada por lo que cuenta con diversos
servicios como sitios de taxis, escuelas, casas, parques y algunos centros automotrices,
quiza debido al incremento de vehiculos por habitante, la condicién de este lugar se vea
afectada.

En lo pertinente a Alternaria este mostro tener una mayor porcentaje en la época de otoro,
seguido de primavera y verano, estos datos son similares a los planteados por Rocha-
Estrada et al., en 2013 y Gonzalo et al., en 1996, donde las mayores concentraciones de
Alternaria corresponden a la época de otofio. En cuanto a primavera y verano su
correlacién esta ligada positivamente a los parametros direccion del viento y humedad
relativa, por lo que estos pudieron favorecer a Alternaria; Gottwald et al., en 1997 realizaron
una simulacién con una camara de ambiente controlado por una computadora (CCEC) en
la que encontraron que la lluvia beneficia la liberacién de esporas, pudiendo asi explicar la
relacion entre verano y el parametro humedad relativa, mientras que para primavera y el
parametro direccion del viento, se sabe que las corrientes de aire cercanas al Valle de
Toluca van del Sureste al Oeste y al vincularlo con la topografia del lugar favorecen la
dispersion de contaminantes (Gobierno del Estado de México, 2005).

Diversos autores (Rizzi-Long et al., 2009; Kilic et al., 2010, Lépez-Urbina, 2011) mencionan
diferentes temporalidades en las cuales Alternaria mostro tener una mayor concentracion
de esporas, sin embargo Rendueles et al., en 2015 menciona que los actuales cambios
climéaticos estan afectando los diferentes procesos aerobioldgicos (emisidn, dispersion,
transporte y deposicion) de los alérgenos, por lo que es complicado saber o predecir su
comportamiento.

Una vez expuesto lo anterior, a continuacién nos enfocaremos en las pruebas proteolitica y
queratinoliticas donde Alternaria mostro tener efecto de tratamiento, tanto estadisticamente
como por documentacién fotografica. Gauthier et al., 2012 y Blackwell en 2011 mencionan
que de los 1.5- 5.1 millones de especies fungicas, se han estimado 270 000 que son
asociadas con plantas, de las cuales 325 se conoce que infectan humanos, aunque se
desconocen aun sus mecanismos. Algunos de estos utilizan diversos métodos de infeccion,
principalmente relacionados por la inhalacion de bioaerosoles o por la penetracion durante
un traumatismo, ademas de que mayoritariamente son dematiaceos derivados de la clase
dothideomycetes como Alternaria.
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Existe mucha documentacion acerca de la patogenicidad de Altenaria y sus alteraciones en
plantas, asi como el registro de innumerables casos clinicos de afecciones ocasionados a
humanos y algunos animales (Gomes et al., 2011; Shakurnia et al., 2013; Konidiaris et al.,
2013; Chakaraborty et al., 2014; Secnikova et al., 2014); no obstante la informacidn
disponible solo se remite a esto, por lo que hay muy poca documentacién conocida o
estudiada de las enzimas asociadas, mecanismos de accion y protocolos para su
estandarizacion.

Es importante mencionar que Alternaria es protagonista de diferentes enfermedades
alérgicas como rinitis, bronquitis, neumonitis hipersensitiva y asma (O’Gorman y Fuller,
2008); asi como de algunas enfermedades micoéticas en piel y ufias, infecciones cornéales
y sindrome de Cushing (Palacio y Cuétara, 2009). Por lo que toda la informacién adyasente
unicamente es ligada por los aislados obtenidos de las personas afectadas y la aparacion
del hongo, acompanado de algun traumatismo, un sistema inmunocomprometido o con
alguna enfermedad severa terminal; sin embargo todavia no se entiende como es que se
adhiere, penetra y paracita. Aun falta mucho que dilucidar bajo la luz de algun metodo
cientifico que respalde con pruebas los factores ligados a esta problematica.

En contraste esta investigacién puede esclarecer un pequefa parte del rompecabezas; con
la vinculacion de los datos recabados, casos y algunas enfermedades derivadas de
Alternaria, enlazandolos con los resultados obtenidos durante esté estudio, en el que se
logré demostrar que Alternaria posee una capacidad enzimatica para penetrar y degradar
medio con proteinas y queratina, realizando asi procesos complejos.

En cuanto a los datos estadisticos en el ensayo de actividad queratinoliticas con plumas de
ave trituradas se muestra que no hay diferencias signifcativas entre la capacidad de los 3
tratamientos. Esto se ve reflejado en los resultados del estudio del ICDF, en el que ninguno
de la tratamientos es mejor, en vista de que al transcurrir las primeras 24 horas todas
llegaron a la fase 2.5, mientras que trascurridas las 78 horas las 3 se encontraban en la
fase ultima de este experimento. Despues de lo anterior expuesto, es importante senalar
que el modelo de ICDF modificado por Castellanos-Moguel et al., 2007 y descrito por
Landa et al, 1994, tuvo ligeras modificaciones para este escrito con el objetivo de
determinar la patogenicidad de hongos filamentoso como Alternaria en medios
queratinosos, utilizando parametros niumericos como fases.

Finalmente queda agregar que algunos autores enfocados en resolver dicha incognita
como la presente, se han encontrado con detalles relevantes asociados a este género, por
lo que han dado pauta para el surgimiento de nuevos paradigmas con la intencion de
encontrar una solucion y buscar la mejora de las personas afectadas (Wadhwani et al,,
1985; Gugnani, 2000; Rubio-Calvo et al., 2001; Apprich et al., 2006; Vanzzini et al., 2010).

En el marco de las observaciones anteriores concluiria que a pesar de que el modelo de
este estudio mostros ser exitoso, probando que Alternaria puede utilizar el medio leche
descremada y las plumas como sustrato, favoreciendo su germinacién, crecimiento y
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colonizacion; aun falta mucho por estudiar respecto a este microorganismo, asi como sus
procesos, asociaciones con otros hongos y su potencial enzimatico como agente
proteolitico y queratinolitico.

11. Conclusion

e La diversidad de géneros encontrados en el Valle de Toluca es alta con respecto
a la abundancia, siendo el género mas abundante Aspergillus seguido de
Penicillium.

e Las temporada de lluvia y direccion del viento pudieron influir en cuanto al
incremento de UFC en las épocas de verano y otofo en las estaciones de
monitoreo.

e Las estructuras fungicas presentes en los Filtros para contaminantes quimicos en
la fraccion PM.s fueron similares a las encontradas en la cajas Petri de
Impactacion directa.

e Se logro aislar Alternaria con éxito de los Filtros para contaminantes quimicos,
cumpliendo asi con los objetivos planteados en esta investigacién.

e Los parametros humedad relativa y direccion del viento mostraron correlaciones
positivas con las épocas de verano y primavera, por lo que estas pudieron
favorecer a Alternaria.

e La cantidad de esporas detectadas de Alternaria corresponde al 4% de la
abundancia total del muestreo; concentracion suficiente como para sensibilizar a
la poblacion de Toluca y desencadenar enfermedades severas, de acuerdo con
la literatura mencionada por Ponton et al., 2002 y Grinn-Gofrén y Rapiejko, 2009.

e La estaciones de monitoreo San Cristébal, Aeropuerto y San Mateo mostraron
tener mayores concentraciones de Alternaria por lo que pueden considerarse
como zonas de riesgo para las personas susceptibles a este tipo de
microorganismo, inmunodeprimidas, comprometidas o alérgicas.

e Para el ensayo de protedlisis con medio leche descremada, se encontraron
diferencias significativas entre la capacidad enzimatica de las 33 aislados
p<0.0001.

e Para el ensayo de actividad queratinolitica con plumas de ave trituradas, no se
encontraron diferencias significativas entre la capacidad enzimatica de los
aislados. Siendo similares segun la prueba de Kruska wallis.




e El indice de crecimiento y desarrollo fingico mostro que las 3 aislados utilizaron
el medio queratinoso favorablemente y a la par, por lo que no se encontré una
cepa con capacidades mayores a las demas.

e Alternaria posiblemente como género tenga el aparato enzimatico apropiado
capaz de degradar proteinas y queratinas, de ahi su frecuente aparicién en
algunos mamiferos, incluyendo humanos.

e Los alcances de Alternaria son asombrosos, por lo que aun es necesario conocer
sus mecanismos como elemento alérgeno y patbégeno, estrategias de
supervivencia y dispersion, asi como su asociacién con otros bioaerosoles y su
sinergia con elementos pertenecientes a las PMzs.

Como conclusion final queda agregar, que se logré demostrar exitosamente que Alternaria
posee una capacidad enzimatica para penetrar y degradar medio con proteinas y
queratinas, realizando asi procesos complejos.
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