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Introduccio

Els agents biologics poden accedir a l'interior de 1'organisme huma per les
mateixes vies de penetracié que els contaminants quimics, encara que en
aquest cas la via parenteral, sobretot, i la digestiva son també importants.
Quan l'agent es troba en suspensié a l'aire, sol o dipositat en un aerosol, es
parla de 'existéncia d’'un bioaerosol, la mesura i avaluaci6 del qual analitza-

rem en aquest modul.

Es defineixen els agents biologics com a microorganismes, amb inclu-
si6 dels geneticament modificats, cultius cel-lulars i endoparasits hu-
mans, susceptibles d’originar qualsevol tipus d’infecci6, al-lérgia o toxi-
citat. Es consideren també inclosos els agents no convencionals associ-
ats amb les encefalopaties espongiformes transmissibles anomenats pri-
ons.

Un microorganisme és qualsevol entitat microbiologica, cel-lular o no,
capa¢ de reproduir-se o de transferir material genetic, mentre que un
cultiu cel-lular es defineix com el resultat del creixement in vitro de
cel-lules obtingudes d’organismes multicel-lulars i parasit com un ésser
viu que viu i es nodreix a costa d'un altre sense aportar-li cap benefici;

quan l’ésser viu parasitat és 1’home, es diu parasit huma.

De la definicié d’agent biologic cal remarcar que el dany a 1'organisme afectat
no solament sén infeccions, siné també respostes al-lergiques i efectes toxics.
D’altra banda, i encara que no s’indica expressament en aquesta definicio, el
concepte de contaminant biologic també inclou substancies generades per ells i,
fins i tot, parts d’ells mateixos. Finalment, es diu vector I’animal que transmet

una malaltia sense patir-la ell mateix.

En abordar la contaminacié biologica s'inclouen els efectes toxics i al-lergens
causats per substancies generades per organismes vius, les més importants de
les quals s6n les micotoxines, substancies provinents dels fongs que poden
presentar nivells de toxicitat molt elevats, com és el cas de les aflatoxines, tri-
cotecens i ocratoxines. En la mateixa classificaci6 formal dels agents biologics,
s’hi inclou la capacitat de produir toxines o de generar efectes al-lergens.

Lectures recomanades

Vegeu les notes técniques se-
glents:

“NTP 351: Micotoxinas (afla-
toxinas y tricotecenos) en
ambientes laborales”

“NTP 802: Agentes bioldgicos
no infecciosos: enfermedades
respiratorias”



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/301a400/ntp_351.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/301a400/ntp_351.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/301a400/ntp_351.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/786a820/802%20web.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/786a820/802%20web.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/786a820/802%20web.pdf
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Cal recordar també que els aspectes legals dels procediments que cal aplicarila

Lectura recomanada

manera de gestionar la protecci6 dels treballadors exposats a agents biologics
Reial decret 664/1997, de

12 de maig, sobre la protec-
ci6 dels treballadors contra

. . . . L as . N , els riscos relacionats amb
L'avaluaci6 de riscos per exposicio a agents biologics de que tractem aqui es I’exposici6 a agents biologics

estan establerts per la legislaci6, concretament per I'RD 664/97.

basa en el procés tipic d’identificar, mesurar, avaluar i obtenir conclusions | durantla feina.

amb les recomanacions corresponents de les correccions que cal efectuar si

escau.

D'entrada, doncs, hem de procedir a identificar els possibles agents biologics
presents. En la taula 1 es resumeix la classificacié dels agents biologics segons
la seva perillositat.

Taula 1. Classificacié dels agents bioldgics en grups de perillositat

Grups de risc dels agents biologics

Agents biologics Risc infeccids Risc de propaga- Profilaxi o trac-
del grup de risc ci6 a la col-lectivitat tament eficag

1 Poc probable que causi malaltia No Innecessari

2 Poden causar una malaltia i constituir un Poc probable Possible generalment

perill per als treballadors

3 Pot provocar una malaltia greu i constituir Probable Possible generalment
un perill seri6s per als treballadors

4 Provoquen una malaltia greu i constituei- Elevat No conegut actualment
xen un perill serids per als treballadors

El primer pas és comprovar si la presencia d’aquests agents en ’ambient de
treball es pot eliminar per substitucié de 'agent, procés o técnica. Dit d'una
altra manera, si és imprescindible usar I’agent concret en les condicions en que
s'usa, o bé si hi és present segons el tipus de material tractat o activitat desen-
volupada. En els casos en que no sigui possible prescindir de 'agent i hi pugui
haver exposici6, procedirem a avaluar-la, i en determinarem la naturalesa, el
grau i la durada. Aquesta avaluaci6 'haurem de repetir periddicament i sem-
pre que, o es produeixi un canvi en les condicions de feina, o hagim detectat
una infeccid, al-lérgia o toxicitat que es puguin relacionar amb una exposicio.

L'avaluaci6 s’efectuara tenint en compte tota la informacié disponible i, en
particular:

e La naturalesa dels agents biologics i el grup al qual pertanyen.

e Les recomanacions de les autoritats sanitaries.

¢ Lainformacio sobre les malalties, i tamb¢ els seus efectes al-1ergics o toxics.
e La deteccié d'una malaltia directament lligada a la feina.

e Elrisc addicional per als treballadors especialment sensibles.

e La concentraci6 d’agents biologics determinada a 'aire.


http://www.insht.es/portal/site/Insht/menuitem.1f1a3bc79ab34c578c2e8884060961ca/?vgnextoid=a70817815b2d5110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD&vgnextchannel=ff3cc6b33a9f1110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD
http://www.insht.es/portal/site/Insht/menuitem.1f1a3bc79ab34c578c2e8884060961ca/?vgnextoid=a70817815b2d5110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD&vgnextchannel=ff3cc6b33a9f1110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD
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Quant a I'altim punt, en molts casos no es podra obtenir una valoracié am-
biental quantitativa semblant a les que es fan en 1’avaluaci6é de l’exposici6 a
agents quimics. Aixo es deu, d’'una banda, als problemes de representativitat
associats al mostreig de bioaerosols, i, de 1'altra, al fet que no hi ha establerts
criteris de valoracié numerics per a aquest tipus de contaminants que perme-
tin emetre un judici rapid sobre la perillositat de la situacié. La publicaci6
TLVs. Valores limite para sustancias quimicas y agentes fisicos en el ambiente de
trabajo. BEIs. Indices bioldgicos de exposicion de I’American Conference of Go-
vernmental Industrial Hygienists (ACGIH) justifica les raons que, de moment,
tan impossible 1'establiment d’aquests criteris.

Aquestes limitacions fan que la metodologia d’avaluaci6 de 1’exposici6 a
agents biologics necessiti un treball previ d’analisi en el qual, partint de la
maxima informaci6é disponible sobre 1'activitat laboral en estudi, es puguin
definir les eines que s'utilitzaran per a aconseguir I’objectiu plantejat, que no

és altre que evitar o limitar I'exposicio.
Aquestes eines consisteixen en:

e DPlanificaci6 de la mesura.
e Disseny d'uns criteris de valoracio.

e Selecci6 de les mesures de prevencio i control de 'exposicio.

Totes estan intimament relacionades, per la qual cosa la seva definicié ha de
ser simultania. La conclusi6 final establira, practicament per a cada situacié de
treball, una metodologia d’avaluaci6 especifica que, en general, no sera extra-
polable a altres situacions de treball en les quals hi pugui haver una exposicio
a agents biologics, per similars que siguin.

Una vegada duta a terme l'avaluacié de riscos preceptiva, ens podem trobar
enfront de diferents situacions, que es resumeixen en la figura 1:

e Si l’'exposici6 és deliberada, s’han d’aplicar les mesures que s’exposen en
aquest modul.

e Si l’'exposici6 es refereix a un agent biologic del grup 1 o a germens vius
atenuats (vacunes), s’han d’observar els principis de correcta seguretat i
higiene professional, sense ser necessari aplicar-hi altres mesures comple-

mentaries.

Lectura recomanada

La publicaci6 anual ACGIH

Threshold limit values (TLVS®)
and biological exposure indi-

ces (BEIs®), i també altres do-
cuments que hi estan relaci-
onats no estan disponibles
gratuitament a Internet, pero
es poden adquirir a la pagina
web d’ACGIH.



http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
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Si I'exposicié no implica la intenci6 deliberada de manipular agents biolo-
gics, pero hi pot haver una exposicio, s’ha d’actuar segons els resultats de
I’avaluaci6 de riscos. Si se’'n deduis que amb les mesures existents no n’hi
ha prou, s’haurien d’aplicar les mesures que s’exposen en aquest modul.
A continuacio, presentem una llista d’exemples d’activitats sense intencioé
deliberada de manipulacio.

Llista indicativa d’activitats que es consideren amb intencid no deliberada
de manipulacio d’agents biologics

e Treballs a centres de produccié d’aliments.
e Treballs agraris.

e Activitats en les quals hi ha un contacte amb animals o amb productes d’origen ani-
mal.

e Treballs d’assisténcia sanitaria, compresos els desenvolupats en serveis d’aillament i
d’anatomia patologica.

e Treballs a laboratoris clinics, veterinaris, de diagnostic i de recerca, a exclusié dels
laboratoris de diagnostic microbiologic, ja que es considera manipulacié delibe-
rada.

e Treballs a unitats d’eliminaci6 de residus.

e Treballs a instal-lacions depuradores d’aigties residuals.

Font: annex I, RD 664/97

Figura 1. Avaluacié del risc biologic

Actuacio enfront del risc biologic

Avaluacid inicial del risc biologic

Exemples de manipulacié
deliberada

Uns exemples de manipula-
cié deliberada sén els labora-
toris de diagnostic microbio-
16gic, els treballs amb animals
infectats deliberadament i en
instal-lacions industrials que
utilitzin agents biologics en
grans quantitats.

v v

Gérmens vius atenuats

A. B. GrUpS 2, 3i4 (Vacunes)

l ' l

Activitats sense
manipulacié deliberada

Activitats amb
manipulacié deliberada

v

A.B. Grup 1

de A. B. de A. B.
Mesures de prevencio i Mesures de prevencio
proteccio insuficients i proteccio suficients
v

v

Aplicacié completa
de la legislacio
(RD 664/97)

Mesures correctes
de seguretat i
higiene personal

v

Avaluacio periodica
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En l'apartat corresponent a la reducci6 de riscos de I'RD 664/97 s’indica que,
quan sigui necessaria i técnicament possible, s’haura de dur a terme la verifi-
cacio de la preséncia dels agents biologics utilitzats a la feina fora del confina-
ment fisic primari. Recérrer a la mesura dels agents biologics a 1'aire per a la
seva comparacio amb criteris de valoraci6, com hem comentat, no sol ser una
mesura gaire freqlient. Igual que ocorre amb els contaminants quimics, aqui
poden ser aplicables procediments d’avaluaci6 simplificada.

D’altra banda, també es pot mesurar la preséncia dels agents biologics en su-
perficies i en liquids. En aquests casos, es prenen mostres per contacte en el
cas de les superficies i, si es tracta de liquids, es determinen directament en
el liquid.

Els procediments usats per a la captacié de bioaerosols que es puguin conrear

son:

¢ la sedimentacio, usant capsules de Petri obertes que recullen els micro-
organismes per gravetat (de les quals no tractarem aqui per la seva falta

d’interés en higiene industrial), o

¢ la impactacid, consistent a forcar el contacte d'un volum d’aire conegut
amb el mitja de cultiu en el qual quedaran retinguts. Aquestes plaques,

portades a les condicions adequades, provoquen la formaci6 de colonies i

el seu recompte posterior; el resultat s’expressa en ufc/m” (unitats forma-

dores de colonies per metre ctibic).

Per als agents que es puguin trobar a l’aire en forma d’espores, com, per exem-
ple, el pol-len, se sol utilitzar la filtracio fent servir diversos materials filtrants
ise citen com a microorganismes comptables, la qual cosa déna com a resultat
el seu nombre per metre ctbic. Si la filtracié es duu a terme en condicions
que garanteixin la supervivencia de I’agent, tamb¢é es pot procedir al seu cultiu
posterior.

El segon pas és la identificacié de les especies microbianes captades, que
s’inicia amb una primera observacié macroscopica de l’aspecte, forma, co-
lor, etc. de la colonia. Aquesta observacié va seguida, en el cas dels bacteris,
d’una tinci6 de Gram i de ’'observacié microscopica, que permetra la seva clas-
sificaci6 en dos grups: bacteris grampositius i gramnegatius. A partir d’aqui
s'utilitzen diferents proves que permeten la caracteritzaci6é del bacteri fins a
la seva classificaci6 completa en geénere i especie. La identificacié de fongs,
després de I'observacié macroscopica, continua amb l’observacié microscopi-
ca d’'un tall de la colonia que permetra identificar l'estructura vegetativa del
fong, i també la forma de les seves espores, cosa que conduira a identificar el
genere i l'espeécie.

Lectura recomanada

El procediment per a dur a
terme una avaluaci6 sim-
plificada del risc biologic
s’exposa en la nota técnica
NTP 833:

“NTP 833: Agentes biologi-
cos. Evaluacion simplificada”



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/821a921/833%20web.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/821a921/833%20web.pdf
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El tercer pas de la metodologia d’avaluaci6 és la valoracid, la qual, com que es-
ta sotmesa a discussio la utilitzaci6 de limits quantitatius, presenta dificultats.
Quan apareixen especies patogenes la conclusio és sempre que es tracta d'una
situacio de risc. Quan es tracta d’espécies banals, la valoracié depén de molts
factors, per la qual cosa dificilment pot ser concloent. Una solucié operativa
és prendre mostres de l'aire proper al lloc estudiat (per exemple, a 1’exterior
més proper) i fer una comparacié qualitativa i quantitativa.

Lectura recomanada

Els criteris de valoraci6 per
a l'avaluaci6 de 1'exposicié
a agents biologics basada en
la seva determinaci6é quali-
tativa i quantitativa a l’aire
s’exposen en la nota técnica
NTP 409:

“NTP 409: Contaminantes
bioldgicos: criterios de valo-
racion”



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/401a500/ntp_409.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/401a500/ntp_409.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/401a500/ntp_409.pdf
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Objectius

Amb l’estudi d’aquest modul es persegueixen els objectius segiients:

1. Coneixer les bases de 1’avaluaci6é d’agents biologics.

2. Coneixer la mecanica del procés d’avaluaci6é de 'exposicié a agents bio-
logics.

3. Identificar els principals procediments de mesura d’agents biologics a

I’aire.

4. Ser capacos de dissenyar una serie de mesures per a obtenir un resultat
fiable.

5. Coneixer els mecanismes de la determinacié d’agents biologics en super-

ficies i liquids.

6. Coneixer els principals procediments d’analisi microbiologica i quimica

de les mostres.
7. Coneixer les limitacions dels mecanismes d’avaluacié dels resultats.

8. Ser capacgos d’obtenir conclusions raonades sobre el risc per exposici6 a
agents biologics.
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1. Aspectes basics en la mesura d’agents biologics

La mesura d’agents biologics a ’aire, que implica prendre’n mostres i analit-
zar-les, ha de proporcionar la informaci6 basica per a la presa de decisions i
perque aixo sigui aixi, s’ha de tenir la garantia que les mesures fetes son fiables
i representatives de I'exposicio.

Fins on sigui possible, la proporci6 relativa d'un agent biologic en una mostra
hauria de reflectir la seva proporci6 en el material original. Per a aconseguir
aquest objectiu, la mostra ha de ser manipulada de tal manera que no es de-
teriori o pugui ser contaminada durant la captacio, el transport i 'analisi, i
que els agents biologics experimentin els minims canvis possibles. No obstant
aixo, 'experiencia ens diu que els resultats obtinguts en una mesura ambien-
tal no sén sempre fiables, facils d’'interpretar i que unes dades incompletes
sobre 1'exposici6é a bioaerosols poden confondre i complicar un estudi, cosa

que condueix a conclusions erronies.

Per tant, en iniciar I'avaluacié d’una possible exposici6 a agents biologics cal
tenir clar de quina manera la mesura en pot ajudar o complicar la resolucio.
L'experiéncia professional i el coneixement sobre els agents biologics son la
clau a I’hora de decidir efectuar o no la mesura, que no sempre sera possible

0 necessaria.

Si optem per dur a terme la mesura, ha de donar resposta a les diverses qiies-
tions que n’han de guiar la planificacié. Partint de la pregunta per que cal
mesurar?, podrem definir 1’objectiu de la mesura per a passar a tractar a con-
tinuacio la resta de preguntes. Una estratégia de mostreig ha de donar, doncs,
resposta a les qiiestions segiients:

e Per que mesurem.

¢ Quins agents biologics dels que componen un bioaerosol s’han de mesu-
rar.

¢ On s’han de prendre les mostres.

¢ Quan s’han de prendre les mostres.

e Com s’han de prendre les mostres, és a dir, de quins recursos es disposa
per a fer la mesura.

¢ Quantes mostres s’han de prendre per a minimitzar les limitacions que
representa el mostreig i que, en linies generals, comprenen el temps, les

persones, els equips, els recursos analitics, etc.
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Es funci6 de ’higienista expert en agents biologics decidir, cas per cas, com ha
d’aconseguir els seus objectius sense comprometre la credibilitat, la represen-
tativitat i la integritat de les dades obtingudes. A continuacio, exposarem els
aspectes que cal considerar en plantejar-se la mesura d’agents biologics a l'aire.

Aspectes per considerar en la mesura d’agents biologics a

I’aire

e Lanaturalesa i els nivells previsibles d’agents biologics.

e La caracteritzacié de I'exposicié (concentraci6é mitjana, la pitjor si-
tuacio, etc.).

¢ Laidoneitat, el cost i la disponibilitat dels equips de presa de mos-
tres.

e [El cost i disponibilitat dels diversos métodes d’analisi.

e Les limitacions que el métode d’analisi pugui imposar al mostreig.

e Les limitacions que poden representar el temps i el transport de les
mostres al laboratori.

e ['experiencia dels técnics (prevencionistes, analistes, etc.).

Font: INSHT. NTP 608: Agentes biologicos: planificacion de la medicion.

L'estrategia de mostreig, a més, ha d'incloure les especificacions sobre:
e Els agents biologics que s’estudiaran.

e Els focus de contaminacio6 tipics dels agents biologics.

e La concentraci6 previsible.

e La variabilitat en 'espai per a cada agent.

e La variabilitat en el temps per a cada agent.

e Els metodes analitics que s’utilitzaran per a detectar, quantificar i identi-
ficar els agents biologics.

e Els equips i métodes més idonis per a la captacio dels agents biologics.
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Exemple 1

En un estudi sobre la qualitat d’aire interior en un edifici d’oficines ventilat mecanica-
ment es planteja la necessitat d’avaluar I’exposici6 a agents biologics. La informacié dis-
ponible dirigeix 1’estudi cap a la possible presencia i dispersi6 de bacteris i fongs en el
sistema de ventilacio i climatitzacio.

Aixo implica tenir en compte gairebé la totalitat dels components d'un bioaerosol, la qual
cosa implicara la selecci6 (tipus i nombre) dels equips de mostreig que seran necessaris.
Aquest aspecte pot quedar condicionat per la disponibilitat d’aquests equips i els métodes
d’analisi corresponents per als diferents agents biologics, els quals, al seu torn, poden
condicionar la selecci6é de I’equip més adequat.

Els criteris de valoraci6, en aquest cas, s’hauran de basar en la comparacié (concentracions
i tipus d’agents) entre 'ambient problema i un altre considerat com a referéncia, la qual
cosa comportara definir les zones on es prendran les mostres. Sense esmentar el nombre
de mostres que seran necessaries per a assegurar la representativitat del mostreig i per a
minimitzar la variabilitat dels resultats, i el cost economic que tot aixo pugui representar.

Exemple 2

En el mateix estudi que en I'exemple anterior, la informacié disponible dirigeix 1'estudi
cap a la possible preséncia de legionel-la en alguna de les instal-lacions.

En aquest cas, la metodologia canvia. D'una banda, és coneguda la dificultat tecnica que
hi ha per a detectar i demostrar la preséncia d’aquest bacteri a 'aire i, de 1’altra, se’n co-
neixen ampliament els requisits vitals, focus de contaminacié més probables i les mesures
que n'impedeixen la proliferaci6 en els focus de contaminacié. Tot aix0 fa innecessari fer-
ne una mesura ambiental, peroO si que sera necessaria una presa de mostres de 1’aigua de
la instal-laci6 i de mostres biologiques dels afectats per a confirmar la hipotesi establerta,
és a dir, la presencia del bacteri i la possible afectaci6 de les persones exposades.

Fins i tot tractant-se d'un mateix lloc de treball les metodologies d’avaluacio
poden ser diferents segons 1’agent biologic buscat.

mSigIa de Center for Disease Con-

Legionel-la trol.

L'estiu de 1976 hi va haver un brot epidémic durant la convencié anual de la Legi6

Americana, que va tenir lloc en un hotel de Filadélfia. Entre els 4.000 assistents a la

convencio es van detectar 221 casos de pneumonia, que van provocar la mort de 34

persones, com a resultat de I’exposici6 a un agent infecciés no identificat. La malaltia Consulteu aquests aspectes

del legionari, com la va batejar rapidament la premsa, va comportar un repte per als i d’altres en les notes tecni-

investigadors. Pero no va ser fins a ’any segiient que el Centre de Control de Malalties ques segtients:

(CDCY) va identificar 'agent causal i el va denominar Legionella pneumophila (figura “NTP 538: Legionelosis: me-

2). didas de prevencién y con-
trol en instalaciones de sumi-

Figura 2. Legionella pneumophila nistro de agua”

b “NTP 691: Legionelosis: revi-
’ sién de las normas reglamen-
tarias (I). Aspectos generales”

“NTP 692: Legionelosis: revi-
sion de las normas reglamen-
tarias (II). Medidas especifi-
cas”

Legislaci6 espanyola sobre
legionel-losi:

Reial decret 865/2003, pel
qual s’estableixen els crite-
ris higienicosanitaris per a la
prevenci6 i per al control de
la legionel-losi.

a) Rocio Guerrero (2010). Legionella pneumophila al microscopi electronic. b) GEFOR (2012). Cultiu de
Legionella pneumophila

El descobriment va posar en marxa diversos estudis retrospectius mitjancant els quals
es van poder atribuir a I’agent nou els casos de brots pneumonics ocorreguts en de-
cades anteriors i que encara romanien sense explicar. L'agent nou va resultar ser un


http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/501a600/ntp_538.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/501a600/ntp_538.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/501a600/ntp_538.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/501a600/ntp_538.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_691.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_691.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_691.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_692.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_692.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_692.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_692.pdf
http://noticias.juridicas.com/base_datos/Admin/rd865-2003.html
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bacteri gramnegatiu de forma bacil-lar, ubic en mitjans aquatics naturals, llacs, rius,
rierols, llots, etc.; que també sobreviu en petites quantitats en els sistemes potabilit-
zadors d’aigua, i que pot ser transportat per 1'aigua als edificis on pot colonitzar les
instal-lacions de subministrament d’aigua i els sistemes de condicionament de 1'aire.

La legionel-la creix en aigua a temperatures compreses entre 20 °C i 50 °C, amb un
desenvolupament optim entre 35 °C i 45 °C. Per sota dels 20 °C roman latent, sense
multiplicar-se, i no sobreviu per sobre dels 60 °C. Altres factors que tenen influéncia
en el seu desenvolupament sén els segtients: el pH de l’aigua (sobreviuen bé en in-
tervals de pH que oscil-len entre 2 9,5); necessiten la presencia de L-cisteina i de sals
de ferro, i s’ha comprovat que la preséncia d’altres formes de vida com les algues i
els protozous li atorguen, en ser parasitades, un grau de protecci6 addicional enfront
dels tractaments de ’aigua. La seva supervivencia a 'aire és curta a causa de la poca
resistencia que presenten a la dessecacio i a l’efecte de la radiaci6 ultraviolada.

S’han identificat, almenys, 35 espécies i 54 serogrups de legionel-la, almenys 20
d’aquestes especies estan relacionades amb malalties humanes. Més del 80% de tots
els casos de legionel-losi han estat causats per Legionella pneumophila serogrup 1.

Com que amb certa freqiiéncia n’apareixen brots epidemics, actualment hi ha una
legislaci6 especifica per a la seva prevencio i el seu control. A part d’aquesta, també
hi ha legislacié propia en la majoria de comunitats autonomes.

1.1. Per qué mesurem

Hi ha diverses raons que poden fer prendre la decisié de mesurar la preséncia
d’agents biologics a 'aire:

e Per a acomplir als requisits legals, com la verificacio, quan sigui necessaria
i tecnicament possible, de la preseéncia dels agents biologics utilitzats a la
feina fora del confinament fisic primari, tal com estableix 'RD 664/97.

e Per a obtenir dades epidemiologiques.

e Per motius d’interes cientific i de recerca.

e Per a coneixer l'existéncia d'una exposicio.

e Per a localitzar focus de contaminacio.

e Per a comprovar 'eficacia de les mesures de control.

e Per a mesurar l'alliberament de bioaerosols, tant si s"ha produit de manera
accidental com deliberada.

En termes generals, la mesura sera Gtil per a comprovar les hipotesis elaborades
per a explicar I'exposici6 a agents biologics.

1.2. Queé mesurem
Els bioaerosols soén barreges complexes de microorganismes, de particules de-

rivades dels microorganismes o que contenen microorganismes, suspeses a

l"aire. Inclouen microorganismes vius, cultivables i no cultivables, microorga-
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nismes morts, els seus fragments, toxines i particules producte dels rebutjos
de tot tipus de materia viva, que poden causar determinats efectes adversos
per a la salut.

Els bioaerosols son omnipresents en la naturalesa, per la qual cosa les persones
estan exposades repetidament, dia rere dia, a una amplia varietat d’aquests
contaminants. No obstant aix0, depenent de l’activitat desenvolupada, es pot
perfilar la composicié dels bioaerosols, és a dir, determinar els agents biologics
meés probables associats al sector d’activitat i les diferents formes en qué poden

ser presents.

La composicié del bioaerosol ens determina quins equips de mostreig seran
necessaris, i la disponibilitat de téecniques analitiques apropiades per a detectar

els components del bioaerosol ens fixa les limitacions de la mesura.

1.3. On i quan mesurem

La decisi6 sobre on i quan mesurem depén també de 1'objectiu de la mesura.
Normalment, es tracta d’establir les exposicions mitjanes dels treballadors o

de caracteritzar 1’exposicié més adversa.

En general, sol ser necessari coneixer els nivells de fons o de la situacié més
favorable, que es pot establir mesurant a I’exterior, a zones preses com a con-
trol o durant periodes d’'inactivitat. Aixo implica obtenir informacio sobre les
activitats especifiques, els processos, els possibles focus de contaminacié i so-
bre la resta de factors que puguin intervenir en 1’exposicio.

Per a establir exposicions mitjanes que representin una poblaci6, les mos-
tres han de cobrir el rang complet d’exposicions i utilitzar una estratégia
que permeti emetre una opinié amb garanties, mentre que per a determinar
I'exposicié més desfavorable, les mostres s’haurien de prendre prop dels focus
de contaminaci6 coneguts o sospitats, dels treballadors simptomatics, o dels
treballadors que poden tenir o es pensa que tenen 1’exposicié més alta.

A continuaci6, presentem una estrategia per a la presa de decisions sobre com

i quan mesurem.
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Estratégia per a planificar on mostregem

e Identificar provisionalment els focus de contaminaci6 i estimar la possibilitat de ge-
neraci6é d’aerosols. Intentar predir els gradients espacials i temporals de bioaerosols.

e Identificar les zones en les quals hi pot haver diferéncies en la composicio i concen-
traci6 dels bioaerosols, per exemple a I’exterior i a I'interior o a les proximitats del
focus de contaminaci6 i a les arees definides com a control.

e Identificar els treballadors que poden patir les exposicions més altes i les més baixes.
e Identificar les zones a les quals es pot tenir accés o no.

e Seleccionar almenys una (preferiblement tres) de les localitzacions segtients:
— On s’hagi anticipat una exposici6 alta.
- On s’hagi anticipat una exposici6 baixa.
— A l'exterior, prop de les preses d’aire de I'edifici.

e Siescau, mostrejar a més les zones segiients:
— A l'exterior, prop de fonts potencials (reservoris) de contaminacié que pogués
entrar a l'edifici.
- ATlexterior, en una zona prou allunyada dels focus potencials de contaminacié.

Els limits d’exposici6é laboral s’estableixen com a concentracions permissi-
bles per a un temps habitual de vuit hores al dia i quaranta hores setmanals,
o de quinze minuts per a exposicions de curta durada, determinats segons si

els possibles efectes son de tipus cronic o agut.

Per a 'estudi dels riscos per a la salut a llarg termini o cronics, els meétodes
de mesura recomanables son els que permetin temps de mostreig llargs, com,
per exemple, els equips de presa de mostra en filtres. No obstant aixo, és ob-
vi que aquest metode és aplicable a organismes comptables, perd no quan es
tracta de determinar agents biologics vius i cultivables, ja que la seva super-
vivencia és dificil en mostrejos llargs i, d’altra banda, la instrumentacié més
habitual esta programada per a mostrejos curts. Per a estudiar-ne els efectes
aguts, el que seria desitjable seria poder caracteritzar els pics d’emissio de la
contaminacié. Es probable, encara que no segur, que aquesta emissié ocorri
quan l'activitat sigui maxima, i per tant el mostreig durant la pitjor situacié
pot ajudar a identificar-los.
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Exemples

Planificaci6é del mostreig per a 1’avaluaci6 de la contribuci6 del sistema de ventilacio a la
presencia d’espores fingiques a l'aire interior:

1) Exterior

e En una zona allunyada de les fonts de bioaerosol més obvies. Aixo proporciona la
linia de base inicial corresponent a la millor qualitat de 1’aire exterior.

e En un punt proper a la presa d’aire del sistema de ventilaci6. Aixd proporciona la
linia de base que correspondria a la qualitat de 'aire que entra a l’edifici.

2) Interior

e En una zona propera als difusors de subministrament d’aire. Aix0 proporciona infor-
maci6 sobre l'aire distribuit pel sistema de ventilacié. Es recomana fer el mostreig de
la manera segiient:

— Quan el sistema de ventilacié hagi estat parat almenys durant una nit (preferi-
blement, durant un cap de setmana).

— Immediatament després de posar en marxa el sistema, orientat el mostrejador de
tal manera que l'aire entri directament del difusor al suport de captacio.

— Després que el sistema faci uns 30 minuts que funciona.

— Almenys en tres punts de I’espai ventilat prenent les mostres a l’altura de la zona
respiratoria dels ocupants. Aix0 proporciona informaci6 sobre 1'exposicié dels
ocupants.

1.4. Com mesurem

La selecci6 dels equips de mesura depén:

e De la naturalesa dels agents biologics que s’hagi decidit mesurar.
e De l'assaig analitic per a la seva identificacié o quantificacio.

e Dels llocs i periodes en els quals s’hagi de prendre la mostra.

Els equips de presa de mostra utilitzats més sovint per a la captaci6 de bioae-
rosols son els impactadors inercials, els flascons rentadors de gasos (impingers)
i els equips de presa de mostra amb filtre.

Respecte als metodes de deteccid i assaig de bioaerosols, els més comuns sén
el cultiu dels microorganismes, que comporta el recompte de colonies forma-
des i la identificaci6 dels microorganismes crescuts al laboratori, i I’observaci6
al microscopi de grans de pol-len, espores fingiques i altres particules carac-
teristiques.

Altres metodes d’assaig (biologics, quimics o moleculars), alguns en fase de
desenvolupament, son els utilitzats per a determinar la concentraci6 d’alguns
components del bioaerosol, per exemple al-lergens, endotoxines, ergosterol,
micotoxines. Aquest tipus d’assajos presenten una serie d’avantatges, ja que
permeten utilitzar sistemes de presa de mostra més eficacos (filtracio), la presa
de mostres personals, ofereixen més sensibilitat i son menys susceptibles a les

interferéncies.

Al-léergens, endotoxines i ergosterol

Al-lergens: substancies que poden induir una reaccié d’hipersensibilitat (al-lérgica) en
persones susceptibles, que han estat en contacte previament amb 1’al-lergen. Uns exem-
ples caracteristics d’al-lergens sén el pol-len de la gespa, dels arbres i de les herbes; les
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espores de la floridura; la caspa del pél dels gats, gossos i d’altres animals; els enderrocs
de les paneroles i els insectes (acars) de la pols domeéstica.

Endotoxines: components de la paret cel-lular dels bacteris gramnegatius constituida per
lipids i polisacarids.

Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3p-ol): és un esterol, precursor biologic (provitamina)

de la vitamina D,.

1.5. Quantes mostres s’han de prendre

El nombre de mostres que s’han de prendre esta associat a:

L'objectiu de la mesura.

e La variabilitat espacial i temporal del parametre mesurat.

e Les limitacions de 'equip.

e Les possibilitats logistiques per a efectuar 1'estudi. Les mesures i les dife-
réncies entre conjunts de mostres sén més precisos com més gran sigui la

grandaria de la mostra, i s’entén com a grandaria el nombre de mostres.

En la taula 2 es resumeix una proposta sobre el nombre de mostres necessari.

Taula 2. Nombre de mostres que cal prendre

Objectiu de la mesura Propostes (per a cada punt de
mostreig i cada tipus de mostra)

Exposicié per inhalaci6 (pitjor | Prendre tres o més mostres no aleatories. Les mostres han de
de les situacions) ser per duplicat, com a minim per a totes les analisis.

Exposicié per inhalaci6 (con- | Mostrejar tres o0 més vegades en un dia, durant tres o més dies
centracié mitjana) consecutius que siguin representatius. Les mostres han de ser
per duplicat, com a minim per a totes les analisis.

Estimacié de I'interval de con- | Prendre sis o més mostres.
fianca de la mitjana

Estimacié de la variancia d’un | Prendre onze o més mostres.
conjunt de mesures

Font: INSHT. NTP 608: Agentes bioldgicos: planificacion de la medicion.

Per a caracteritzar completament 1’exposicié pot ser necessari repetir el mos-
treig durant diferents estacions climatiques, ja que aixo pot afectar la presen-
cia i el desenvolupament d’agents biologics, o quan es modifiquin els patrons

de l'activitat.

Es convenient recordar que el nombre de mostres significa quantes mostres
s’han de prendre per a cada tipus de parametre d’interes que s’hagi decidit
mostrejar i no el nombre dels diferents tipus de mostra.
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Si s’ha decidit prendre mostres per a caracteritzar I’exposici6 a fongs to-
xigenics, en la presa de mostres s’han d’utilitzar equips que permetin la
captacio6 per impactacio directa en agar, la captaci6 d’espores fingiques
en filtre i la captaci6é de micotoxines; els metodes d’assaig consisteixen
en el recompte de colonies, la identificacié al microscopi, I’examen de
les espores al microscopi i I’analisi de micotoxines.

Tot aix0 significa tres tipus diferents de mesures, cadascuna de les quals
requerira un nombre apropiat de mostres en cada ambient que sera ava-

luat.

1.6. Volum i temps de mostreig

El volum d’aire aspirat i el temps de mostreig, que depenen aixi ma-
teix del cabal, estan relacionats pel minim volum d’aire necessari per a

detectar 1’agent d’interés a una concentracié determinada.

El limit inferior de detecci6 (LID) per a un metode de presa de mostra d'un
bioaerosol es pot establir segons:

¢ La minima quantitat de material que el metode analitic pot detectar, per

exemple, 1 ufc” per placa.

L'eficacia de conservaci6 biologica del metode d’assaig.

El cabal d’aire al qual esta calibrat el mostrejador.

El temps maxim de mostreig que permet 1’equip.

El limit superior de detecci6é (LSD) es pot establir de manera similar, pero,
en aquest cas, prenent en consideracio el minim temps de mostreig possible
o si son possibles dilucions de les mostres.

El temps de mostreig Optim hauria de ser aquell prou llarg per a captar material
en quantitat detectable i representativa i prou curt per a evitar la sobrecarrega
del suport de captaci6, que pot donar lloc a un resultat d'incomptables, i
l'encavalcament, que pot originar colonies d’agregats de microorganismes o

I’emmascarament de particules en preparacions per al microscopi.

@Unitats formadores de colonies.
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Els laboratoris haurien de proporcionar aquests limits juntament amb els re-
sultats de les mostres, especialment el LID quan ’agent d’interes no ha estat
trobat en les mostres. En aquest cas, tot el que es podria concloure és que
I'agent en qiiestidé no es troba present al nivell del LID o per sobre d’aquest

nivell.

Les variacions espacials i temporals de les concentracions de bioaerosols i els
temps de mostreig curts, tipics dels mostrejadors per impactacié directa en el
medi de cultiu, fan recomanable, com a minim, planificar mostrejos seqiien-
cials o simultanis, per duplicat, per a obtenir estimacions fiables de la concen-
traci6 del bioaerosol. Quan sigui possible, i a condicié que no es vegi afectada
la supervivencia dels agents biologics, els temps de mostreig llargs permetran
reduir la variabilitat que es presenta quan s’utilitzen temps curts. D’altra ban-
da, les mostres seqiiencials de curta durada permeten obtenir informacio6 sobre

les fluctuacions de concentracio i, alhora, estimar concentracions mitjanes.

La densitat de les colonies crescudes en un medi de cultiu afecta la fiabilitat del
resultat. Com hem dit, massa colonies incomptables sén dificils d’examinar
i, de la mateixa manera, un recompte escas pot donar una idea erronia de la
concentraci6 present en I’ambient. Quan s’utilitzen equips de mostreig en els
quals la captacié de les particules del bioaerosol és per impactacié directa en
medi de cultiu, és important poder anticipar la concentraci6 del bioaerosol, de
manera que el cultiu de les plaques reveli una densitat superficial de colonies

adequada.

En general, entre 25 i 250 colonies bacterianes i entre 10 i 60 colonies
fangiques serien el nombre idoni per a poder fer un bon recompte i
identificaci6é en plaques de cultiu de 100 mm de diametre. Una altra
regla general que es pot utilitzar un maxim d’1 colonia per centimetre
quadrat.

A tall d’exemple, en la taula 3 s’exposen les concentracions ambientals ma-
xima i minima adequades per a tres equips de presa de mostra, basades en
la densitat Optima de colonies fingiques i per a diferents temps de mostreig.
Obviament, és possible comptar una tinica colonia en una placa de cultiu; no
obstant aix0, fins que el recompte no assoleix un valor d’aproximadament 10
colonies, la variabilitat que es presenta entre mostres preses simultaniament
és molt gran, per la qual cosa aquestes mostres en les quals el recompte no
supera el valor de 10 colonies no s’haurien de prendre en compte.
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Taula 3. Intervals de concentracié ambiental en diferents temps de mostreig

Equip de Area de la Cabal Temps de cap- | Volum cap- Concentracié ambiental (ufc/m?)
mesura placa (cm?) d’als/piri'acié tacié (min) tat (m?)
min
( ) LID (10 ufc/placa) LSD (1 ufc/cm?)
Impactador 78 28 0,5 0,014 710 5.570
multiorifici
1,0 0,028 360 2.790
5,0 0,142 70 549
10,0 0,283 35 276
Impactador 17 90 0,33 0,030 330 567
multiorifici
0,66 0,059 170 288
1,0 0,090 110 189
Impactador 177 50 1,0 0,050 200 3.540
d’escletxa
15,0 0,750 10 236
60,0 3,0 3 59

Font: INSHT. NTP 608: Agentes bioldgicos: planificacion de la medicién.

Amb les dades del cabal de 'equip i la grandaria del suport que utilitza, és
possible triar la durada del mostreig sempre que es pugui anticipar com sera
el rang de concentracions ambientals que és possible que hi hagi. Quan es
desconeix o no es pot anticipar la concentracié existent en un ambient, pot
ser necessari fer mesures amb un tipus de mostrejador i diferents temps de
mostreig per a cobrir els diferents intervals de concentracio. Un sistema de

calcul utilitzat és utilitzant I’expressio seglient:

dA
Ca0

=

(1
en que t = temps de mostreig Optim (min); d = densitat volguda (ufc/cm?); A

= area de captacio (cmZ); C, = concentraci6 ambiental previsible (ufc/m3) iQ

= cabal d’aspiraci6 del mostrejador (I/min).

Una informaci6 detallada sobre procediments d’avaluaci6 d’agents biologics a
I'aire es troba en la norma UNE-EN 13098, alguns dels aspectes més rellevants

de la qual resumim a continuacio.
1.7. Eficacia del mostreig

El disseny de la majoria dels equips per a mostreig de bioaerosols sén adapta-
cions dels utilitzats per a la captacié d’agents quimics, basicament relaciona-
des amb els suports de captacié que s’han d’adaptar a les caracteristiques dels
agents biologics.

Norma UNE-EN 13098

Norma UNE-EN 13098. At-
mosferes al lloc de treball.
Directrius per a la mesura

de microorganismes i en-
dotoxines en suspensié a
I"aire (maig del 2001). La nor-
ma recull les directrius per a
I'avaluaci6 de I'exposicié a mi-
croorganismes, excloent-ne
virus, microorganismes pato-
gens especifics i toxines dife-
rents de les endotoxines, en-
cara que s’indica que les direc-
trius poden ser les mateixes.
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El principal condicionant, quan es tracta de captar microorganismes vius i
cultivables, és que el material en el qual es recull el bioaerosol n’ha de per-
metre la superviveéncia fins a la seva analisi al laboratori. En conseqiiéncia,
han de proporcionar aliment i aigua i estar constituits d'un material que no
danyi les cél-lules durant la captacio. Per a aixo, s'utilitzen medis de cultiu,
generalment, semisolids, elaborats a base d’agar (substancia gelatinosa extreta
de 1'alga agar-agar), a la qual s’afegeixen nutrients i altres productes que per
si mateixos defineixen les propietats del medi. El mateix medi és la base dels
assajos analitics posteriors per a la identificacié de les espécies microbianes.

Quan el que es tracta de captar soén formes resistents (espores, grans de pol-len,
etc.) o productes (en realitat agents quimics, com endotoxines, micotoxines o

glucans), el suport de captaci6 utilitzat més sovint és el filtre.

La norma UNE-EN 13098 defineix 1'eficacia tecnica del mostreig (ETM) com a:

ETM = EFM x ECB 2)
en que:
EFM =EEA(1 - PE)EZC (3)
Per la qual cosa:
ETM =EEA(1 — PE)X EZC X ECB (4)

en que:

e EFM (eficacia fisica del mostreig). Capacitat del mostrejador per a captar
les particules d'una grandaria determinada que es troben suspeses a l'aire
al lloc de treball.

e ECB (eficacia de conservacio biologica). Capacitat d'un mostrejador per
a mantenir la viabilitat dels microorganismes presents a l'aire durant la
captaci6 conservant intactes els productes microbiologics.

e EEA (eficacia de I’entrada de l'aire).

e EZC (eficacia de la zona de captacié). Expressada com el diametre aerodi-
namic de tall daes0: la grandaria de particula a la qual la meitat de particu-

les seran captades.

e PE (perdues en altres elements de 1’equip).
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Per a la determinacié experimental d’aquests parametres s’utilitzen, com a ae-
rosols, particules no viables, per exemple particules de latex o particules de
colorants, i diferents tipus de microorganismes (Serratia marsescens, Bacillus
subtilis i Escherichia coli) i cambres de tres tipus: estatiques, dinamiques i tinels
de vent.
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2. Equips de mostreig d’aire

Els aerosols sOn captats en produir-se la separaci6 de les particules que els for-
men per 1'acci6 de diferents forces fisiques. Aquestes forces constitueixen, aixi
mateix, la base per a la classificacié dels mostrejadors en:

e equips inercials (impactadors, ciclons, equips centrifugs) i
e equips de presa de mostra amb filtre.

2.1. Mostreig inercial

La inercia de les particules és la for¢ca que majoritariament intervé en
la seva separaci6 de l'aire i és determinada per la massa i la velocitat de
la particula.

A la zona de captaci6 dels equips inercials el corrent d’aire, que ha penetrat
pel dispositiu d’entrada, és obligat a canviar de direcci6 i les particules que
conté, amb prou inércia, sén separades del flux d’aire i impacten sobre una
superficie. En els ciclons i equips centrifugs, l’efecte inercial esta potenciat per
I'acci6 centrifuga ocasionada pel disseny del mostrejador.

2.1.1. Mostrejador d’escletxa

En el mostrejador d’escletxa, ’aire penetra per una o quatre escletxes amb flu-
xos d’aire de 30 I/min i 700 1/min segons el model i és impulsat sobre la super-
ficie d’'impactaci6 consistent en una placa amb medi de cultiu, un portaobjec-
tes o una cinta adherent. La placa de cultiu permet la incubacio, el recompte
de colonies i la identificaci6 de les espécies microbianes, mentre que els por-
taobjectes i les cintes permeten només 1’observacio directa al microscopi de les
particules captades. Aquests suports de captacio poden ser estatics o col-locats
sobre un suport giratori dotat de diferents velocitats. No permeten obtenir in-
formacié sobre la distribuci6 per grandaria de particula. El d,es0 calculat és de

0,67 ym. En la figura 3 es mostra un esquema d’aquest tipus de mostrejador.

m

Figura 3. Mostrejador d’escletxa

L'eficacia de la zona de captaci6 s'expressa com
el diametre aerodinamic de tall (d,eso), que és
la grandaria de particula a la qual la meitat de
particules seran captades. Font: INSHT. NTP
609: Agentes bioldgicos: equipos de muestreo (1).
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2.1.2. Mostrejador Andersen

Es un impactador en cascada que capta les particules en una série de plaques
amb medi de cultiu a un cabal d’aire de 28,3 1/min. Sol tenir sis nivells de
captacio, cadascun separat del segiient per un element perforat per 400 orifi-
cis, sota el qual es col-loca la placa amb medi de cultiu, amb orificis que van
disminuint la grandaria en baixar el nivell, la qual cosa provoca un augment
de la velocitat de I’aire en passar d'un nivell a un altre. La captaci6 es basa en
la inércia de les particules, que son retingudes de més grans a més petites, a

mesura que passen d'un nivell al segiient.

El resultat final és una separacié per grandaria de particula. Els diametres de
tall teorics van de 7 ym a 0,65 ym. També hi ha models amb un o dos nivells.
Aquest mostrejador és un dels designats de referéncia en les proves d’assaig per
a la validaci6 d’altres mostrejadors. En la figura 4 es presenta una reproduccio
i un esquema d’aquest mostrejador.

Figura 5. Mostrejador Andersen

Esquema amb sis fases

Numero de fase
Mida del raig Cabal d’ alre
Velocitat del raig

Fase 1 C
Dia. 0,0465

101,8032 cm/s ﬁ NSNS A
{

Mitja

Fase 2

Dia. 0,0360 .
179,5272 cm/s Mitja

~N
)
’ Placa de Petri A
Fase 3 80
Dia. 0,0280 \ Jj
}

296,8752 cm/s

Fase 4

Dia. 0,0210 \

527,6088 cm/s N

Fase 5

Dia. 0,0135 ]

1.277,72 cm/s J
K N\

Fase 6

Dia. 0,000 C Ji

2.328,67 cm/s

U

u_n

Figura 4. Mostrejador Andersen
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2.1.3. Mostrejadors multiorifici

El mostrejador SAS® és un equip portatil amb un tnic nivell de captacié ba-  SAS és la sigla de I'expressi6 an-
glesa surface air system.

sada en la inércia de les particules. La captacié té lloc en una placa RODAC®

amb medi de cultiu. Hi ha dos models calibrats a dos cabals d’aire (90 1/min J
Vegeu també

i 180 I/min). L'equip disposa d'un capcal amb 219 orificis, un ventilador i un
Podeu veure una placa RO-

) . . ] . L DAC® en la figura 12 del sub-
nim de 20 segons i un maxim de 5 minuts. El diametre de tall teoric és de 2,0 apartat 3.2.1 d’aquest modul

didactic.

programador del temps de mostreig (intervals de 20 segons), i permet un mi-

um. Alguns estudis comparatius elaborats amb aquest mostrejador i d’altres de

referéncia, com el mostrejador Andersen, mostren una reduccié de l’eficacia
de captaci6 del 50%. En la figura 5 es mostren aquest mostrejador i d’altres

de caracteristiques similars com és ara el mostrejador M air T (Millipore®) o

el mostrejador MAS-100 (Merck®).

Figura 6. Mostrejadors multiorifici

a. SAS, b. M air Ti c. MAS-100

2.1.4. Flascons rentadors de gasos

Els flascons rentadors de gasos* funcionen conduint un corrent d’aire a “En angles, impingers.
I'interior d’un flascé que conté un medi de captacid, normalment, liquid. Les
particules son transferides al liquid seguint els principis de la impactaci6 iner-
cial ajudada per la dispersi6 de les particules en les bombolles formades a la

zona d’'impactacio.

Com a liquid de captaci6 es pot utilitzar qualsevol que sigui compatible amb
I'assaig analitic i l’agent biologic objecte d’estudi. Els liquids utilitzats més

sovint son:

e aigua destil-lada,
¢ solucions salines tamponades o
¢ medis de cultiu diluits.
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A aquests liquids s’hi afegeixen els additius que es considerin necessaris per a
millorar la superviveéncia dels microorganismes. També¢, i per a evitar proble-
mes, a alguns s’hi sol afegir un antiescumejant. El volum de liquid amb el qual
treballen habitualment aquests equips oscil-la entre 15 ml i 20 ml. La captacio
al medi liquid presenta certs avantatges sobre altres tipus d’equips i és que a
partir d'una mostra es poden fer diferents assajos o determinar diferents com-
ponents del bioaerosol. Mitjangant filtraci6 del liquid es poden concentrar les
particules i la mostra pot ser utilitzada en la realitzaci6 d’altres tipus d’assaig.

Un dels models utilitzats més ampliament en la captaci6 de bioaerosols és
I’AGI-30 (all glass impinger), que ha estat seleccionat com a mostrejador de
referéncia. La xifra indica la distancia que hi ha entre 1'orifici de sortida de
I’aire dins del flascé i el fons, i el cabal d’aire és de 12,5 1/min. Una modifica-
ci6 d’aquest mostrejador és el flasco rentador de gasos multinivell. Disposa de
tres nivells i proporciona la distribuci6 per grandaria de particula simulant la
que ocorre en el sistema respiratori huma. Cada nivell conté un volum cone-
gut de liquid de captacio esteril. El disseny d’aquest equip redueix la velocitat
d’injecci6 i minimitza les esquitxades i la formaci6 d’escuma. Els diametres de
tall teorics sén 1 ym, 4 ym i 10 ym i ’equip treballa a cabals d’aire entre 20 1/
min i 55 1/min. Actualment, aquests equips es fabriquen en acer inoxidable.

En la figura 8 es mostra un esquema d’aquests mostrejadors.

Figura 8. Mostrejadors per borbolleig

Entrada
d’aire

Borbollador

Flascé

g

Flascé rentador de gasos.
Font: INSHT. NTP 609: Agentes bioldgicos: equipos de muestreo (I).

2.1.5. Ciclons rentadors

La captacio de les particules ocorre per impactacié en un medi liquid que ba-
nya la superficie interior del cicl6, potenciada per 'acci6 de la forca centrifuga.
El liquid amb les particules és enretirat per la part inferior de ’equip. Els assa-

Figura 7. Flasco rentador de gasos
multinivelll

Font: INSHT. NTP 609: Agentes biolégicos:
equipos de muestreo (1)
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jos fets amb aquests equips per a determinar 'eficacia de la captacio6 revelen
que a cabals de 500 1/min i velocitat de l'aire de 4 m/s, l'eficacia de captacio
per a particules de diametre aerodinamic de 20 ym és entre un 70% i 110%.
En la figura 9 es mostra un esquema d’aquests mostrejadors.

Figura 9. Esquema d’un ciclé

Sortida
superior
EEE——
Captador del
vortex superior
Entrada
d’aire
—

Veértex inferior

l Sortida inferior

Un vortex és un flux turbulent en rotacié espiral amb trajectories de corrent tancades.

2.1.6. Mostrejador RCS

Un mostrejador RCS® és un equip portatil en el qual la impactaci6 de les par-
ticules ocorre potenciada per 'acci6 de la forga centrifuga que un ventilador
confereix a l'aire aspirat a la zona frontal de I’equip. Les particules so6n recolli-
des en cintes flexibles amb vasets que contenen medi de cultiu. El cabal d’aire
és de 40 1/min i disposa d’un programador de temps (entre 30 segons i 8 mi-
nuts) que determina el volum d’aire mostrejat. La captaci6 ocorre en un tnic
nivell, per la qual cosa no s’obté informaci6 sobre la distribuci6 per grandaria
de particula. Una de les limitacions d’aquest equip €s que no es pot precisar
amb exactitud el cabal real d’aire, ja que és aspirat des d'una distancia de 40
cm i laire expulsat ho fa envoltant la columna d’aire d’aspiracié. Una versio
millorada és I'RCS plus, en el qual, a diferéncia de I'anterior, I'entrada i sortida
de l'aire estan separades. Aquest mostrejador opera a un cabal de 50 I/min. En
la figura 10 es presenta una reproduccié d’aquest mostrejador.

©RCs és la sigla de I'expressi6 an-
glesa reuter centrifugal sampler.

Figura 8. Mostrejador RCS



CC-BY-NC-ND * PID_00186765 31

Mesura de contaminants biologics a Iaire

2.2. Filtracio

La retenci6 de les particules suspeses a l’aire en un material por6s quan
aquest el travessa és la filtracio.

La captaci6 d’una particula depén del seu diametre aerodinamic, de la gran-
daria del porus del filtre i del cabal d’aire que travessa el filtre. D’acord amb
aquestes caracteristiques es poden distingir quatre principis de captacié de par-
ticules: cribatge, intercepcid, impactaci6 i difusio.

La filtracio és un dels sistemes que permet prendre mostres personals que re-
presenten millor el patré d’exposicié dels treballadors. En general, els filtres
son els suports de retencié més utilitzats quan es volen mostrejar els compo-
nents del bioaerosol més resistents (basicament espores i pol-len), els produc-
tes (endotoxines, micotoxines, etc.) o quan la viabilitat dels microorganismes

no és essencial per a 1’assaig analitic seleccionat.

L'equip de presa de mostres consisteix en una bomba d’aspiraci6é d’aire a la
qual s'uneix el portafiltres, en general, cassets de poliestire, i el filtre. Com
en qualsevol sistema de mostreig, la determinacio6 del cabal d’aire i del temps
de mostreig (basat en la previsi6 de la concentraci6 existent) sén passos fona-
mentals per a I'obtencié de mostres atils per a 'analisi. Un altre aspecte que
cal considerar és si la captacid es fa amb el casset obert o tancat; la decisio
estara basada en el tipus de mostra i ’assaig que es dura a terme. En els cassets
oberts la distribuci6é de les particules és més regular, la qual cosa en facilita
I'observacio i el recompte, mentre que en casset tancat, les particules tendei-

xen a acumular-se a la zona central del filtre i en dificulten aixi I’observacio.

Aquests sistemes de mostreig son, a la practica, totalment equivalents als que

reutilitzen en el mostreig d’aerosols solids en general.

2.2.1. Filtres capil-lars

Els filtres capil-lars estan fets d'una capa de policarbonat fina. En aquest tipus
de filtres els porus consisteixen en cilindres rectes alineats de manera perpen-
dicular a la superficie del filtre. L'eficacia de captacié d’aquests filtres és baixa
per a les particules d’'una grandaria inferior al porus. L'eficacia augmenta per a
les particules submicroniques (< 1 ym) que sén retingudes segons el principi
de difusid. Logicament, les particules de grandaria més gran que la del porus
son retingudes amb gran eficacia. El disseny d’aquests filtres fa que es rebleixin
abans que d’altres amb la mateixa grandaria de porus, la qual cosa limita la
quantitat de material que pot recollir. Son filtres molt fins i amb una superficie
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molt llisa, cosa que els fa idonis per a I’observacio de les particules captades al
microscopi optic o a I’electronic de rastreig i facilita el rentatge del filtre i la
recuperaci6é de la mostra per a la seva analisi.

2.2.2. Filtres de membrana

Aquest tipus de filtres tenen una microestructura complexa que proporciona
camins irregulars o tortuosos al flux d’aire. Depenent del principi de captacio,
es pot dir que, en general, l'eficacia d’aquests elements és bastant elevada, fins
i tot per a particules de grandaria inferior a la del porus. Per exemple, 'eficacia
de captacio per a particules de 0,3 ym és del 95% en filtres de membrana amb
grandaria de porus de 0,5 ym. Els materials dels quals estan fets els filtres sén
variats; un dels usats més sovint per a la captaci6 de bioaerosols son els ésters
de cel-lulosa. Els bioaerosols captats es poden tenyir sobre els mateixos filtres
per a la seva observaci6 directa al microscopi optic; el filtre es pot transparentar
amb un producte adequat com a fase prévia a 1'observaci6 i aquests filtres es
poden col-locar sobre medi de cultiu per a la incubaci6 dels microorganismes
captats.
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3. Mostreig de materials i superficies

Hem comentat en la introducci6é que el mostreig de superficies és una técnica
que cal tenir en compte també en la determinaci6 d’agents biologics. Aquesta
técnica té un interes especial, atés que permet determinar la possible contami-
nacio per agents biologics de les materies primeres, de les mateixes persones,
dels instruments de feina, les robes, les mans, el mobiliari o els elements de
construccié que per les seves caracteristiques es poden convertir en reservoris

d’agents biologics.

L’analisi de superficies i de liquids és necessaria en alguns casos, en els quals la
simple mesura ambiental pot donar com a resultat la inexisténcia de contami-
nacié microbiologica, i proporcionar falsos negatius. Aquest tipus de mesures
permeten identificar els focus de contaminaci6, que és un dels objectius im-
portants en 1'avaluacié de l'exposicié a agents biologics. La deteccié de con-
centracions elevades de microorganismes en aquestes mostres pot eliminar la
necessitat de fer un mostreig ambiental quan és clara la possible aerosolitza-
ci6 dels contaminants i per tant l’exposici6 de les persones a aquests conta-
minants. En aquestes situacions, les decisions sé6n quines mesures correctores

son les aconsellables i quin és el procediment i calendari d’aplicacio.

En general, els métodes de captaci6 de les mostres consisteixen a prendre una
fracci6 del material, un volum determinat d’un liquid, 'aspiraci6é de la pols
continguda en una area determinada o el mostreig d'una superficie. La precau-
ci6 principal és que els contenidors en els quals es recullen les mostres siguin
esterils per a evitar possibles contaminacions. Els meétodes d’assaig dependran
dels agents biologics que es vulgui determinar i, igual que en el cas de la me-
sura de bioaerosols, aquests es poden dividir en:

e assajos basats en el cultiu de les mostres, per a detectar microorganismes
viables i cultivables, i

¢ assajos no basats en el cultiu com a examen i recompte al microscopi o Vegeu també

altres assajos posteriors diferents del cultiu.
Els assajos no basats en el cul-
tiu es comenten en els sub-
N : . . 4 PP apartats 5.5, 5.6, 5.7 5.8
Dels metodes exposats, el mostreig de superficies és un dels que s'utilitza daquest modul didactic.

més ampliament, entre altres raons, perque permet prendre la mostra sense

trencar o danyar el material. Quant a les tecniques més utilitzades, se'n poden
distingir dues: el rentatge de la superficie i la presa de mostra per contacte.
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3.1. Frotis de superficies

Aquest métode consisteix en la recollida del material dipositat en les superfi-
cies amb turundes esterils de cot6 o gases (figura 11). Aquests elements poden
ser humitejats amb aigua esteril per a facilitar la captacié de les particules.
Les mostres preses han de ser manipulades d’'una manera aséptica per a evitar
qualsevol contaminacié. Després del mostreig, es pot procedir a sembrar el
material recollit aplicant directament la turunda sobre el medi de cultiu o es
pot procedir a rentar els elements utilitzats en la captacié amb un diluent es-
teril i sembrar-hi després el liquid obtingut. En general, aquest métode no per-
met fer estimacions quantitatives precises de la contaminaci6 i, basicament,

s’utilitza per a comprovar la preséncia d'un microorganisme concret.

Figura 11. Presa de mostres de superficies

a.

3.2. Mostreig per contacte

Es el métode més utilitzat i consisteix en I’aplicacié de plaques de contacte
sobre la superficie que es vol mostrejar i sobre les quals s’exerceix una pressio
lleugera per a captar les particules. El resultat del recompte de les colonies que

han crescut s’expressa en ufc/cm?®. Una altra técnica consisteix en la utilitzacié
de cintes adhesives que atrapen les particules.

3.2.1. Plaques de contacte

Les plaques de contacte sén plaques de cultiu especials en les quals el medi de
cultiu es troba en excés lleuger. Hi ha diferents tipus de plaques de contacte,

pero les més utilitzades son les plaques RODACS; a la base d’aquestes plaques
hi ha gravada una quadricula, de superficie determinada, que permetra el cal- |

cul de la concentraci6 dels microorganismes que han format colonia. El resul-

tat s’expressa en ufc/cm?. El principal avantatge d’aquest metode és la seva

senzillesa, mentre que el principal inconvenient és que superficies molt brutes

provocaran la sobrecarrega de la placa i, per tant, en dificulten I’analisi. En la Figura 12. Placa RODAC® amb colonies

. . < . Font: INSHT. NTP 609: Agentes bioldgicos:
figura 12 es mostra una placa RODAC® i les colonies crescudes. equipos de muestreo (1).
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3.2.2. Cintes adhesives

L'as d’aquestes cintes esta indicat quan no cal informaci6 sobre els microor-
ganismes viables i cultivables. El métode és molt senzill i consisteix a atrapar
en la cinta les particules dipositades en una superficie. L'analisi consisteix en
I'observaci6 al microscopi, per la qual cosa el material de la cinta ha de tenir
una bona qualitat optica i permetre la tincié. Aquest metode no permet ana-
lisis quantitatives.
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4. Seleccio del mostrejador

Els aspectes fonamentals que cal considerar en ’eleccié d'un mostrejador sén:

e l’agent biologic objecte d’interes,

¢ la informaci6 que es vol obtenir,

¢ la concentraci6 previsible de bioaerosol,
¢ el diametre aerodinamic de les particules,
e les condicions ambientals,

e les caracteristiques de '’equip i de I'analisi a que se sotmetran les mostres.

Obviament, la informaci6 que els fabricants dels equips proporcionen als usu-
aris facilita 1'elecci6 de '’equip més apropiat per a cada aplicacio.

La norma UNE-EN 13098, que ja hem referenciat, en 1'annex A inclou les re-
comanacions basiques per a la seleccié6 d'un metode de mesura d’agents bio-
logics de gran utilitat a ’hora d’efectuar la seleccié del mostrejador. Una guia

per a l’elecci6é del mostrejador es presenta en la figura 13.

Caracteristiques d'un mostrejador de bioaerosols basades en ’NTP 610: Agentes
biologicos: equipos de muestreo (II) de I'INSHT:

e Conduir l'aire cap a ’equip a una velocitat uniforme i provocar les mini-
mes perdues possibles en el dispositiu d’entrada de l'aire.

e Mantenir el cabal d’aire dins d'uns marges raonables tenint en compte les
possibles variacions en el subministrament electric, carrega de les bateries
o les pérdues de carrega en l'equip.

e Permetre 1'is de diversos suports de captacié (plaques de cultius de gran-
daria estandard, portaobjectes, filtres de diferents tipus, diametres i gran-
daria de porus, etc.).

e Permetre la col-locaci6 i extraccié dels suports de captacié de manera sen-
zilla.

e Protegir el suport de captaci6 de possibles contaminacions.

¢ Minimitzar les fuites d’aire que poden causar errors en la mesura o perme-
tre que l'aire no passi sobre el medi de captacio.

e Expulsar l'aire aspirat a prou distancia de 1'entrada per a evitar el possible
reingrés de l'aire ja mostrejat.

e Captar un ampli rang de grandaries de particules amb una eficacia consis-
tent; o tenir una eficacia de captaci6 elevada per a la grandaria de parti-
cula volguda, mentre que exclou altres fraccions o les capta amb menys
eficacia.

e Captar les diferents fraccions de grandaria de particula amb eficacies simi-
lars a les existents en el tracte respiratori huma.

e Mantenir la integritat fisica, quimica i biologica del material captat.
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e Permetre l’analisi de les mostres mitjancant 1'as de diferents técniques ana-

litiques.

e Ser resistent i facil de netejar i desinfectar.

e Ser facil de manejar, portatil, fiable i economic.

Figura 13. Diagrama per a la seleccié del mostrejador

Font: adaptat de la norma UNE-EN 13098
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5. Analisi de les mostres

Continuant amb el paral-lelisme que hem anat comentant amb els sistemes

de presa de mostra i analisi aplicats als agents quimics, en la taula 4 es recullen

les principals caracteristiques dels meétodes de captacié i analisi utilitzats per

a la detecci6 de microorganismes. Una vegada presa la mostra segons els pro-

cediments comentats fins aqui, escau, 0bviament, fer-ne una analisi, aspecte

de queé tractem en aquest apartat.

Taula 4. Caracteristiques de la captacié i analisi d’agents biologics

Agent biologic

Metode B

Analisi

Dades obtingudes

Virus Impingers, ciclons, impactadors, | Cultiu cel-lular Concentracié (nre.-/m>); identifi-
filtres cacié
Immunoassaig (anticos marcat | Confirmacié de preséncia d’un vi-
amb colorant) rus especific
Microscopi electronic Identificaci6
Proves genétiques. PCR Confirmacié de preséncia d’un vi-
rus especific
Bacteris Impactadors, impingers, ciclons, | Microscopi/recompte

filtres. Mostres de superficies

s 3 2
Concentraci6 (cél-lules/m” o cm
09)

Immunoassaig (anticds marcat
amb colorant)

Confirmacié de preséncia d’un
bacteri especific

Proves genetiques. PCR

Confirmacié de preséncia d'un
bacteri especific

Cultiu

Concentracié (ufc/m3 ocm?o 9)

Microscopi: morfologia, tincié

Identificacié (general)

Bioquimica

Identificaci6 (especifica)

Antigens bacterians

Pols

Immunoassaig (ELISA)

Concentraci6 (ug/g)

Components de la paret bac-
teriana (endotoxines, d'altres)

Filtres, impingers, pols

Bioassaig (LAL)

Activitat bioldgica (UE/m” o g)

Quimic (CG-EM, HPLC)

Concentraci6 (LPS, ng/m3 og;
acid muramic, yg/m3 0gQ)

Fongs

Impactadors, impingers, ciclons,
filtres. Mostres de superficies

Microscopi/recompte

Concentracié (espores/m3 o cm?
o g). Identificacié

Cultiu

Concentracio (ufc/m3 ocm’o 9)

Microscopi/morfologia

Identificacié

Llevats (acids grassos, lipids)

Impactadors, impingers, ciclons,
filtres. Mostres de superficies

Quimic (CG)

Identificacid

PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa. ELISA: assaig immunoadsorbent lligat a enzim. LAL: lisat d’amebocits del Limulus. UE: unitats d’endotoxina. CG-EM: cromatografia de gasos
- espectrometria de masses. HPLC: cromatografia liquida d’alta resolucié. LPS: lipopolisacarids. CL: cromatografia liquida. COVM: compostos organics volatils d’origen microbia.
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Agent biologic Metode B Analisi Dades obtingudes
Al-lergens fingics Pols Immunoassaig (ELISA) Concentracié (ng o unitats/g)
Components de la paret flin- | Filtres, pols Immunoassaig (LAL) Activitat biologica (gluca, unitats

gica

o pg/m?)

Quimic (HPLC, CG-EM)

Concentracié (gluca o ergosterol,
unitats o pg/qg)

Toxines flungiques

Impactadors, impingers, ciclons,
filtres. Mostres de superficies

Quimic (HPLC, CG-EM)

Confirmacié de la presencia de la
toxina, concentracié (toxina, ng/

m3og)

Immunoassaig, citotoxicitat

Confirmacié de la presencia de la
toxina, detecci6 de I'activitat to-
xica (sense identificacid)

Endoparasits (amebes)

Aigua, impactadors, impingers

Cultiu

Concentracié (nre.-/m> o ml)

Microscopi/morfologia

Identificacid

Immunoassaig (anticds marcat
amb colorant)

Confirmacié6 de la presencia
d’amebes especifiques

Al-lergens/antigens

Pols

Immunoassaig (ELISA)

Concentracié (al-lergen/antigen,
ug/g o unitats d’al-lergen/g o
unitats d’antigen/qg)

Acars

Pols

Microscopi/morfologia

Concentracié (nre. d’acars/g de

pols o per m? de superficie mos-
trejada), identificacié

Al-lergens d’acars

Pols

Immunoassaig (ELISA)

Concentracié (al-lergen d’acars,
ng/g de pols o per m? de superfi-
cie mostrejada)

Guanina

Pols

Colorimetria (CL)

Concentracié (guanina/g de pols

o per m? de superficie mostreja-
da)

covM

Adsorbents, bosses d’aire

Quimic (CG-EM)

Concentraci6 (compost, mg/mg,
identificacié6 de compostos

PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa. ELISA: assaig immunoadsorbent lligat a enzim. LAL: lisat d’amebocits del Limulus. UE: unitats d’endotoxina. CG-EM: cromatografia de gasos
- espectrometria de masses. HPLC: cromatografia liquida d’alta resolucié. LPS: lipopolisacarids. CL: cromatografia liquida. COVM: compostos organics volatils d’origen microbia.

5.1. Transport i conservacio de les mostres

Una vegada conclosa la captaci6, cal prendre tota classe de precaucions per

a evitar que les mostres s’alterin o modifiquin abans d’arribar al laboratori:

deshidrataci6, mort dels agents, contaminacions, vessaments o trencaments.

Aquestes precaucions, i també les instruccions pertinents per a cada tipus de

captaci6 i agent, s’han de trobar, detallades fins a I'Gltim extrem, en el proce-

diment o metode analitic disponible a aquest efecte. Com a recomanacions

generals podem indicar les seglients:

e Precintar les mostres o tancar-les perfectament.
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e Col-locar les mostres en caixes o recipients adequats, fixant-les correcta-
ment.

e Incloure amb cada lot homogeni de mostres una mostra blanca, que és
una mostra que ha estat manipulada exactament com les altres analogues
del mateix lot, perd amb la qual no s’ha efectuat captacié de contaminant.

¢ No col-locar en un mateix recipient mostres ambientals i materials o pro-
ductes que les poguessin alterar o contaminar.

e Evitar alteracions de les mostres per escalfament excessiu o exposicié in-
tensa a la llum solar i seguir les instruccions especifiques per a cada tipus

de mostra.

e No demorar ’enviament de les mostres al laboratori.

¢ No obrir les mostres fins al moment en que en comenci l’analisi o el trac-

tament.

e Emmagatzemar les mostres fins a la seva analisi en llocs especifics que

compleixin les condicions especificament establertes per a aixo.

e Tant si es guarden les mostres en frigorifics com en altres llocs
d’emmagatzematge, és recomanable que siguin especifics per a aquesta co-
mesa sense que continguin cap altre tipus de mostres o materials que les
poguessin alterar o contaminar.

e No sobrepassar en cap cas la data limit per a I’analisi que ha d’estar clara-
ment especificada en el procediment o meétode d’analisi.

5.2. Tipus d’estudis

Depenent de 'objectiu de la mesura es poden agrupar els estudis en generals,
d’indicadors i focalitzats.

e Estudis generals. Es tracta de coneixer, de la manera més amplia que sigui
possible, els diferents tipus d’agents biologics que poden ser-hi presents i
per aixo s’utilitzen quan es desconeix la composici6 (tipus i concentraci-
ons) d’agents biologics lligats a 1’activitat laboral. Els meétodes usats més
comunament estan basats en el cultiu dels microorganismes en medi ge-
latin6s (agar), en I'observacié directa al microscopi o en 'avaluaci6 de la

diversitat microbiana.
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e FEstudis d’indicadors. En aquest cas, sabem 1'agent biologic que ens in-
teressa, encara que utilitzem per a la seva analisi un indicador que pot ser
representatiu de la presencia d'un grup de microorganismes.

e Estudis focalitzats. Aquests estudis permeten documentar la preséncia
d’'un agent biologic associat a efectes concrets. A més de les técniques
de cultiu de microorganismes poden comprendre la deteccié d’antigens
o la comprovaci6 de l'existéncia de titols elevats d’anticossos en mostres
de sang. L'elecci6 d’aquest tipus d’estudis parteix d'una hipotesi sobre
I'existéncia d'un agent especific en un ambient, hipotesi que pot estar
basada tant en 1'observaci6 d’efectes concrets associats a I’agent com en
I'existéncia de determinades condicions ambientals que permetin sospitar

la seva presencia.

5.3. Cultiu de microorganismes. Bacteris i fongs

El cultiu de microorganismes en medi solid és 1’assaig estandard. La possibi-
litat d’efectuar el recompte de colonies i relacionar-lo amb un volum d’aire
I’han convertit en una técnica per a quantificar microorganismes, sense deixar

de banda les limitacions que el métode presenta.

El recompte de colonies és la proporci6 de la poblaci6 mostrejada que
manté la capacitat de créixer en el medi de cultiu seleccionat i en les

condicions d’incubaci6 establertes.

Evidentment, no solament sén aquests els microorganismes que poden causar
efectes adversos a les persones, sin6 que els poden causar microorganismes no
viables i fins i tot morts, i aquesta informaci6 resulta parcial; tampoc no inclou
els efectes toxics i al-lergics.

També operativament, 1'estrés fisic que poden patir els microorganismes du-
rant la generacié de l'aerosol, la seva permanéncia a 'aire i durant la seva
captacio, els poden danyar i impedir aixi el desenvolupament en cultiu i, en
consequiéncia, provocar la infravaloraci6 de la concentracié. D’altra banda, no
tots els microorganismes seran cultivables i el fet que no formin coldnies no
significa necessariament que l’organisme no estigui en la mostra o que estigui
mort. Les principals raons per les quals un microorganisme no forma una co-
lonia sén:

e La mort o alteraci6é dels processos de desenvolupament per ’accié de les
forces que s’exerceixen sobre la cél-lula durant la generaci6 de l'aerosol, la

seva captacio i la manipulacié i el transport de les mostres.

Estudis d’indicadors

Uns exemples d’aquest tipus
d’estudis sén la determinaci6é
de glucans o ergosterol com

a indicadors de la biomassa
fingica i la determinacié de
guanina com a indicador de la
presencia d’acars a la pols do-
méstica.

Estudis focalitzats

Durant I'estudi d’un brot de
legionel-losi, els métodes
d’assaig estaran dirigits a la de-
teccié de legionel-la en mos-
tres d’aigua i cliniques, inclo-
ent-hi el cultiu i aillament del
bacteri en les mostres d’aigua
de les instal-lacions implicades
i en mostres biologiques obtin-
gudes de les persones potenci-
alment infectades.
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e T’acci6 toxica o el desequilibri dels elements quimics que constitueixen el
mitja de cultiu.

e La competitivitat entre especies.

Aquesta teécnica permet l'aillament de microorganismes en cultius purs, cosa
que constitueix un pas necessari en els procediments d’identificacié de les
especies captades. Depenent del tipus de mostreig fet, els microorganismes
impacten directament sobre el medi de cultiu (captacié6 ambiental), o s6n
posteriorment inoculats en un medi de cultiu a partir de fraccions de la mostra

presa (aigua, materials o superficies).

En bona part dels casos, I’analisi comenca en la presa de les mostres amb
I'elecci6 del suport de captacio.

5.3.1. Placa amb medi de cultiu

El medi de cultiu és el material en que es multiplicaran els microorga-
nismes i formaran colonies, per la qual cosa ha de reunir les condicions
que en permetin i n’afavoreixin el desenvolupament.

Les caracteristiques propies del medi de cultiu permetran la formaci6 de les
colonies d'uns tipus de microorganismes, i faran que d’altres passin inadver-
tits. En conseqiiéncia, s'empraran diferents varietats de medis de cultiu segons
I'objectiu de l'analisi. Una practica habitual al laboratori és utilitzar en les
sembres diferents medis de cultiu i condicions d’incubaci6 per a poder posar

de manifest el nombre més gran de microorganismes que sigui possible.

Els medis utilitzats habitualment per a la captacié ambiental de microorganis-

mes es poden classificar en:

e Generals: son els que permeten el creixement d’'una amplia varietat de

microorganismes, tant bacteris com fongs.

¢ Selectius: els que s’han preparat per a inhibir el creixement de determinats
microorganismes i permetre el d’altres.

e Diferencials: els que permeten el creixement de diversos microor-
ganismes, pero que contenen ingredients que produeixen diferéncies
d’aparenca d’alguns d’ells.

La utilitzaci6 d’aquests medis constitueix la base dels metodes classics de la
identificaci6 bacteriana. En formular el medi de cultiu de la major part de mi-

croorganismes, és necessari aportar fonts de magnesi, ferro, calci, potassi, en

Medis diferencials

Un medi de cultiu que és al-
hora selectiu i diferencial és
I'agar eosina - blau de meti-
le, que s'utilitza per a identifi-
car bacteris del grup enteric.
Es selectiu perque la preséncia
del blau de metile inhibeix el
creixement dels bacteris gram-
positius, i diferencial ja que,
dels gramnegatius, Escheric-
hia coli, Klebsiella i Enterobacter
formen colonies de color blau
porpra amb lluentor metal-lica,
mentre que Shigella, Salmone-
lla o Pseudomonas formen co-
Ionies incolores o rosades.
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forma ionica (Mg™", Fe™", Ca™ i K"), que sén necessaris com a activadors enzi-
matics o formant part de molécules o elements de l’organisme. Altres minerals
que contenen coure, manganes, zingc, etc., aixi mateix necessaris, sébn aportats
normalment a bastament per 1'aigua de subministrament. Molts microorga-
nismes sén capagos de sintetitzar tots els seus components essencials quan
disposen dels elements esmentats anteriorment. Pero, de vegades (per exem-
ple, per una mutaci6é genética), el microorganisme perd la capacitat de sinte-
si d’algun component que encara li és imprescindible. En aquests casos, cal
subministrar-lo amb el medi i es denominen factors de creixement, que variaran
segons les especies i les perdues en la capacitat de sintesi que s’hagin produit.

En la figura 14 es presenten exemples de plaques en les quals s’han conreat
bacteris totals (figura 14a) i fongs totals (figura 14b).

Figura 14. Bacteris totals després d’una incubacié

Font: Xavier Solans (2012). INSHT

5.3.2. Temperatura d’incubacié

La temperatura d’incubacid es pot utilitzar per a aillar selectivament micro-

organismes tenint en compte el segiient:

e Hi ha nombrosos fongs i bacteris lliures que creixen de manera Optima a

temperatures que oscil-len entre 18 °C1i 25 °C.

e Hi ha nombrosos fongs que no creixen bé a temperatures per sobre de 35
°C amb l'excepci6 de I’Aspergillus fumigatus, de manera que aquest fong es

pot aillar d’'una manera selectiva si s'incuben les mostres a 35-40 °C.

e Latemperatura optima d’incubacié per a microorganismes patogens és de
37 °C, que és la temperatura del cos huma.

e Els actinomicets termofilics tenen una temperatura d’incubacié superior
a 50 °C, la qual cosa exclou el desenvolupament de qualsevol altre micro-
organisme que no sigui termotolerant.
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5.3.3. Atmosfera d’incubacio

L'atmosfera d’incubaci6 és un altre factor important. Moltes de les analisis
basades en el cultiu estan limitades a 'estudi de les espécies aerobies (obli-
gades o facultatives), és a dir, les que solament es desenvolupen en presen-
cia d’oxigen o que es poden desenvolupar tant en preséncia com en abséncia
d’oxigen. No obstant aix0, en 'ambient es poden trobar les espores (formes
resistents de vida) d’espécies anaerobies o les formes vegetatives, que creixen a
zones on no hi ha oxigen, per la qual cosa l'analisi dels bacteris anaerobis re-
quereix atmosferes sense oxigen, habitualment amb nitrogen i dioxid de car-

boni.

S’afegeix al cultiu una quantitat d'una soluci6 diluida de sals amb un agent
reductor, com el tioglicolat i un indicador redox el canvi de color del qual
indicara contaminacié per oxigen. Altres mitjans per a aconseguir condici-
ons anaerobiques consisteixen en la utilitzacio de medis de cultiu que con-
tinguin agents reductors (cisteina o tioglicolat) i 1'as de cabines per al cultiu
d’anaerobis.

5.3.4. Recompte de colonies

L'obtenci6 de la concentracié de microorganismes es basa en la relaci6 entre
el nombre de colonies que s’han comptabilitzat i el volum d’aire aspirat, fun-
ci6 del cabal al qual estigui calibrat el mostrejador i el temps de mostreig. El
recompte de colonies de vegades no és un procés senzill pels motius seglients:

e [s dificil identificar com a separades colonies formades per agregats mi-
crobians.

e També és dificil diferenciar colonies de morfologia similar.

e Una especie determinada pot segregar productes que inhibeixen el creixe-
ment d’altres microorganismes.

¢ La morfologia o grandaria d'unes colonies n’obscureixen completament
d’altres.

En la figura 15 es mostra un model de lupa per a facilitar el recompte. En la
figura 16 es mostra una placa de cultiu en la qual s’aprecien els senyals de la
impactacio de les particules després del procés de mostreig.

Figura 15. Lupa per al recompte
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Figura 16. Placa amb senyals d‘impactacié

Font: INSHT. NTP 611: Agentes bioldgicos: andlisis de las muestras.

Per a evitar la infravaloraci6 de les colonies crescudes, quan la captaci6 ha estat
feta amb un impactador multiorifici, cal fer un ajustament estadistic sobre
el nombre de colonies comptades que prevegi la probabilitat que més d'una
particula hagi impactat al mateix lloc. La féormula basica per al calcul de la

correccio per coincidencia és la segiient:

1, _1 1 1

en que P, és el nombre estimat de particules cultivables; r és el nombre de
colonies comptades en la placa i N és el nombre total d’orificis per plataforma
de I'impactador.

5.3.5. Identificacié de microorganismes cultivables

La taxonomia és la ciéncia que permet classificar les formes vives es-
tablint les relacions que hi ha entre un grup d’organismes i un altre, i
també diferenciar-los.

Els metodes que fa servir la taxonomia per a establir aquestes relacions o di-
ferencies son diversos; el més classic de tots consisteix en 1’observacio de les
caracteristiques de les colonies crescudes en cultiu: la seva forma, grandaria,
olor i pigmentacio.

A escala cel-lular, la forma, la grandaria, 1’agrupaci6 de les cel-lules bacterianes i
la preséncia o abséncia de flagels, capsula o endospores, son les caracteristiques
que defineixen les diferents classes de microorganismes. Moltes vegades, per a
I'observacio al microscopi d’aquests aspectes cal utilitzar colorants. Una de les
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primeres proves que es duen a terme per a identificar les espécies bacterianes
és la tinci6 de Gram, que es basa en les diferencies fisiques que hi ha entre les
parets cel-lulars dels bacteris.

El resultat de la prova permet classificar tots els bacteris en dos grups que es
denominen grampositius i gramnegatius. En aquesta prova s’utilitzen dos
colorants: el cristall violeta, que tenyeix de blau els bacteris grampositiu, men-
tre que els negatius romanen incolors, i un colorant de contrast, la safranina,
que tenyeix lleugerament de rosa els bacteris gramnegatius i permet reconei-

xer-los i diferenciar-los al microscopi.

Un pas més permet identificar els bacteris a escala de genere, especie i fins
i tot subespecie. En aquest cas, son les proves bioquimiques, fisiologiques o
nutricionals les que permeten avaluar els constituents de les parets bacteria-
nes, les seves inclusions, els antigens, el rang de temperatures a les quals crei-
xen, i el seu optim, els requeriments d’oxigen, la tolerancia al pH, sals o pres-
sions osmotiques, la sensibilitat als antibiotics, les fonts d’energia, carboni i
nitrogen, els productes de fermentacio i el tipus de metabolisme. Al mercat hi
ha disponibles diferents sistemes que permeten ’assaig multiple de diversos
d’aquests aspectes. En la figura 16 es mostra el resultat obtingut en aplicar-hi

alguns d’aquests sistemes.

La identificacio dels fongs es basa en 1'observacio6 de la morfologia de les seves
espores, encara que també es poden utilitzar proves de tincio.

En la figura 18 es mostren els resultats de la incubacié de tres espécies de fongs:
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus i Aspergillus niger.

Figura 18. Resultats de la incubacié de diferents espécies de fongs Aspergillus

a. b. C.

a. Aspergillus flavus. b. Aspergillus fumigatus. c. Aspergillus niger
Font: Xavier Solans (2012). INSHT

5.4. Recompte de microorganismes, pol-len i espores

Un procés teoricament més simple és la identificacié i quantificacié de micro-
organismes comptables, encara que la diferenciacié entre especies concretes
de pol-lens i espores pot ser altament complicada i solament a ’abast d’experts
en taxonomia. Recorrer a les técniques microscopiques que comentem a con-

tinuacio6 és imprescindible, i cal recOrrer, en molts casos, a la microscopia elec-

Figura 17. Assaig miiltiple d’identificacié

Font: INSHT. NTP 611: Agentes bioldgicos:
andlisis de las muestras.

Lectura recomanada

Alguns dels detalls instru-
mentals sobre els procedi-
ments de captacio, cultiu

i identificaci6 de bacteris i
fongs a l’aire es troben deta-
llats en I'NTP 299:

NTP 299: Método para el re-
cuento de bacterias y hongos
en aire.



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/201a300/ntp_299.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/201a300/ntp_299.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/201a300/ntp_299.pdf
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tronica a causa de la petita grandaria d’aquestes especies. En les figures 19 i
20 es presenten imatges de pol-lens i espores. En el cas de les espores de fongs
o de microorganismes amb capacitat de formar espores, evidentment hi ha
la possibilitat del seu cultiu, independentment o amb posterioritat, del seu
recompte.

Figura 19. Pol-lens

a.

a. Gra de pol-len vist al microscopi optic. b. Gra de pol-len vist al microscopi electronic de rastreig.
Font: ). Belmonte (2003). UAB

Figura 20. Espores

a. Espores vistes al microscopi optic. b. Espores vistes al microscopi electronic de rastreig

5.5. Teécniques microscopiques

L'as del microscopi és una técnica fonamental per al recompte del nombre to-
tal de microorganismes, com hem vist en les figures 19 i 20. Ajuda a identificar
les espeécies, permet reconeixer la forma de les cel-lules, observar el resultat de
les proves de tinci6é o la mobilitat dels bacteris. Els tipus de microscopis més

usats els resumim a continuacio6.
1) Microscopi optic
Es tracta d’'un microscopi convencional en el qual I'observaci6 es basa en la

il-luminaci6 dels espécimens que destaquen contra un fons fosc. L'examen mi-
croscopic de mostres ambientals permet el recompte total de fongs i bacteris.



CC-BY-NC-ND * PID_00186765 48

Mesura de contaminants biologics a Iaire

En el cas de fongs i les seves espores, es pot fer directament, reconeixent-ne
la forma o utilitzant metodes de tincié. Com hem dit, hi ha dificultats per a
identificar espores d’especies de fongs que tenen una gran similitud morfolo-
gica, per exemple les espores d’Aspergillus i Penicillium, que sovint sé6n comp-
tades com un tnic grup. La solucid, en aquests casos, és el cultiu dels micro-
organismes captats.

Per a I’observaci6 de bacteris és necessari servir-se de colorants i especialment
dels fluorescents. Actualment, es disposa de kits comercials de tinci6 de Gram

fluorescent i de reactius que permeten destriar entre formes vives i mortes.
2) Microscopi de contrast de fases

Es basa en la difracci6 de la llum que en incidir sobre els espécimens provo-
ca diferents graus de lluentor i de contrast, i s’utilitza la immersié de la mos-
tra en liquids de diferent index de refraccié. Es una técnica apropiada per a
I'observaci6 d’especies que presenten dificultats d’identificacié en el micros-
copi optic i per a 'estudi de les endOspores bacterianes, que tenen indexs de
refracci6 diferents dels de les formes vegetatives.

3) Microscopi de fluorescencia

Es basa en 1’observaci6 de la fluorescéncia emesa per determinats fluorocroms
(taronja d’acridina) 1ligats a les cel-lules quan son excitats per la llum ultravi-
olada d’una longitud d’ona determinada. Aquesta técnica s’utilitza per al re-
compte directe de particules.

4) Microscopi electronic

En aquests casos, en lloc de llum s’utilitza un feix d’electrons. Es tracta d'una
técnica ja molt més complexa, que requereix una instrumentacié relativament
sofisticada, pero amb uns nivells de resolucié molt més elevats. Encara que hi
ha molts tipus de microscopia electronica, els més esmentats per a la identi-
ficaci6 d’agents biologics sén els de transmissi6 i de rastreig. En la figura 20

mostrem uns grans de pol-len mitjancant microscopia electronica de rastreig.
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Figura 21. Grans de pol-len per microscopia electronica de
rastreig

5.6. Bioassajos

El terme bioassaig fa referencia als metodes quantitatius,in vivo o in
vitro, ’objectiu dels quals és un efecte observable en un sistema biologic

o en algun organisme.

Els virus sén parasits cel-lulars obligats (no poden sobreviure gaire temps fo-
ra de cel-lules vives), per la qual cosa la seva analisi implica la inoculaci6é de
cultius cel-lulars o d’animals. En el cultiu cel-lular cada particula viral es reve-
la com un focus d’infeccié i aquesta s’evidencia per la formacié d'una lesio.
Aquest metode proporciona informacié sobre el nombre de particules viriques
que van ser capaces d’infectar el tipus de cel-lules del cultiu. L'as d’aquest me-
tode per a mostres ambientals té moltes limitacions, ja que altres microorga-
nismes poden créixer en el cultiu cel-lular i alterar-ne els resultats.

5.6.1. Immunoassaig

L'immunoassaig és un métode basat en la reacci6 especifica que ocorre
entre 'antigen i I’anticos i un marcador (enzims, molecules fluorescents
o radioactives [radioimmunoassaig: RIA]) que faci detectable i quantifi-
cable el resultat de 1’assaig.

Aquesta especificitat ha estat utilitzada en un gran nombre d’aplicacions, en-
tre les quals hi ha la deteccié d’al-lergens d’acars, al-lergens d’origen animal
o vegetal, antigens microbians, glucans fingics, aflatoxines o latex. Les técni-
ques habituals d'immunoassaig sén les segilients:

1) Enzyme-linked inmunosorbent assay (ELISA)

Exemples de bioassajos

e Els cultius cel-lulars per a la
deteccié de virus i bacteris.

* L'exposicié de ceél-lules o
organismes complets a
mostres que puguin conte-
nir toxines.

e L'immunoassaig basat en la
resposta de les molécules
bioldgiques (anticossos) en-
front d’un antigen.

e L’assaig del lisat
d’amebocits de Limu-
lus per a la deteccidé
d’endotoxines.

e Els assajos d’infectivitat.
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Un dels assajos utilitzat més ampliament per a determinar la concentracio

d’al-léergens en pols és el test ELISA® (assaig per immunoabsorci6 lligat a
enzims). En l'assaig, les parets dels vasets d'una placa estan recobertes per
I’anticOs de captura que és especific per a antigens concrets. Les mostres preses
sOn cribades fins a obtenir la fracci6 fina de la qual s’extrauran les proteines
solubles (al-lergen); aquest extracte es dilueix de manera seriada. El mateix
procés es duu a terme amb 1’al-lergen patrd. Aliquotes d’ambdoés extractes sén
afegides als vasets que contenen l’anticos de captura. Les plaques sén incuba-
des de manera que es produeix la reacci6é antigen-anticos; posteriorment, es
procedeix a rentar-les per a eliminar-ne els materials no lligats. El complex
antigen-anticos es detecta utilitzant un segon anticos al qual va unit un enzim
que reconeix aquest complex i, finalment, s’afegeix una substancia cromogena
que canvia de color en reaccionar amb l'enzim i es llegeix el canvi de color. La
concentracio6 dels antigens buscats s’obté per comparacio6 de les lectures de les
mostres amb les corbes generades per concentracions conegudes dels patrons.

2) Anticossos fluorescents

En aquest cas, els anticossos estan lligats a compostos organics fluorescents,
com rodamina B (fluorescéncia vermella) o isotiocianat de fluoresceina (fluo-
rescencia groga verdosa), que no alteren l'especificitat de 'anticos, perd per-
meten la detecci6 de 'antigen en observar el preparat amb el microscopi de
fluorescencia. Les aplicacions d’aquesta técnica son multiples, i s’utilitza per
al diagnostic de la legionel-losi mitjancant la tincié d'una biopsia de teixit
pulmonar amb anticossos fluorescents. També sén utilitzats en el diagnostic
d’'infeccions viriques o en el recompte de determinats tipus cel-lulars en mes-
cles complexes.

3) Radioimmunoassaig

El radioimmunoassaig (RIA) utilitza isotops radioactius com a conjugats dels

anticossos. L'isotop I'* és el més utilitzat com a sistema de deteccio, ja que les
proteines es poden iodar amb facilitat sense alterar-ne 1’especificitat. L'assaig
directe consisteix en una técnica en dos passos. Primer, s’afegeixen els anticos-
sos antigen radioactius especifics de l’antigen a una série de vasets que conte-
nen concentracions conegudes d’antigen pur. Després, es mesura la radioacti-
vitat en cadascun dels vasets, i es genera una grafica patr6. A continuacio, es
deixa que la mostra en la qual es vol detectar I'antigen es lligui en un altre
vaset amb els anticossos radioactius i se'n mesura la radioactivitat. La concen-
traci6é d’antigen s’obté en comparar la mesura de I’assaig amb la grafica estan-
dard preparada.

(6)Sigla d’enzyme-linked inmunosor-
bent assay.
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La utilitat clinica més important d’aquesta prova és la detecci6 de proteines.
El RIA presenta el mateix rang de sensibilitat i rapidesa que I'ELISA, que l'esta
substituint progressivament, ja que implica una instal-lacié6 de manteniment
costds, perque es tracta d'una instal-lacié radioactiva i de gestié de residus
radioactius.

5.6.2. Assajos de toxicitat

L'assaig de toxicitat més representatiu és el del lisat d’amebocits de Limulus

(LAL’), en el qual els efectes observables sén la coagulaci6, I'augment de la
terbolesa o una reacci6é cromogenica. Es fa servir per a determinar endotoxines

bacterianes i mesurar glucans.

Les endotoxines sén un component de la paret cel-lular dels bacteris gram-
negatius. Es tracta d’agregats macromoleculars de prop d’'l mili6 de daltons

(endotoxina lliure). En forma pura, les endotoxines sén lipopolisacarids (LPS®)
la fracci6 lipidica dels quals (lipid A) és la responsable de la toxicitat caracte-
ristica de la molecula. S'ha observat que les propietats toxicologiques de les
endotoxines son diferents segons les especies i I'estadi de desenvolupament
dels bacteris. En escalfar les endotoxines, el seu efecte toxic augmenta, ja que
les proteines es desnaturalitzen i, en conseqiiencia, les endotoxines accedei-

xen més facilment als receptors cel-lulars.

La captacié es fa en filtres, que es tracten amb aigua destil-lada, i es preparen
una serie de dilucions amb les quals s’efectua 1’assaig que es basa en l’activacio

de la cadena enzimatica de coagulaci6 de la limfa del cranc Limulus polyphemus.

5.7. Proves genétiques

Les proves anomenades genetiques es basen en el reconeixement de

seqiiéncies d’acid desoxiribonucleic (ADN’), cosa que permet detectar
de manera rapida i fiable la presencia d'una espécie determinada.

La hibridaci6é d’acids nucleics detecta la presencia o abséncia de seqiiéncies
d’ADN especifiques que soén associades a un organisme. L'element clau en
I’analisi és disposar d’una sonda d’acid nucleic per a un microorganisme, una
sola cadena d’ADN que contingui seqiiéncies caracteristiques de 1’'organisme.
Quan en una mostra un microorganisme conté seqiiencies d’ADN comple-
mentaries a les de la sonda, es produeix la hibridacid, i es forma una molécula
de doble cadena. Per a detectar la reaccié es marca la sonda amb moleécules
indicadores (enzims, isotops radioactius o compostos fluorescents).

La técnica genética més caracteristica és la reaccié en cadena de la polimera-

sa (PCR'), que és un métode in vitro de sintesi de seqiiéncies d’acids nucleics
seleccionats, pel qual segments concrets d’ADN sén especificament replicats.

(7)Abreugem lisat d’amebocits de Li-
mulus amb la sigla LAL.

(S)Abreugem lipopolisacarids amb la
sigla LPS.

(Q)Abreugem acid desoxiribonucleic
amb la sigla ADN.

a 0)Siglal de polymerase chain reacti-
on.
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L’ADN es barreja amb bases de nucleotids i ’enzim polimerasa i s'incuba en
condicions de temperatura controlada. En el procés les cadenes se separen, es
copien, es tornen a separar i es tornen a copiar; d’aquesta manera en molt
poc temps s’obtenen milions de copies de molécules d’ADN preparades per
a l'assaig, al qual s’afegeixen sondes seleccionades d’ADN amb un marcador
fluorescent o radioactiu capagos d’hibridar-se amb regions especifiques de
I’ADN buscat. La sonda es pot hibridar en quantitats detectables si I’organisme
d’interes és present en la mostra inicial i si el segment d’ADN és amplificat.

Es un métode sensible, molt especific, rapid i capa¢ de detectar microorganis-
mes dificils de conrear o no conreables, amb 1'avantatge afegit de no haver de
manipular microorganismes perillosos, sin6 una part. S’ha de tenir en compte,
no obstant aixo, que és un metode qualitatiu i només detecta agents biologics

predeterminats.
5.8. Assajos quimics

Consisteixen a determinar molécules biologiques que formen part estructural
dels microorganismes o que sén produits per ells mitjancant técniques ins-
trumentals tipiques de 'analisi quimica com la cromatografia liquida d’alta
resolucié (HPLC'), la cromatografia de gasos (CG") i I'espectrometria de

1 . . . 2
masses (EM"), usades de manera independent o en combinacio.
Les molecules d’origen biologic determinades més sovint son:

e Molecules estructurals de les membranes i parets dels microorganis-
mes, per exemple carbohidrats (peptoglucids o betaglucans), acids grassos,
lipids (ergosterol de les membranes fingiques) o lipopolisacarids (endoto-
xines de la paret dels bacteris gramnegatius).

¢ Productes metabolics, per exemple micotoxines fingiques, aldehids, al-
cohols i altres compostos organics volatils.

e Macromolecules segregades, per exemple enzims especifics i altres pro-
teines.

e Macromolecules excretades, per exemple la guanina continguda en els

excrements dels acars.

at )Abreugem cromatografia liquida
d‘alta resolucié amb la sigla HPLC.

(12)Abreugem cromatografia de ga-
sos amb la sigla CG.

a 3)Abreugem espectrometria de
masses amb la sigla EM.
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6. Avaluacio

Com hem exposat al principi del modul, el tercer pas de la metodologia
d’avaluacié, la valoracio, no és tan senzill com en el cas dels contaminants
quimics, ja que la utilitzacié de limits quantitatius esta sotmesa a discussi6. En
aquest apartat, resumim les principals referéncies existents, i també les raons

exposades per ’ACGIH per a justificar 'abséncia de valors de referéncia.

6.1. Abseéncia de criteris numerics de valoracio

La comissié per als bioaerosols de I’ACGIH exposa una serie de raons per ex-
plicar que no és possible establir criteris numerics de valoracid. Els resumim

a continuacio.

6.1.1. Absencia de base cientifica

Establir un valor limit d’exposici6é general per a la concentracié en ufc dels
bioaerosols cultivables (fongs i bacteris totals que poden créixer en cultius de
laboratori) o comptables (els grans de pol-len, espores de fongs, cel-lules bac-
terianes i altres materials) que poden ser identificats i explicats per microsco-

pia, no té justificacio cientifica perque:

Els bioaerosols son barreges complexes de diferents classes de particules.

e Les respostes dels éssers humans als bioaerosols varien des d’efectes inno-
cus fins a malalties greus, depenent de 'agent especific i dels factors de
susceptibilitat de cada persona.

e Lesconcentracions mesurades dels bioaerosols cultivables i comptables de-
penen del metode de presa de mostra i analisi. No és possible recollir i
avaluar tots els components dels bioaerosols utilitzant un Gnic meétode de

mostreig.

e Actualment, la informaci6é que relaciona concentracions de bioaerosols
cultivables o comptables amb efectes sobre la salut és, en general, insufi-

cient per a descriure les relacions exposici6-resposta.
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6.1.2. Manca d’informacio sobre efectes irritants, toxics o
al-lergics

La informaci6 disponible sobre efectes irritants, toxics o al-lergics habitual-
ment només conté dades qualitatives de I’exposicio. Les dades epidemiologi-
ques que hi ha son insuficients per a descriure les relacions exposicié-resposta
per les raons segiients:

a) La major part de les dades disponibles de concentracions de bioaerosols
especifics procedeixen més de mesures indicadores que de la determinaci6
dels agents causants reals. Per exemple, la determinaci6 de fongs cultivables
s’utilitza per a representar 1’exposicio als al-lergens. A més, la major part de les
determinacions procedeixen de punts d’acumulaci6 d’aquests agents (reservo-
ris) o de mostres ambientals. Es poc probable que aquestes dades representin

realment I'exposici6 humana als agents causants reals.

b) Els components i les concentracions dels bioaerosols varien ampliament.
Els mostrejadors d’aire utilitzats més comunament només prenen mostres en
periodes curts que dificilment representen l'exposicié humana. Les mostres
puntuals en periodes curts poden contenir una quantitat d’un bioaerosol, con-
cretament en ordres de magnitud molt superiors o inferiors a la concentracio
mitjana ambiental. Alguns organismes alliberen aerosols com a concentraci-
ons d’irrupcid, que rarament es poden detectar utilitzant mostres puntuals.
Aquests episodis de generacié de bioaerosols poden produir efectes significa-
tius per a la salut dels exposats.

¢) En els estudis de llocs de treball individuals, el nombre de persones afecta-
des per exposicio a agents biologics pot ser petit si la contaminaci6 esta loca-
litzada, i afectar d’aquesta manera només una part dels ocupants del local. No
obstant aixo, les dades de diferents estudis rares vegades es poden combinar
per a aconseguir xifres significatives de ’assaig a causa de la diversa especifici-
tat dels tipus d’agents biologics responsables de malalties relacionades amb els
bioaerosols que sovint difereixen molt d'un estudi a un altre. Aquests factors
contribueixen a obtenir una poténcia estadistica baixa a 1’'hora d’avaluar con-
juntament les relacions causa-efecte entre I’exposicié a agents biologics espe-
cifics i les queixes de salut que hi estan relacionades.

6.1.3. Agents infecciosos

Les dades de les relacions dosi-resposta en humans estan disponibles per a
uns quants bioaerosols infecciosos. Actualment, els protocols per al mostreig
a 'aire d’agents infecciosos sén limitats i adequats solament per a treballs de
recerca. A la practica, les mesures tipiques de salut ptblica, com la immunit-
zacié activa (vacunacio), la deteccié de casos i el tractament médic, continuen

essent les defenses primaries contra bioaerosols infecciosos.
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Les instal-lacions associades a un risc més gran per a la transmissié de malal-
ties infeccioses a 'aire (per exemple, els laboratoris de microbiologia, els esta-
bularis i els establiments sanitaris) han de fer servir els controls técnics, com
aillament per zones, ventilaci6é controlada i d’altres per a minimitzar les con-
centracions d’agents infecciosos a l'aire. A més, aquestes instal-lacions han
de considerar la necessitat d’aplicar controls administratius, com restriccions
d’entrada o permisos de treball, i equips de proteccié personal adequats per a
prevenir l’exposicié dels treballadors a aquests bioaerosols.

6.1.4. Contaminants d’origen biologic analitzables

Els contaminants de procedencia biologica que s6n analitzables s6n substan-
cies produides per la materia viva, que, com hem vist, es poden detectar uti-
litzant diferents tipus d’assajos (quimics, immunologics o biologics) i com-
prenen les endotoxines, micotoxines, al-lergens i compostos organics volatils.
Les proves existents no confirmen l'establiment de valors limit d’exposicio
per a cap d’aquestes substancies analitzables. Els metodes d’assaig per a certs
al-lergens comuns presents a l'aire i endotoxines estan millorant constant-
ment, al mateix temps que progressen les validacions sobre el terreny d’aquests

metodes.

També, les técniques moleculars modernes permeten analitzar la concentracio
d’organismes especifics, detectats normalment només per cultiu o recompte.
En alguns estudis experimentals i epidemiologics s’han observat relacions do-
si-resposta per a alguns bioaerosols analitzables. Per tant, és previsible que en
un futur es puguin aplicar limits d’exposici6é per a determinats contaminants
d’origen biologic analitzables.

6.2. Pautes per a I’avaluacio de I’exposicié a agents biologics

L'RD 664/1997, en l'article 4, déna les pautes segiients per poder avaluar
I'exposicié a contaminants biologics:

1) Identificats un o més riscos relacionats amb l'exposicié a agents biologics
durant la feina, s'ha de procedir, per als que no s’hagin pogut evitar, a avalu-
ar-los determinant la naturalesa, el grau i la durada de 1'exposici6 dels treba-
lladors.

2) Quan es tracti de treballs que impliquin 'exposicié a diverses categories
d’agents biologics, els riscos s’han d'avaluar basant-se en el perill que represen-
tin tots els agents biologics presents. Vegeu la classificacio dels agents biologics
en grups, inclosos exemples d’agents classificats en cada grup, en la taula S.
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Taula 5. Classificacié dels agents biologics en funcié del risc d’infeccié

Categoria Definici6 Exemples
Grup 1 Agent biologic que resulti poc probable que causi una La classificacié comunitaria no inclou els agents biologics
malaltia en I'home. del grup 1; el fet que un agent bioldgic no estigui classifi-
cat en els grups de risc 2 a 4 d’aquesta classificacié no sig-
nifica que estiguin implicitament classificats en el grup 1.
Grup 2 Agent patogen que pugui causar una malaltia en ’'home i | Bacteris: Legionella pneumophila
pugui comportar un perill per als treballadors; és poc pro- | Virus: virus de la grip
bable que es propagui a la col-lectivitat, i hi ha, general- | Fongs: Penicillium sp.
ment, profilaxi o tractaments eficacos.
Grup 3 Agent patogen que pugui causar una malaltia en 'home | Bacteris: Mycobacterium tuberculosis
i presenti un perill seriés per als treballadors; hi ha el risc | Virus: virus de I'hepatitis B
que es propagui a la col-lectivitat, perd hi ha, general- Fongs: Histoplasma capsulatum
ment, profilaxi o tractaments eficacos.
Grup 4 Agent patogen que causi una malaltia greu en I'home i Bacteris: no n'hi ha cap de classificat en aquest grup
representi un perill seriés per als treballadors; hi ha moltes | Virus: virus d’Ebola
possibilitats que es propagui a la col-lectivitat, i no hi ha, |Fongs: no n’hi ha cap de classificat en aquest grup
generalment, profilaxi o tractament eficacos.

INSHT. NTP 409: Contaminantes bioldgicos: criterios de valoracion.

3) Aquesta avaluacio6 s’ha de repetir periodicament i, en tot cas, cada vegada

que es produeixi un canvi en les condicions que pugui afectar 1’exposici6 dels

treballadors a agents biologics.

4) Aixi mateix, s'ha de procedir a una nova avaluacio del risc quan s’hagi de-

tectat en algun treballador una infecci6é o malaltia que se sospiti que sigui con-

seqiiencia d'una exposici6 a agents biologics a la feina.

5) Aquesta avaluacio s’ha de fer tenint en compte tota la informaci6 disponible

i, en particular:

La naturalesa dels agents biologics als quals estiguin o puguin estar expo-
sats els treballadors i el grup al qual pertanyen. Si un agent no consta en la
taula, I'empresari, després de consultar-ho als representants dels treballa-
dors, n’ha d’estimar el risc d’infecci6 tenint en compte les definicions pre-
vistes, per tal d’assimilar-lo provisionalment als inclosos en un dels quatre
grups previstos. En cas de dubte entre dos grups, s’ha de considerar en el
de perillositat superior.

Les recomanacions de les autoritats sanitaries sobre la conveniéncia de
controlar I’agent biologic a fi de protegir la salut dels treballadors que es-
tiguin o puguin estar exposats a aquest agent per la seva feina.

La informaci6 sobre les malalties susceptibles de ser contretes pels treba-
lladors com a resultat de la seva activitat professional.

Els efectes potencials, tant al-lergics com toxics, que es puguin derivar de
I'activitat professional dels treballadors.
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¢ FEl coneixement d'una malaltia que s’hagi detectat en un treballador i que
estigui directament lligada a la seva feina.

e FEl risc addicional per als treballadors especialment sensibles segons les
seves caracteristiques personals o de l'estat biologic conegut, a causa de
circumstancies com patologies prévies, medicaci6, trastorns immunitaris,
embaras o lactancia.

6.3. Criteris d’interpretacio de resultats

La Comissié per Bioaerosols de 'ACGIH ha desenvolupat unes guies per a

Lectura recomanada

I"avaluaci6 de 1’exposicié a contaminants biologics en ambients interiors que

Les guies de ’ACGIH no es-

tan disponibles gratuita-

nament del local i el criteri del professional expert. ment a Internet, pero es po-
den adquirir a la pagina web
d’ACGIH.

tenen en compte la valoracié medica dels simptomes, 1’avaluacié del funcio-

En abséncia de criteris numerics de valoracio, cal decidir amb antelaci6
els criteris d’interpretacié que seran utilitzats per a determinar si un

ambient esta contaminat o no.

En termes generals, es podrien considerar els criteris d’interpretacio segiients

dels resultats obtinguts:

e Els tipus i freqiiencies relatius dels contaminants biologics en 1’ambient
amb problemes i en un ambient control (I’exterior o un altre local sense

problemes).

e T’evidencia medica que una infecci6é o al-lergia ha estat causada per un

contaminant biologic especific.

¢ Les relacions existents entre I’ambient interior i I’ambient control poden
indicar possibles amplificacions.

e T’avaluacio dels reservoris i les possibilitats d’amplificaci6 i de dissemina-

2

cio.

A continuacié, i a tall d’exemple, resumirem les guies per a la interpretaci6
dels resultats, classificades segons els grups d’organismes més freqiients en la
composicio dels bioaerosols.

6.3.1. Virus
Moltes de les malalties associades als virus presenten simptomes ben definits,

per la qual cosa I'existéncia d'una malaltia és la demostracié que el virus hi va

ser present. No es coneix el nombre de particules necessaries per a causar una


http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
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infeccié en un individu susceptible, encara que algunes proves suggereixen
que un unic virus és capag¢ d’iniciar la infecci6. Actualment, no hi ha prou

proves que l'exposici6 a virus pugui causar intoxicacions o sensibilitzacions.

El fet que els virus siguin parasits obligats (necessiten un ésser viu per a desen-
volupar-se) i, per tant, siguin les persones les que actuen com a amplificadors
i disseminadors (la parla, els esternuts o la tos) fa innecessaria 1’avaluaci6 de
I’'ambient control. Factors com 'augment de I'ocupacié o una renovacio es-
cassa de l'aire poden contribuir a 'augment de la taxa de contagi.

6.3.2. Bacteris

En general, en ambients en els quals no s’ha detectat cap amplificacié especi-
fica, els bacteris dominants haurien de ser els corresponents a la flora bacte-
riana normal humana, és a dir, bacteris grampositius pertanyents als géneres
Micrococcus i Staphilococcus. Les concentracions ambientals elevades d’aquests
tipus de bacteris, que es troben en la pell i en les secrecions respiratories, in-
diquen nivells d’ocupaci6 alts o que la renovaci6 de l'aire és insuficient.

Si els bacteris dominants son gramnegatius, aix0 indicaria 1’existéncia de focus
de contaminaci6 inusuals; per exemple, nivells elevats de bacteris gramnega-
tius, oxidasa negativa i fermentadors de la glucosa suggereixen un focus de
contaminaci6 d’origen gastrointestinal (extraccions dels lavabos); si els bacte-
ris oposats son gramnegatius, oxidasa positiva i les seves colonies son de color
groc, el focus de contaminacié més probable son aigiies estancades i contami-
nades.

Alguns autors han suggerit la xifra de 4.500 ufc/m® com a limit superior de
concentracio de bacteris totals per a interiors i en climes subartics. Aquesta xi-
fra només és aplicable per a organismes d’origen huma i se n’exclou qualsevol
tipus de patogens. Tampoc no és aplicable per a climes més calids.

6.3.3. Endotoxines

Les endotoxines sén components (lipopolisacarids) de les membranes externes
dels bacteris gramnegatius. S6n compostos altament toxics que poden causar
febre i malestar, alteracions en el nombre de leucocits, alteracions respiratories,
etc. Alguns autors suggereixen nivells entre 100 i 1.000 vegades superiors als

nivells mesurats en els ambients control.
6.3.4. Fongs
L'origen dels fongs que habitualment es troben en els ambients interiors €s

majoritariament de l’exterior, per la qual cosa s’utilitzara preferentment com

a ambient control.
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Les diferéencies en les relacions entre els fongs de 'interior i de I’exterior depe-
nen, fonamentalment, del sistema de ventilaci6é disponible. Aquesta relaci6 és
practicament identica quan 1'edifici esta ventilat de manera natural, mentre
que, en edificis ventilats de manera mecanica, fins i tot en els edificis amb
un sistema de filtraci6é deficient, la concentracié de fongs oposats a l'interior
hauria de ser inferior a la present a 'exterior. En tot cas, els diferents tipus de
fongs oposats de l'interior haurien de correspondre a les espécies de 1’exterior
propies de 1’estaci6 climatica.

Els nivells de fins a 100 ufc/m® de fongs saprofits poden ser considerats nor-
mals, sempre que es tracti d’ambients en els quals no hi hagi poblaci6 amb

deficiencies o malalties del sistema immunitari.
6.3.5. Micotoxines

Durant els processos de destrucci6 de la materia organica, utilitzada com a font
d’energia pels fongs, es produeixen metabolits secundaris; alguns sén toxics
per als bacteris (antibiotics), mentre que d’altres ho soén per als animals i els

éssers humans (micotoxines: tricotecens i aflatoxines).

L'exposici6é a aquests compostos es relaciona, basicament, amb ambients agri-
coles i I'emmagatzematge de gra. Els efectes per a la salut que han estat descrits
son la seva potencialitat per a induir processos cancerigens, la deterioraci6 del
sistema immunitari i danys en diversos organs com és ara el cor, el fetge o els

ronyons.

Actualment, es disposa d’algunes dades sobre les dosis a les quals algunes mi-
cotoxines produeixen efectes adversos per a la salut. Diversos tricotecens es
caracteritzen perque tenen dosis letals per al 50% dels individus exposats in-
feriors a 1 mg/kg (via digestiva). L'aparici6 d’efectes cronics (cancer) en relacio
amb I’exposicié a aflatoxines pot océrrer a dosis de I’ordre de pg/kg. Es bastant
probable que els efectes cronics causats per l’exposicié a micotoxines siguin
amplificats quan la via d’entrada en 1’organisme sigui la inhalatoria.

La identificaci6 i avaluacio6 dels riscos causats per I’exposici6é a micotoxines és
complexa i requereix, en general, un mostreig tant dels fongs que les produ-
eixen com de cada tipus de micotoxines. El fet de trobar fongs productors de
micotoxines en mostres ambientals no sempre és una prova que hi hagi una

exposicio.

Moltes de les soques dels fongs denominats toxigénics no produeixen micoto-
xines d’'una manera rutinaria i algunes nomeés les produeixen en condicions de
laboratori. En mostrejos ambientals amb medis de cultiu inespecifics, alguns
d’aquests fongs no poden competir amb altres espécies de fongs, per la qual
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cosa els nivells de fongs toxigenics son inferiors als nivells ambientals reals.
No obstant aixo, el fet de trobar nivells inusuals de fongs toxigénics hauria
d’anar acompanyat del mostreig ambiental de toxines especifiques.

6.3.6. Protozous

La grandaria d’aquests organismes fa que la seva preséncia en els bioaerosols
sigui menys freqiient, ja que tendeixen a sedimentar rapidament. Si hi ha-
gués proves d’efectes relacionables amb organismes patogens d’aquest grup, se
n’haurien d’analitzar els reservoris (humidificadors, aigiies estancades), per a

poder determinar 1’'origen dels problemes i eliminar els focus de contaminacio.

6.3.7. Antigens

Les al-lergies a la pols domestica son conegudes des de fa anys. En les Gltimes
decades s’ha fet un progrés considerable en la identificaci6, purificacio i ca-
racteritzacio dels al-lergens produits pels acars de la pols domestica, sobretot
els produits per les especies de 1'acar Dermatophagoides (Dernl i II, Der f I i II
iDermIill).

Alguns autors han proposat els valors d’antigen d’acars en pols que poden cau-
sar sensibilitzaci6 i I’aparicié de simptomes en persones sensibilitzades (taula
6).

Taula 6. Concentracions d’antigen d’acars en pols i risc associat

Concentracié mg Derml/ Nivell de risc
g o Der f I/g de pols

<2 Baix
210 Significatiu
>10 Alt

INSHT. NTP 409: Contaminantes biolégicos: criterios de valoracion.

No obstant aix0, encara no s’han proposat valors limit de concentracié per
a altres antigens ambientals; tanmateix, com que els individus sensibilitzats
reaccionen enfront de dosis molt baixes d’antigen, no s’hauria d’acceptar cap

valor de concentracié com a segur per a aquestes persones.

D’altra banda, uns nivells molt baixos d’antigen, probablement, no constitu-
eixen un risc de sensibilitzacié per a pacients nous. De tot aixo es despren
que l'aplicaci6 de totes les mesures de control disponibles que rebaixin els ni-
vells ambientals d’antigen poden fer que un edifici sigui segur per als ocupants
no sensibilitzats, perd no per a totes les persones que hagin desenvolupat la
malaltia a conseqiiencia de la seva permanéncia a 'edifici.

Lectures recomanades

Per a més informacio sobre
els acars, consulteu les NTP
de 'INSHT segiients:

“NTP 652: Sensibilizacion la-
boral por exposicion a acaros
(I): &caros en el ambiente la-
boral”

“NTP 653: Sensibilizacion la-
boral por exposicion a dcaros
(II): técnicas de muestreo y
prevencion”
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Exercicis d'autoavaluacio
Exercicis

1. Quin és el minim nombre total de mostres que cal prendre per a determinar una concen-
tracié mitjana en avaluar una exposicié per inhalaci6 a agents biologics?

2. Quin és el minim nombre total de mostres que cal prendre per a determinar l'interval de
confianca de la mitjana i la seva variancia?

3. Quin és el volum d’aire, m®, captat en les condicions de cabal i temps de mostreig segiients?
a) 30 1/min durant 6 min.
b) 60 1/min durant 3 min.
c) 80 1/min durant 2 min.

4. Quin seria el temps de mostreig adequat per a una determinacié de bacteris a l’aire si es
vol tenir una densitat minima de 50 ufc/cm?, en queé 'area de captacié del mostrejador és
de 100 cm?, el cabal del mostrejador de 10 1/min i la concentracié estimada de bacteris a
l'aire de 100 ufc/m*?

5. Calculeu I'eficacia tecnica d'un mostreig en el qual 'eficacia de conservaci6 biologica va
ser del 95%, l'eficacia de I’entrada de I'aire del 90% i el diametre aerodinamic de tall de 0,7.
No es reconsideren pérdues en altres elements de I’equip.

Preguntes obertes

6. Assenyaleu quins sén els principals arguments que expliquen la no-existencia de valors
limit d’agents biologics a l'aire.

7. Quines son les alternatives a la determinaci6 d’agents biologics a l'aire per a 1’avaluaci6
de riscos per a la protecci6 dels treballadors?

Elecci6é multiple
8. L'estratégia de mostreig, ha d’incloure les especificacions sobre...

a) la concentraci6 esperada de 1’agent biologic a l'aire.

b) els métodes analitics que s’utilitzaran per a detectar, quantificar i identificar els agents
biologics.

c) els focus de contaminaci6 tipics dels agents biologics.

d) Totes les anteriors.

9. Coneixer els agents biologics que s’estudiaran és...

a) una condici6é imprescindible per a iniciar el mostreig.

b) una bona ajuda, encara que no imprescindible, per a iniciar el mostreig.
¢) important solament per a preparar el cultiu per a la seva analisi.

d) important solament quan es tracta d’organismes cultivables.

10. Coneixer la variabilitat dels agents biologics en ’espai i el temps...

a) és util per a preparar les mesures de prevencio i proteccio.

b) és fonamental per a I'estrategia de mostreig.

c) ésuna informacié que només s’usa cientificament.

d) en general no interessa a causa de la mateixa complexitat dels bioaerosols.

11. Escollir els equips i metodes més idonis per a la captaci6 dels agents biologics a 'aire...

a) és una funci6 de I'higienista especialista en agents biologics.
b) forma part de l’estratégia del mostreig.

c) a) i b) son certes.

d) Cap de les anteriors no és certa.
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12. Per a controlar o evitar una contaminacié per legionel-la de l’aigua corrent sanitaria és
recomanable...

a) mantenir-la a temperatura ambient.

b) mantenir-la entre 40 °C i 60 °C.

¢) mantenir-la per sobre de 60 °C sempre.

d) no barrejar mai l'aigua calenta amb la freda.

13. No és una ra6 per a prendre la decisié de mesurar la presencia d’agents bioldgics a 1'aire:

a) localitzar focus d’emissio.

b) obtenir dades epidemiologiques.

c) comprovar l'eficacia de mesures de control.
d) certificar una malaltia professional.

14. Comprovar les hipotesis elaborades per a explicar una exposici6 a agents biologics...

a) és un bon argument per a dur-ne a terme la determinacio a l'aire.
b) forma part de la higiene operativa biologica.

c) és funci6 de la higiene teorica.

d) és responsabilitat dels epidemiolegs, no dels higienistes.

15. El nombre de mostres que cal prendre...

a) depén de 'experiéncia de I’higienista. Com més experiéncia tingui, menys mostres.
b) és fixat per la norma UNE corresponent, sense possibilitat de modificar-lo.

c) és fixat en I'RD 664/97.

d) Cap de les anteriors.

16. El volum de mostreig esta relacionat amb...

a) el LID.

b) el cabal.

c) el temps de mostreig.
d) Totes les anteriors.

17. El parametre d,.5 significa...

a) el diametre aerodinamic de tall.

b) la grandaria de particula a la qual la meitat de particules seran captades.
c) a) i b) sén certes.

d) Cap de les anteriors.

18. Les espores...

a) es determinen sempre com a organismes comptables.

b) es determinen sempre com a organismes cultivables.

c) se solen determinar com a organismes comptables, encara que poden ser també cultivables.
d) solament es troben a 'aire a la primavera.

19. Quins captadors usats per a agents biologics son equivalents als utilitzats per a agents
quimics?

a) Els ciclons humits.

b) Els filtres.

c) Els flascons rentadors de gasos.
d) b) i ¢) son certes.

20. Prendre com a referéncia per a emetre una opini6 sobre una contaminacio6 biologica en
un local la contaminacié a l’exterior...

a) és una practica relativament habitual.

b) s’usa solament a centres sanitaris.

¢) no té cap sentit.

d) es pot dur a terme si a 1’exterior tenim garanties que no hi ha contaminacié ambiental
per agents quimics, la qual cosa distorsionaria el resultat.
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21. La microscopia electronica permet...

a) determinar espeécies de fongs una vegada cultivats.

b) determinar colonies de bacteris una vegada cultivats.

c) complementar i, en alguns casos, substituir la microscopia optica.
d) Cap de les anteriors.

22. E1 RIA implica sempre...

a) un cultiu previ en agar-agar.

b) disposar d’un laboratori especialment equipat.

¢) no poder aplicar un ELISA.

d) dur a terme abans un control dels microorganismes “comptables”.
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Solucionari

Exercicis d'autoavaluacio

1. Soluci6: 18 mostres (vegeu la taula 2).

3 (o més vegades en un dia) x 3 (0 més dies consecutius) x 2 (duplicats sempre) = 18.
2. Solucié: 11 mostres (vegeu la taula 2).

3.a) 0,180 m®

b) 0,180 m®

) 0,160 m®

Volum = cabal x temps.

4. t=(50x 100) / (100 x 10) = 5 min (vegeu l'equaci6 (1)).

5.ETM=0,9 x (1-0) x 0,7 x 0,95 = 0,6; és a dir, 60% (vegeu '’equacio6 (4)).

6.

e Els bioaerosols son mescles complexes de diferents classes de particules.

e Les respostes dels éssers humans als bioaerosols sén molt variables.

e Les concentracions mesurades dels bioaerosols cultivables i comptables son poc fiables,

ja que depenen totalment del metode de presa de mostra i analisi.
e Lainformaci6 que relaciona concentracions de bioaerosols amb efectes sobre la salut sol
ser insuficient per a descriure les relacions exposicio-resposta.

Aillament per zones.

Control de la ventilaci6.

Restriccions d’entrada al personal (zones restringides).

Permisos de treball.

Us i gesti6 adequats dels equips de proteccié personal adequats per a prevenir 'exposicié
dels treballadors als bioaerosols.

e o 0 o o

8.d

10.b

11.c

12. ¢

13.d

14. a

15.d

16.d

17.c

18. ¢

19.d

20. a

21.c¢c

22.b
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