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Introduccion

Los agentes biologicos pueden acceder al interior del organismo humano a
través de las mismas vias de penetracién que los contaminantes quimicos,
aunque en este caso la via parenteral, sobre todo, y la digestiva son también
importantes. Cuando el agente se halla en suspension en el aire, solo o deposi-
tado en un aerosol, se habla de la existencia de un bioaerosol, cuya medicién

y evaluacion tratamos en el presente modulo.

Se define a los agentes biol6gicos como microorganismos, con inclu-
sién de los genéticamente modificados, cultivos celulares y endoparasi-
tos humanos, susceptibles de originar cualquier tipo de infeccién, aler-
gia o toxicidad. Se consideran también incluidos los agentes no conven-
cionales asociados con las encefalopatias espongiformes transmisibles

llamados priones.

Un microorganismo es toda entidad microbiolégica, celular o no, ca-
paz de reproducirse o de transferir material genético, mientras que un
cultivo celular se define como el resultado del crecimiento in vitro de
células obtenidas de organismos multicelulares y parasito como un ser
vivo que vive y se nutre a expensas de otro sin aportar ningan beneficio;

cuando el ser vivo parasitado es el hombre, se llama parasito humano.

De la definicion de agente biol6gico cabe remarcar que el dafio al organismo
afectado no solamente son infecciones, sino también respuestas alérgicas y
efectos toxicos. Por otro lado, y aunque no se indica expresamente en dicha
definicion, el concepto de contaminante biologico incluye también sustancias
generadas por ellos e, incluso, partes de ellos mismos. Finalmente, se llama

vector al animal que transmite una enfermedad sin padecerla él mismo.

Al abordar la contaminacién bioldgica se incluyen los efectos téxicos y alér-
genos causados por sustancias generadas por organismos vivos, siendo las mas
importantes las micotoxinas, sustancias provenientes de los hongos que pue-
den presentar niveles de toxicidad muy elevados, como es el caso de las afla-
toxinas, tricotecenos y ocratoxinas. En la propia clasificacién formal de los
agentes biologicos, se incluye su capacidad de producir toxinas o de generar
efectos alérgenos.

Lecturas recomendadas

Véanse las notas técnicas si-
guientes:

“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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Cabe recordar también que los aspectos legales de los procedimientos a aplicar
y la manera de gestionar la proteccion de los trabajadores expuestos a agen-
tes bioldgicos estan establecidos por la legislacion, concretamente por el RD
664/97.

La evaluacién de riesgos por exposicion a agentes biol6gicos que tratamos aqui
se basa en el tipico proceso de identificar, medir, evaluar y obtener conclu-
siones con las correspondientes recomendaciones de las correcciones a efec-

tuar en su caso.

En primer lugar, pues, debemos proceder a la identificaciéon de los posibles
agentes bioldgicos presentes. En la tabla 1 se resume la clasificaciéon de los
agentes biolégicos en funcién de su peligrosidad.

Tabla 1. Clasificacién de los agentes biolégicos en grupos de peligrosidad

Lectura recomendada

Real Decreto 664/1997, de 12
de mayo, sobre la Proteccién
de los Trabajadores contra los
Riesgos Relacionados con la
Exposicion a Agentes Biologi-
cos durante el Trabajo.

Grupos de riesgo de los agentes biolégicos

Agentes biolégicos Riesgo infeccioso Riesgo de propaga- Profilaxis o tra-
del grupo de riesgo cion a la colectividad tamiento eficaz

1 Poco probable que cause enfermedad No Innecesario

2 Pueden causar una enfermedad y constituir un Poco probable Posible generalmente

peligro para los trabajadores

3 Puede provocar una enfermedad grave y cons- Probable
tituir un serio peligro para los trabajadores

Posible generalmente

4 Provocan una enfermedad grave y constituyen Elevado
un serio peligro para los trabajadores

No conocido
en la actualidad

El primer paso es comprobar si la presencia de estos agentes en el ambiente de
trabajo se puede eliminar por sustitucion del agente, proceso o técnica. Dicho
de otra manera, si es imprescindible usar el agente concreto en las condiciones
en que se usa, o bien si esta presente en funcion del tipo de material tratado o
actividad desarrollada. En aquellos casos en que no sea posible prescindir del
agente y pueda haber exposicion, procederemos a evaluarla, determinando su
naturaleza, grado y duracion. Esta evaluacién deberemos repetirla periodica-
mente y siempre que, o se produzca un cambio en las condiciones de trabajo,
o hayamos detectado una infeccion, alergia o toxicidad que puedan relacio-

narse a una exposicion.

La evaluacion se efectuara teniendo en cuenta toda la informacién disponible
y, en particular:

e Lanaturaleza de los agentes bioldgicos y el grupo al que pertenecen.

e Las recomendaciones de las autoridades sanitarias.

¢ La informacién sobre las enfermedades, asi como sus efectos alérgicos o
toxicos.

e La deteccién de una enfermedad directamente ligada al trabajo.

e Elriesgo adicional para los trabajadores especialmente sensibles.


http://www.insht.es/portal/site/Insht/menuitem.1f1a3bc79ab34c578c2e8884060961ca/?vgnextoid=a70817815b2d5110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD&vgnextchannel=ff3cc6b33a9f1110VgnVCM100000dc0ca8c0RCRD
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e La concentracion de agentes biologicos determinada en aire.

En cuanto al altimo punto, en muchos casos no se podra obtener una valo-
racion ambiental cuantitativa semejante a las que se realiza en la evaluacién
de la exposicion a agentes quimicos. Ello es debido, por un lado, a los proble-
mas de representatividad asociados al muestreo de bioaerosoles, y por otro,
a que no estan establecidos criterios de valoracion numéricos para este tipo
de contaminantes que permitan emitir un juicio rapido sobre la peligrosidad
de la situacion. La publicacién TLVs. Valores limite para sustancias quimicas y
agentes fisicos en el ambiente de trabajo. BEIs. Indices bioldgicos de exposicion, de
la ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists), jus-
tifica las razones que, por el momento, hacen imposible el establecimiento de
dichos criterios.

Estas limitaciones hacen que la metodologia de evaluacion de la exposicion
a agentes bioldgicos necesite de un trabajo previo de andlisis, en el que, par-
tiendo de la maxima informacion disponible sobre la actividad laboral en es-
tudio, se puedan definir las herramientas que se van a utilizar para alcanzar el

objetivo planteado, que no es otro que evitar o limitar la exposicion.
Estas herramientas consisten en:

e Planificacion de la medicién.
e Disefio de unos criterios de valoracion.

e Seleccion de las medidas de prevencién y control de la exposicion.

Todas ellas estdn intimamente relacionadas por lo que su definicién debe ser
simultanea. La conclusion final establecerd, practicamente para cada situacion
de trabajo, una metodologia de evaluacion especifica que, por lo general, no
sera extrapolable a otras situaciones de trabajo en las que pueda existir expo-
sicién a agentes bioldgicos, por similares que estas sean.

Una vez realizada la preceptiva evaluacion de riesgos, nos podemos encontrar

frente a distintas situaciones, que se resumen en la figura 1:

¢ Sila exposicion es deliberada, deberan aplicarse las medidas que se expo-

nen en el presente modulo.

e Sila exposicion se refiere a un agente biologico del grupo 1 o a gérmenes
vivos atenuados (vacunas), deben observarse los principios de correcta se-
guridad e higiene profesional, sin ser necesaria la aplicacion de otras me-

didas complementarias.

Lectura recomendada

La publicacién anual AC-
GIH Threshold Limit Values
(T LVs®) and Biological Expo-
sure Indices (BEIs®), asi como
otros documentos relaciona-
dos no estan disponibles gra-
tuitamente en Internet, pero
se pueden adquirir en la pa-
gina web de ACGIH.



http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
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e Sila exposiciéon no implica la intencién deliberada de manipular agentes

biolégicos, pero puede existir una exposicion, se actuara en funcién de

los resultados de la evaluacion de riesgos. Si de esta se dedujera que con

las medidas existentes no fuera suficiente, se aplicaran las medidas que se

exponen en el presente modulo. A continuacion presentamos un listado

de ejemplos de actividades sin intencién deliberada de manipulacién.

Lista indicativa de actividades que se consideran con intencion no

deliberada de manipulaciéon de agentes biolégicos

e Trabajos en centros de produccion de alimentos.

e Trabajos agrarios.

e Actividades en las que existe contacto con animales o con productos de origen ani-

mal.

e Trabajos de asistencia sanitaria, comprendidos los desarrollados en servicios de aisla-

miento y de anatomia patoldgica.

e Trabajos en laboratorios clinicos, veterinarios, de diagnostico y de investigacién, con
exclusion de los laboratorios de diagnostico microbiolégico, ya que se considera

manipulacién deliberada.

e Trabajos en unidades de eliminacién de residuos.

e Trabajos en instalaciones depuradoras de aguas residuales.

Fuente: Anexo I, RD 664/97

Figura 1. Evaluacién del riesgo biolégico

Actuacion frente al riesgo biologico

Evaluacion inicial del riesgo bioldgico

Ejemplos de manipulacién
deliberada

Son ejemplos de manipulacién
deliberada los laboratorios de
diagnéstico microbioldgico,
los trabajos con animales deli-
beradamente infectados y en
instalaciones industriales que
utilicen agentes biol6gicos en
grandes cantidades.

v

v

A.B. Grupos 2,3y 4

Gérmenes vivos atenuados
(vacunas)

|

}

Actividades con
manipulacion deliberada
de A. B.

Actividades sin
manipulacién deliberada
de A. B.

v

A. B. Grupo 1

v

v

Medidas de prevencion y
proteccion insuficientes

Medidas de prevencion
y proteccion suficientes

v

Aplicacion completa de
la legislacion
(RD 664/97)

v

Correctas medidas
de seguridad e
higiene personal

v

Evaluacion periddica
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En el apartado correspondiente a la reduccién de riesgos del RD 664/97 se
indica que, cuando sea necesaria y técnicamente posible, se llevara a cabo la
verificacion de la presencia de los agentes bioldégicos utilizados en el trabajo
fuera del confinamiento fisico primario. Recurrir a la medicién de los agentes
biolégicos en aire para su comparacion con criterios de valoracién, como ya
hemos comentado, no suele ser una medida muy frecuente. Igual que ocurre
con los contaminantes quimicos, también aqui pueden aplicar procedimien-
tos de evaluacién simplificada.

Por otro lado, también se puede medir la presencia de los agentes bioldgicos
en superficies y en liquidos. En estos casos, se toman muestras por contacto en
el caso de las superficies y, si se trata de liquidos, se determinan directamente
en el liquido.

Los procedimientos empleados para la captacion de bioaerosoles que puedan

cultivarse son:

¢ lasedimentacién, empleando placas Petri abiertas que recogen los micro-
organismos por gravedad (que no trataremos aqui por su falta de interés

en higiene industrial), o

e la impactacion, consistente en forzar el contacto de un volumen de aire
conocido con el medio de cultivo en el que quedaran retenidos. Estas pla-

cas, llevadas a las condiciones adecuadas, provocan la formacion de colo-

nias y su posterior recuento; el resultado se expresa en ufc/m® (unidades

formadoras de colonias por metro ctbico).

Para aquellos agentes que puedan encontrarse en el aire en forma de esporas,
como por ejemplo el polen, se suele emplear la filtracién, usaindose diversos
materiales filtrantes y se citan como microorganismos contables, dando como
resultado su ntimero por metro ctbico. Si la filtracion se lleva a cabo en condi-
ciones que garanticen la supervivencia del agente, también se puede proceder
a su cultivo posterior.

El segundo paso es la identificacion de las especies microbianas captadas, que
se inicia con una primera observacion macroscépica del aspecto, forma, co-
lor, etc. de la colonia. Esta observacion va seguida, en el caso de las bacterias,
de una tincién de Gram y de la observacién microscopica, que permitira su
clasificacion en dos grupos, bacterias Gram+ y Gram-; a partir de ahi se utili-
zan distintas pruebas que permiten la caracterizacion de la bacteria hasta su
completa clasificacion en género y especie. La identificacion de hongos, tras la
observacion macroscopica, sigue con la observacion microscopica de un corte
de la colonia que permitira identificar la estructura vegetativa del hongo, asi
como la forma de sus esporas lo que conducira a la identificacion del género
y la especie.

Lectura recomendada

El procedimiento para llevar
a cabo una evaluacioén sim-
plificada del riesgo bioldgico
se expone 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 paso de la metodologia de evaluacion es la valoracion, la cual, al estar
sometida a discusion la utilizacion de limites cuantitativos, presenta dificulta-
des. Cuando aparecen especies patdgenas la conclusion es siempre que se trata
de una situacion de riesgo. Cuando se trata de especies banales, la valoracién
depende de muchos factores, por lo que dificilmente puede ser concluyente;
una solucién operativa es tomar muestras del aire préoximo al lugar estudiado
(por ejemplo en el exterior mas cercano) y hacer una comparacién cualitativa
y cuantitativa.

Lectura recomendada

Los criterios de valoracion
para la evaluacion de la ex-
posicion a agentes biologicos
basada en su determinacion
cualitativa y cuantitativa en
aire se exponen 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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Objetivos

Con el estudio de este mddulo se persiguen los objetivos siguientes:

1. Conocer las bases de la evaluacién de agentes biolégicos.

2. Conocer la mecéanica del proceso de evaluacion de la exposicién a agentes
biologicos.

3. Identificar los principales procedimientos de medicion de agentes biol6-

gicos en aire.

4. Ser capaces de disefiar una serie de mediciones para obtener un resultado
fiable.

5. Conocer los mecanismos de la determinacién de agentes bioldgicos en

superficies y liquidos.

6. Conocer los principales procedimientos de andlisis microbiolégico y qui-

mico de las muestras.

7. Conocer las limitaciones de los mecanismos de evaluacién de los resulta-
dos.

8. Ser capaces de obtener conclusiones razonadas sobre el riesgo por exposi-
cién a agentes biologicos.






CC-BY-NC-ND ¢ PID_00186786 13 Medicién de contaminantes biol6gicos en aire

1. Aspectos basicos en la medicion de agentes
biologicos

La medicién de agentes biol6gicos en aire, que implica la toma de muestras
y el anélisis de las mismas, debe proporcionar la informacién basica para la
toma de decisiones y para que esto sea asi, se debe tener la garantia de que las

mediciones realizadas son fiables y representativas de la exposicion.

Hasta donde fuera posible, la proporcién relativa de un agente biolégico en
una muestra deberia reflejar su proporcion en el material original. Para lograr
este objetivo, la muestra debe ser manipulada de tal forma que no se deteriore
o pueda ser contaminada durante su captacion, transporte y analisis, y que
los agentes bioldgicos sufran los minimos cambios posibles. Sin embargo, la
experiencia nos dice que los resultados obtenidos en una medicién ambiental
no son siempre fiables, faciles de interpretar y que unos datos incompletos
sobre la exposicién a bioaerosoles pueden confundir y complicar un estudio,

conduciendo a conclusiones erroneas.

Por lo tanto, al iniciar la evaluaciéon de una posible exposicion a agentes bio-
légicos hay que tener claro de qué manera la medicién puede ayudar o com-
plicar la resolucion de la misma. La experiencia profesional y el conocimiento
sobre los agentes biolégicos son la clave a la hora de decidir efectuar o no la
medicién, que no siempre va a ser posible o necesaria.

Si optamos por llevar a cabo la medicion, esta debe dar respuesta a las diversas
cuestiones que deben guiar su planificacion. Partiendo de la pregunta, ;por
qué hay que medir?, podremos definir el objetivo de la medicion para, a con-
tinuacion, pasar a tratar el resto de preguntas. Una estrategia de muestreo debe
dar pues respuesta, a las cuestiones siguientes:

e Por qué medir.

* Qué agentes bioldgicos de los que componen un bioaerosol se deben me-
dir.

e Donde se deben tomar las muestras.

e Cuando se deben tomar las muestras.

e CoOmo se deben tomar las muestras, es decir, con qué recursos se cuenta
para realizar la medicion.

¢ Cuantas muestras se deben tomar para minimizar las limitaciones que
supone el muestreo y que, en lineas generales, comprenden: el tiempo, las

personas, los equipos, los recursos analiticos, etc.
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Es funcién del higienista experto en agentes biologicos, decidir, caso por caso,
como alcanzar sus objetivos sin comprometer la credibilidad, la representati-
vidad y la integridad de los datos obtenidos. A continuacién se exponen los
aspectos por considerar al plantearse la medicion de agentes bioldgicos en aire.

Aspectos a considerar en la medicion de agentes biologicos en

aire

e Lanaturaleza y los niveles previsibles de agentes bioldgicos.

e La caracterizacién de la exposicion (concentracion promedio, la
peor situacion, etc.).

e La idoneidad, coste y disponibilidad de los equipos de toma de
muestras.

e [El coste y disponibilidad de los diversos métodos de analisis.

e Laslimitaciones que el método de analisis pueda imponer al mues-
treo.

e Las limitaciones que pueden suponer el tiempo y el transporte de
las muestras al laboratorio.

e La experiencia de los técnicos (prevencionistas, analistas, etc.).

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

La estrategia de muestreo, ademas, debe incluir las especificaciones sobre:

¢ Los agentes biologicos que se van a estudiar.

e Los focos de contaminacion tipicos de los agentes biologicos.

e La concentracion previsible.

e La variabilidad en el espacio para cada agente.

e La variabilidad en el tiempo para cada agente.

e Los métodos analiticos que se van a utilizar para detectar, cuantificar e
identificar los agentes bioldgicos.

e Los equipos y métodos mas idoneos para la captacion de los agentes bio-
logicos.
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Ejemplo 1

En un estudio sobre la calidad de aire interior en un edificio de oficinas ventilado meca-
nicamente, se plantea la necesidad de la evaluacién de la exposicién a agentes bioldgi-
cos. La informacién disponible dirige el estudio hacia la posible presencia y dispersiéon
de bacterias y hongos en el sistema de ventilacion y climatizacion.

Ello supone tener en cuenta la casi totalidad de los componentes de un bioaerosol, lo que
implicara la seleccién (tipo y namero) de los equipos de muestreo que serdn necesarios.
Este aspecto puede verse condicionado por la disponibilidad de dichos equipos y los
correspondientes métodos de andlisis para los distintos agentes biolégicos, los cuales, a
su vez, pueden condicionar la seleccién del equipo mas adecuado.

Los criterios de valoracién, en este caso, se deberan basar en la comparacién (concentra-
ciones y tipos de agentes) entre el ambiente problema y otro considerado como referen-
cia, lo que supondra definir las zonas donde se tomaran las muestras. Sin mencionar el
numero de muestras que serdn necesarias para asegurar la representatividad del muestreo
y para minimizar la variabilidad de los resultados, y el coste econémico que todo ello
pueda suponer.

Ejemplo 2

En el mismo estudio que en el ejemplo anterior, la informacién disponible dirige el es-
tudio hacia la posible presencia de Legionella en alguna de las instalaciones.

En este caso, la metodologia cambia. Por una parte, es conocida la dificultad técnica
que existe de detectar y demostrar la presencia de esta bacteria en el aire y, por otra,
se conocen ampliamente sus requisitos vitales, focos de contaminacién més probables
y las medidas que impiden su proliferaciéon en los focos de contaminacién. Todo ello
hace innecesaria la medicién ambiental de la misma. En cambio, si sera necesaria una
toma de muestras del agua de la instalacion y de muestras bioldgicas de los afectados
para confirmar la hipoétesis establecida, es decir, la presencia de la bacteria y la posible
afectacion de las personas expuestas.

Incluso tratdndose de un mismo lugar de trabajo, las metodologias de evalua-

cién pueden ser diferentes en funcién del agente biol6gico buscado.

MAcrénimo de Center for Disease

Legionella Control.
En el verano de 1976 hubo un brote epidémico durante la convencién anual de la
Legion Americana, celebrada en un hotel de la ciudad de Filadelfia. Entre los 4.000
asistentes a la convencion se detectaron 221 casos de neumonia que provocaron la
muerte de 34 personas, como resultado de la exposicién a un agente infeccioso no Consultar estos y otros aspec-
identificado. La enfermedad del legionario, como la bautiz6 rapidamente la prensa, tos en las notas técnicas si-
supuso un reto para los investigadores. Pero no fue hasta el afio siguiente cuando el guientes:
Centro de Control de Enfermedades (CDCI) identificé al agente causal denominén- “NTP 538: Legionelosis: me-
dolo Legionella pneumophila (figura 2). didas de prevencion 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-
sién de las normas reglamen-
tarias (II). Medidas especifi-
cas”

Legislacion espafiola sobre le-
gionelosis:

Real Decreto 865/2003, por el
que se establecen los criterios
higiénico - sanitarios para la
prevencion y el control de la
legionelosis

a. Rocio Guerrero (2010). Legionella pneumophila al microscopio electrénico. b. GEFOR (2012). Cultivo de
Legionella pneumophila.


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
http://noticias.juridicas.com/base_datos/Admin/rd865-2003.html
http://noticias.juridicas.com/base_datos/Admin/rd865-2003.html
http://noticias.juridicas.com/base_datos/Admin/rd865-2003.html
http://noticias.juridicas.com/base_datos/Admin/rd865-2003.html
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El descubrimiento puso en marcha diversos estudios retrospectivos mediante los cua-
les se pudieron atribuir al nuevo agente los casos de brotes neumonicos ocurridos en
décadas anteriores y que todavia permanecian inexplicados. El nuevo agente resulté
ser una bacteria Gram negativa de forma bacilar, ubicuo en medios acuaticos natura-
les, lagos, rios, arroyos, lodos, etc.; que también sobrevive en pequefias cantidades
en los sistemas potabilizadores de agua, pudiendo ser transportada con ella a los edi-
ficios donde puede colonizar las instalaciones de suministro de agua y los sistemas
de acondicionamiento del aire.

La Legionella crece en agua a temperaturas comprendidas entre 20 °C y 50 °C, con un
desarrollo 6ptimo entre 35 °C y 45 °C. Por debajo de los 20 °C permanece latente,
sin multiplicarse, y no sobrevive por encima de los 60 °C. Otros factores que tienen
influencia en su desarrollo son: el pH del agua (sobreviven bien en intervalos de pH
que oscilan entre 2 y 9,5); precisan de la presencia de L-cisteina y de sales de hierro;
y se ha comprobado que la presencia de otras formas de vida como las algas y los
protozoos le otorgan, al ser parasitadas, un grado de proteccioén adicional frente a los
tratamientos del agua. Su supervivencia en el aire es corta debido a la poca resistencia
que presentan a la desecacion y a los efectos de la radiacion ultravioleta.

Se han identificado, al menos, 35 especies y 54 serogrupos de Legionella, por lo menos
20 de esas especies estan relacionadas con enfermedades humanas. Mas del 80% de
todos los casos de legionelosis han sido causados por Legionella pneumophila serogru-
po 1.

Debido a que con cierta frecuencia aparecen brotes epidémicos, actualmente existe

una legislacion especifica para su prevencion y control. Aparte de esta, también existe
legislacién propia en la mayoria de Comunidades Auténomas.

1.1. Por qué medir

Varias son las razones que pueden llevar a tomar la decisiéon de medir la pre-
sencia de agentes biologicos en aire:

e Para dar cumplimiento a los requisitos legales, como la verificacién, cuan-
do sea necesaria y técnicamente posible, de la presencia de los agentes bio-
légicos utilizados en el trabajo fuera del confinamiento fisico primario, tal
como establece el RD 664/97.

e Para obtener datos epidemiolégicos.

e Por motivos de interés cientifico e investigacion.

e Para conocer la existencia de una exposicion.

e Para localizar focos de contaminacion.

e Para comprobar la eficacia de las medidas de control.

e Para medir la liberacién de bioaerosoles, ya se haya producido de forma

accidental o deliberada.

En términos generales, la medicion sera til para comprobar las hipétesis ela-

boradas para explicar la exposicion a agentes biol6gicos.
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1.2. Qué medir

Los bioaerosoles son mezclas complejas de microorganismos, de particulas de-
rivadas de los microorganismos o conteniendo microorganismos, suspendi-
das en aire. Incluyen microorganismos vivos, cultivables y no cultivables, mi-
croorganismos muertos, sus fragmentos, toxinas y particulas producto de los
desechos de todo tipo de la materia viva, que pueden causar determinados
efectos adversos para la salud.

Los bioaerosoles estin omnipresentes en la naturaleza, por lo que las perso-
nas estan expuestas repetidamente, dia tras dia, a una amplia variedad de es-
tos contaminantes. No obstante, dependiendo de la actividad desarrollada,
se puede perfilar la composicion de los bioaerosoles, es decir, determinar los
agentes biolégicos mas probables asociados al sector de actividad y las distin-
tas formas en que pueden estar presentes.

La composicion del bioaerosol nos determina qué equipos de muestreo seran
precisos, y la disponibilidad de técnicas analiticas apropiadas para detectar los

componentes del bioaerosol nos fija las limitaciones de la medicién.

1.3. Donde y cuando medir

La decision sobre donde y cudndo medir depende también del objetivo de la
medida. Normalmente se trata de establecer las exposiciones promedio de los
trabajadores o de caracterizar la exposicién mas adversa.

En general suele ser necesario conocer los niveles de fondo o de la situacién
mas favorable, que se puede establecer midiendo en el exterior, en zonas to-
madas como control o durante periodos de inactividad. Ello implica obtener
informacién sobre las actividades especificas, los procesos, los posibles focos
de contaminacion y sobre el resto de factores que puedan intervenir en la ex-
posicion.

Para establecer exposiciones promedio que representen a una poblacién, las
muestras deben cubrir el rango completo de exposiciones y utilizar una estra-
tegia que permita emitir una opinién con garantias, mientras que para deter-
minar la exposicion mas desfavorable, las muestras se deberian tomar cerca
de los focos de contaminacion conocidos o sospechados, de los trabajadores
sintomaticos, o de aquellos trabajadores que pueden tener o se cree que tienen

la exposicion mas alta.

A continuacién se presenta una estrategia para la toma de decisiones sobre

c6mo y cuando medir.
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Estrategia para planificar déonde muestrear

e Identificar provisionalmente los focos de contaminacion y estimar la posibilidad de
generacion de aerosoles. Tratar de predecir los gradientes espaciales y temporales de
bioaerosoles.

e Identificar las zonas en las que pueden haber diferencias en la composicién y con-
centracion de los bioaerosoles, por ejemplo: en el exterior y en el interior o en las
proximidades del foco de contaminacién y en las areas definidas como control.

e Identificar los trabajadores que pueden padecer las exposiciones més altas y las més
bajas.

e Identificar las zonas a las que se puede o no tener acceso.

e Seleccionar por lo menos una (preferiblemente tres), de las siguientes localizaciones:

— Donde se haya anticipado una exposicion alta.

— Donde se haya anticipado una exposicion baja.

— En el exterior, cerca de las tomas de aire del edificio.

— Si fuera de aplicaciéon, muestrear ademas en las siguientes zonas:

— En el exterior, cerca de fuentes potenciales (reservorios) de contaminacién que
pudiera entrar en el edificio.

— En el exterior, en una zona suficientemente alejada de los focos potenciales de
contaminacion.

Los limites de exposicion laboral se establecen como concentraciones per-
misibles para un tiempo habitual de ocho horas al dia y cuarenta horas sema-
nales, o de quince minutos para exposiciones de corta duracion, determinados

en funcion de si los posibles efectos son de tipo cronico o agudo.

Para el estudio de los riesgos para la salud a largo plazo o crénicos, los
métodos de medicién recomendables son aquellos que permitan tiempos de
muestreo largos, como, por ejemplo los equipos de toma de muestra en filtros.
Sin embargo, es obvio que este método es aplicable para organismos contables,
pero no cuando se trata de determinar agentes bioldgicos vivos y cultivables,
ya que la supervivencia de estos es dificil en muestreos largos y, por otro lado,
la instrumentacién mas habitual estd programada para muestreos cortos. Para
estudiar los efectos agudos, lo deseable seria poder caracterizar los picos de
emision de la contaminacioén. Es probable, aunque no seguro, que esta emision
ocurra cuando la actividad sea maxima, por lo tanto el muestreo durante la
peor situacién puede ayudar a identificarlos.
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Ejemplos

Planificaciéon del muestreo para la evaluaciéon de la contribucién del sistema de ventila-
cién a la presencia de esporas fungicas en el aire interior:

1) Exterior

e Enunazona alejada de las fuentes de bioaerosol mas obvias. Esto proporciona la linea
de base inicial correspondiente a la mejor calidad del aire exterior.

e En un punto préximo a la toma de aire del sistema de ventilacién. Esto proporciona
la linea de base que corresponderia a la calidad del aire que entra en el edificio.

2) Interior

e En una zona proxima a los difusores de suministro de aire. Esto proporciona infor-
macioén sobre el aire distribuido por el sistema de ventilacion. Se recomienda realizar
el muestreo de la siguiente forma:

— Cuando el sistema de ventilaciéon haya estado parado al menos durante una no-
che (preferiblemente, durante un fin de semana).

— Inmediatamente tras la puesta en marcha del sistema, orientado el muestreador
de tal forma que el aire entre directamente desde el difusor al soporte de capta-
cién.

— Después de que el sistema lleve funcionando unos 30 minutos.

— Porlomenos en tres puntos del espacio ventilado tomando las muestras a la altura
de la zona respiratoria de los ocupantes. Esto proporciona informacién sobre la
exposicién de los ocupantes.

1.4. Como medir

La seleccion de los equipos de medicién depende de:

¢ la naturaleza de los agentes biol6gicos que se haya decidido medir.
e el ensayo analitico para su identificacién y/o cuantificacion.
e los lugares y periodos en los que se deba tomar la muestra.

Los equipos de toma de muestra mas frecuentemente utilizados para la cap-
tacion de bioaerosoles son los impactadores inerciales, los frascos borboteado-
res (impingers) y los equipos de toma de muestra con filtro.

Respecto a los métodos de deteccion y ensayo de bioaerosoles, los mas co-
munes son: el cultivo de los microorganismos, que supone el recuento de co-
lonias formadas y la identificacién de los microorganismos crecidos en el la-
boratorio, y la observacion al microscopio de granos de polen, esporas fungi-
cas y otras particulas caracteristicas.

Otros métodos de ensayo (biolégicos, quimicos o moleculares), algunos en fa-
se de desarrollo, son los utilizados para determinar la concentracién de algu-
nos componentes del bioaerosol, por ejemplo: alérgenos, endotoxinas, ergos-
terol, micotoxinas, etc. Este tipo de ensayos presentan una serie de ventajas
ya que permiten la utilizaciéon de sistemas de toma de muestra mas eficaces
(filtracidn), la toma de muestras personales, ofrecen mayor sensibilidad y son
menos susceptibles a las interferencias.

Alérgenos, endotoxinas y ergosterol

Alergenos/alérgenos: Sustancias que pueden inducir una reaccién de hipersensibilidad
(alérgica) en personas susceptibles, que han estado en contacto previamente con el alér-
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geno. Son ejemplos caracteristicos de alérgenos: el polen del césped, de los arboles y de
las hierbas; las esporas del moho; la caspa del pelo de los gatos, perros y de otros animales;

los escombros de las cucarachas y los insectos (acaros) del polvo doméstico.

Endotoxinas: Componentes de la pared celular de las bacterias gram negativas constitui-

da por lipidos y polisacaridos.

Ergosterol: (Ergosta-5,7,22-trien-3b-ol), es un esterol, precursor biolégico (provitamina)

de la vitamina D,.

1.5. Cuantas muestras se han de tomar

El nimero de muestras que se han de tomar estd asociado a:

e El objetivo de la medicion.

e La variabilidad espacial y temporal del pardmetro medido.

e Las limitaciones del equipo.

e Las posibilidades logisticas para efectuar el estudio. Las mediciones y las
diferencias entre conjuntos de muestras son mas precisas cuanto mayor

sea el tamafio de la muestra, entendiendo como tamamno el numero de

muestras.

En la tabla 2 se resume una propuesta sobre el namero de muestras necesario.

Tabla 2. NGmero de muestras a tomar

Obijetivo de la medicion

Propuestas (para cada punto de
muestreo y cada tipo de muestra)

Exposicion por inhalacién
(peor de las situaciones)

Tomar 3 o mas muestras no aleatorias. Las muestras seran por
duplicado, como minimo para todos los andlisis.

Exposiciéon por inhalacién
(concentracién promedio)

Muestrear 3 o mas veces en un dia, durante 3 o mas dias con-
secutivos que sean representativos. Las muestras seran por du-
plicado, como minimo para todos los andlisis.

Estimacion del intervalo de
confianza de la media

Tomar 6 0 mas muestras.

Estimacién de la varianza de
un conjunto de mediciones

Tomar 11 o mas muestras.

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

Para caracterizar completamente la exposicién puede ser necesario repetir el
muestreo durante diferentes estaciones climaticas, ya que ello puede afectar
a la presencia y desarrollo de agentes biolégicos, o cuando se modifiquen los
patrones de la actividad.

Es conveniente recordar que el nimero de muestras significa cudntas mues-

tras se han de tomar para cada tipo de parametro de interés que se haya deci-

dido muestrear y no el nimero de los diferentes tipos de muestra.
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Si se ha decidido tomar muestras para caracterizar la exposiciéon a hon-
gos toxigénicos, en la toma de muestras se utilizardn equipos que permi-
tan la captacion por impactacion directa en agar, la captacion de esporas
fangicas en filtro y la captaciéon de micotoxinas; los métodos de ensayo
consisten en el recuento de colonias, identificaciéon al microscopio, el
examen de las esporas al microscopio y el anélisis de micotoxinas.

Todo ello significa tres tipos diferentes de mediciones, cada una de las
cuales requerira de un namero apropiado de muestras en cada ambiente

que vaya a ser evaluado.

1.6. Volumen y tiempo de muestreo

El volumen de aire aspirado y el tiempo de muestreo, que dependen
asimismo del caudal, estan relacionados por el minimo volumen de aire
necesario para detectar el agente de interés a una concentracioén deter-

minada.

El limite inferior de detecciéon (LID) para un método de toma de muestra de
un bioaerosol puede establecerse basandose en:

¢ La minima cantidad de material que el método analitico puede detectar,

por ejemplo, 1 ufc® por placa.
e La eficacia de conservacién biolégica del método de ensayo.
e FEl caudal de aire al que esté calibrado el muestreador.
e El tiempo maximo de muestreo que permite el equipo.

El limite superior de deteccidon (LSD) se puede establecer de forma similar,
pero en este caso, tomando en consideracion el minimo tiempo de muestreo
posible o si son posibles diluciones de las muestras.

El tiempo de muestreo 6ptimo deberia ser aquel lo suficientemente largo para
captar material en cantidad detectable y representativa y lo suficientemente
corto para evitar la sobrecarga del soporte de captacion, que puede dar lugar a
un resultado de incontables, y el solapamiento, que puede originar colonias
de agregados de microorganismos o el enmascaramiento de particulas en pre-

paraciones para el microscopio.

@Unidades formadoras de colo-
nias.
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Los laboratorios deberian proporcionar estos limites junto con los resultados
de las muestras, en especial el LID cuando el agente de interés no ha sido
encontrado en las muestras. En ese caso, todo lo que se podria concluir es que
el agente en cuestion no se encuentra presente al nivel del LID o por encima
de €L

Las variaciones espaciales y temporales de las concentraciones de bioaerosoles
y los tiempos de muestreo cortos, tipicos de los muestreadores por impacta-
cién directa en medio de cultivo, hacen recomendable, como minimo, plani-
ficar muestreos secuenciales o simultaneos, por duplicado, para obtener esti-
maciones fiables de la concentraciéon del bioaerosol. Cuando sea posible, y a
condicion de que no se vea afectada la supervivencia de los agentes bioldgicos,
los tiempos de muestreo largos permitiran reducir la variabilidad que se pre-
senta cuando se utilizan tiempos cortos. Por otra parte, las muestras secuen-
ciales de corta duracion permiten obtener informacion sobre las fluctuaciones

de concentracion y, a la vez, estimar concentraciones promedio.

La densidad de las colonias crecidas en un medio de cultivo afecta a la fiabi-
lidad del resultado. Como ya hemos dicho, demasiadas colonias incontables
son dificiles de examinar y, de igual forma, un recuento escaso puede dar una
idea errénea de la concentracion presente en el ambiente. Cuando se utilizan
equipos de muestreo en los que la captacion de las particulas del bioaerosol es
por impactacién directa en medio de cultivo, es importante poder anticipar
la concentracion del bioaerosol, de manera que el cultivo de las placas revele
una adecuada densidad superficial de colonias.

En general, entre 25 y 250 colonias bacterianas y entre 10 y 60 colonias
fangicas serian el namero idéneo para poder realizar un buen recuento
e identificacion en placas de cultivo de 100 mm de diametro. Otra regla
general que se puede utilizar es un maximo de 1 colonia por centimetro
cuadrado.

A titulo de ejemplo, en la tabla 3 se exponen las concentraciones ambientales
maxima y minima adecuadas para tres equipos de toma de muestra, basadas
en la densidad 6ptima de colonias fingicas y para diferentes tiempos de mues-
treo. Obviamente, es posible contar una inica colonia en una placa de cultivo,
sin embargo hasta que el recuento no alcanza un valor de aproximadamente
10 colonias, la variabilidad que se presenta entre muestras tomadas simulta-
neamente es muy grande, por lo que esas muestras en las que el recuento no

supera el valor de 10 colonias no deberian tomarse en cuenta.
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Tabla 3. Intervalos de concentracién ambiental a diferentes tiempos de muestreo

Equipo de Area de la Caudal de | Tiempo de cap-| Volumen cap- Concentracién ambiental (ufc/m>)
medicion | placa (cm?) | aspiracién | tacién (min) tado (m?)
1/min
( ) LID (10 ufc/placa) LsD (1 ufc/cmz)
Impactador 78 28 0,5 0,014 710 5.570
multiorificio
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
multiorificio
0,66 0,059 170 288
1,0 0,090 110 189
Impactador de 177 50 1,0 0,050 200 3.540
rendija
15,0 0,750 10 236
60,0 3,0 3 59

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

Con los datos del caudal del equipo y el tamafio del soporte que utiliza, es po-
sible escoger la duracién del muestreo siempre que se pueda anticipar cual sera
el rango de concentraciones ambientales que es posible que exista. Cuando se
desconoce o no se puede anticipar la concentracion existente en un ambiente,
puede ser necesario realizar mediciones con un tipo de muestreador y diferen-
tes tiempos de muestreo para cubrir los distintos intervalos de concentracion.

Un sistema de célculo utilizado es empleando la expresion siguiente:

=t O

donde t = tiempo de muestreo 6ptimo (min); d = densidad deseada (ufc/cmz) ;
A = area de captaciéon (cmz); C, = concentracion ambiental previsible (ufc/m3)

y Q = caudal de aspiracién del muestreador (I/min).

Informacién detallada sobre procedimientos de evaluaciéon de agentes biol6-
gicos en aire se encuentra en la Norma UNE-EN 13098, algunos de cuyos as-

pectos mas relevantes resumimos a continuacion.

Norma UNE-EN 13098

Norma UNE-EN 13098. Atmosferas en el lugar de trabajo. Directrices para la medi-
cion de microorganismos y endotoxinas en suspensiéon en el aire (mayo 2001). La
norma recoge las directrices para la evaluacién de la exposicién a microorganismos, ex-
cluyendo de la misma, virus, microorganismos patégenos especificos y toxinas distintas
de las endotoxinas, aunque se indica que las directrices pueden ser las mismas.
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1.7. Eficacia del muestreo

El disefio de la mayoria de los equipos para muestreo de bioaerosoles son adap-
taciones de los utilizados para la captacién de agentes quimicos, basicamente
relacionadas con los soportes de captaciéon que deben adaptarse a las caracte-
risticas de los agentes bioldgicos.

El principal condicionante, cuando se trata de captar microorganismos vivos y
cultivables, es que el material en el que se recoge el bioaerosol debe permitir la
supervivencia de aquellos hasta su analisis en el laboratorio. En consecuencia,
deben proporcionar alimento y agua y estar constituidos de un material que no
darie a las células durante la captacion. Para ello se utilizan medios de cultivo,
generalmente, semi-solidos, elaborados a base de agar (sustancia gelatinosa
extraida del alga Agar agar), a la que se afiaden nutrientes y otros productos
que por si mismos definen las propiedades del medio. El propio medio es la
base de los ensayos analiticos posteriores para la identificacion de las especies

microbianas.

Cuando lo que se trata de captar son formas resistentes (esporas, granos de
polen, etc.) o productos (en realidad agentes quimicos, como endotoxinas,
micotoxinas, glucanos, etc.), el soporte de captacién mas frecuentemente uti-

lizado es el filtro.

La norma UNE-EN 13098 define la eficacia técnica del muestreo (ETM) como:

ETM =EFM x ECB 2)
siendo:
EFM =EEA(1 - PE)EZC (3)
por lo que:
ETM =EEA(1 — PE)X EZC X ECB (4)
donde:

e EFM (eficacia fisica del muestreo). Capacidad del muestreador para captar
las particulas de un tamafno determinado que se encuentran suspendidas

en el aire en el lugar de trabajo.

e ECB (eficacia de conservacion bioldgica). Capacidad de un muestreador
para mantener la viabilidad de los microorganismos presentes en el aire

durante la captacién conservando intactos los productos microbioldgicos.
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e EEA (eficacia de la entrada del aire).

e EZC (eficacia de la zona de captacion). Expresada como el didmetro aero-
dindmico de corte d,e50: el tamafio de particula al que la mitad de particu-

las seran captadas.

e PE (pérdidas en otros elementos del equipo).

Para la determinacion experimental de estos pardmetros se utilizan, como ae-
rosoles, particulas no viables, por ejemplo: particulas de latex o particulas de
colorantes; y distintos tipos de microorganismos (Serratia marsescens, Bacillus
subtilis y Escherichia coli) y camaras de tres tipos: estaticas, dindmicas y tineles

de viento.
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2. Equipos de muestreo de aire

Los aerosoles son captados al producirse la separacién de las particulas que
lo forman por la accion de distintas fuerzas fisicas. Estas fuerzas constituyen,
asimismo, la base para la clasificacién de los muestreadores en:

e equipos inerciales (impactadores, ciclones, equipos centrifugos) y
e equipos de toma de muestra con filtro.

2.1. Muestreo inercial

La inercia de las particulas es la fuerza que mayoritariamente interviene
en su separacion del aire y esta determinada por la masa y la velocidad
de la particula.

En la zona de captacion de los equipos inerciales la corriente de aire, que ha
penetrado a través del dispositivo de entrada, es obligada a cambiar de direc-
cion y las particulas contenidas en ella, con suficiente inercia, son separadas
del flujo de aire impactando sobre una superficie. En los ciclones y equipos
centrifugos, el efecto inercial estad potenciado por la accidon centrifuga ocasio-
nado por el disefio del muestreador.

2.1.1. Muestreador de rendija

En el muestreador de rendija, el aire penetra a través de una o cuatro rendijas
con flujos de aire de 30 1/min y 700 1/min segiin el modelo y es impulsado
sobre la superficie de impactacién consistente en una placa con medio de cul-
tivo, un portaobjetos o una cinta adherente. La placa de cultivo permite la
incubacién, recuento de colonias e identificacion de las especies microbianas,
mientras que los portaobjetos y las cintas, permiten solamente la observacién
directa al microscopio de las particulas captadas. Estos soportes de captacion
pueden ser estaticos o colocados sobre un soporte giratorio dotado de distin-
tas velocidades. No permiten obtener informacién sobre la distribuciéon por
tamario de particula. El d,e50 calculado es de 0,67 pm. En la figura 3 se muestra

un esquema de este tipo de muestreador.

m

Figura 3. Muestreador de rendija

La eficacia de la zona de captacion se expresa
como el didmetro aerodindmico de corte
(daes0) que es el tamario de particula al que la
mitad de particulas seran captadas.

Fuente: INSHT. NTP 609: Agentes bioldgicos:
equipos de muestreo (1)
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2.1.2. Muestreador Andersen

Es un impactador en cascada que capta las particulas en una serie de placas con
medio de cultivo a un caudal de aire de 28,3 1/min. Suele tener seis niveles de
captacion, cada uno separado del siguiente por un elemento perforado por 400
orificios, debajo del cual se coloca la placa con medio de cultivo, con orificios
que van disminuyendo el tamafio al bajar el nivel, 1o que provoca un aumento
de la velocidad del aire al pasar de un nivel a otro. La captacién se basa en
la inercia de las particulas, que son retenidas de mayor a menor tamaro, a

medida que pasan de un nivel al siguiente.

El resultado final es una separacion por tamarfio de particula. Los didmetros de
corte tedricos van de 7 ym a 0,65 pm. También hay modelos con 1 o 2 niveles.
Este muestreador es uno de los designados como de referencia en las pruebas
de ensayo para la validacion de otros muestreadores. En la figura 4 se presenta
una reproduccion y un esquema de este muestreador.

Figura 5. Muestreador Andersen

Esquema con 6 fases

Numero de fase
Tamafio del chorro FIUJO de a|re
Velocidad del chorro

Fase 1 C
0,0465° dia

101,8032 cm/s ﬁ NSNS A
{

Medio

Fase 2

0,0360° dia '
179,5272 cm/s Medio|

~N
)
Placa de Petri A
Fase 3 80
0,0280° dia \ Jj
&
)

296,8752 cm/s

Fase 4

0,0210° dia \

527,6088 cm/s N

Fase 5

0,0135° dia ]

1.277,72 cm/s J
K N\

Fase 6

0,000° dia C Ji

2.328,67 cm/s

U

u_n

Figura 4. Muestreador Andersen
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2.1.3. Muestreadores multiorificio

El muestreador SAS® es un equipo portétil con un tinico nivel de captacién
basada, en la inercia de las particulas. La captacion tiene lugar en una placa

RODAC® con medio de cultivo. Existen dos modelos calibrados a dos cauda-
les de aire (90 1/min y 180 l/min). El equipo dispone de un cabezal con 219
orificios, un ventilador y un programador del tiempo de muestreo (intervalos
de 20 segundos), permitiendo un minimo de 20 segundos y un maximo de
5 minutos. El didmetro de corte tedrico es de 2,0 pm. Estudios comparativos
realizados con este muestreador y otros de referencia, como el muestreador
Andersen, muestran una reduccion de la eficacia de captacion del 50%. En la
figura 5 se muestran este muestreador y otros de caracteristicas similares como

son: el muestreador M air T (Millipore®) o el muestreador MAS-100 (Merck®).

Figura 6. Muestreadores multiorificios

a. b. Cc.

a. SAS, b. M air Ty c. MAS 100.

2.1.4. Frascos borboteadores

Los frascos borboteadores® funcionan conduciendo una corriente de aire al
interior de un frasco que contiene un medio de captacion, normalmente li-
quido. Las particulas son transferidas al liquido siguiendo los principios de la
impactacion inercial ayudada por la dispersion de las particulas en las burbu-

jas formadas en la zona de impactacion.

Como liquido de captacién puede utilizarse cualquiera que sea compatible con
el ensayo analitico y el agente biologico objeto de estudio. Los liquidos més

frecuentemente utilizados son:

* agua destilada,
e soluciones salinas tamponadas o
¢ medios de cultivo diluidos.

B)5AS es la sigla de la expresién in-
glesa surface air system.

Ved también

Podéis ver una placa RODAC®
la figura 12 del subapartado
3.2.1 de este médulo didacti-

co.

@En inglés, impingers.
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A estos liquidos se les afladen los aditivos que se consideren necesarios para
mejorar la supervivencia de los microorganismos. También, y para evitar pro-
blemas, a algunos se les suele afiadir un antiespumante. El volumen de liquido
con el que habitualmente trabajan estos equipos oscila entre 15 ml y 20 ml.
La captacion en medio liquido presenta ciertas ventajas sobre otros tipos de
equipos y es que a partir de una muestra se pueden realizar diferentes ensayos
o determinar diferentes componentes del bioaerosol. Mediante filtracion del
liquido se pueden concentrar las particulas y la muestra puede ser utilizada en
la realizacién de otros tipos de ensayo.

Uno de los modelos mas ampliamente utilizados en la captacién de bioaero-
soles es el AGI-30 (all glass impinger) que ha sido seleccionado como mues-
treador de referencia. La cifra indica la distancia que hay entre el orificio de
salida del aire dentro del frasco y el fondo del mismo, y el caudal de aire es
de 12,5 I/min. Una modificacién de este muestreador es el frasco borboteador
multinivel. Dispone de tres niveles y proporciona la distribucién por tamafio
de particula simulando la que ocurre en el sistema respiratorio humano. Cada
nivel contiene un volumen conocido de liquido de captacion estéril. El disefio
de este equipo reduce la velocidad de inyeccién y minimiza las salpicaduras
y la formacién de espuma. Los didmetros de corte tedricos son 1 ym, 4 ym 'y
10 pm y el equipo trabaja a caudales de aire entre 20 y 55 I/min. Actualmente
estos equipos se fabrican en acero inoxidable. En la figura 8 se muestra un

esquema de estos muestreadores.

Figura 8. Muestreadores por borboteo

Entrada
de aire

Salida
de aire

Frasco

Frasco borboteador.
Fuente: INSHT. NTP 609: Agentes bioldgicos: equipos de muestreo (1)

Figura 7. Frasco borboteador multinivel

Fuente: INSHT. NTP 609: Agentes bioldgicos:
equipos de muestreo (1)



CC-BY-NC-ND « PID_00186786 30

Medicién de contaminantes biol6gicos en aire

2.1.5. Ciclones lavadores

La captacion de las particulas ocurre por impactacién en un medio liquido
que bafia la superficie interior del ciclon, potenciada por la accion de la fuerza
centrifuga. El liquido con las particulas es retirado por la parte inferior del
equipo. Los ensayos realizados con estos equipos para determinar la eficacia
de la captacion revelan que a caudales de 500 1/min y velocidad del aire de
4 m/s, la eficacia de captacion para particulas de didmetro aerodindmico de
20 pm es de entre un 70% y 110%. En la figura 9 se muestra un esquema de
estos muestreadores.

Figura 9. Esquema de un ciclén

Salida
superior
—
Captador del
vortice superior
Entrada
de aire
—>

Vértice inferior

l Salida inferior

Un vértice es un flujo turbulento en rotacién espiral con trayectorias de corriente
cerradas.

2.1.6. Muestreador RCS

Un muestreador RCS® es un equipo portitil en el que la impactacion de las
particulas ocurre potenciada por la accion de la fuerza centrifuga que un ven-
tilador confiere al aire aspirado en la zona frontal del equipo. Las particulas
son recogidas en cintas flexibles con pocillos que contienen medio de cultivo.
El caudal de aire es de 40 1/min y dispone de un programador de tiempo (entre
30 segundos y 8 minutos) que determina el volumen de aire muestreado. La
captacién ocurre en un tnico nivel por lo que no se obtiene informacién sobre
la distribucion por tamarfio de particula. Una de las limitaciones de este equipo
es que no se puede precisar con exactitud el caudal real de aire, ya que este es
aspirado desde una distancia de 40 cm y el aire expulsado lo hace rodeando

©RCS es la sigla de la expresion in-
glesa reuter centrifugal sampler.

Figura 10. Muestreador RCS
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la columna de aire de aspiracién. Una version mejorada es el RCS plus, en el
que, a diferencia del anterior, la entrada y salida del aire estan separadas. Este
muestreador opera a un caudal de 50 1/min. En la figura 10 se presenta una
reproduccién de este muestreador.

2.2. Filtracion

La retencion de las particulas suspendidas en el aire en un material po-
roso cuando este lo atraviesa, es la filtracion.

La captacion de una particula depende de su didmetro aerodinamico, del ta-
marfio del poro del filtro y del caudal de aire que atraviesa el filtro. En base
a estas caracteristicas se pueden distinguir cuatro principios de captacién de
particulas: tamizado, interceptacion, impactacion y difusién.

La filtracion es uno de los sistemas que permite tomar muestras personales que
representan mejor el patron de exposicion de los trabajadores. En general, los
filtros son los soportes de retencidén mas utilizados cuando se pretende mues-
trear los componentes del bioaerosol mas resistentes (basicamente esporas y
polen), los productos (endotoxinas, micotoxinas, etc.) o cuando la viabilidad

de los microorganismos no es esencial para el ensayo analitico seleccionado.

El equipo de toma de muestras consiste en una bomba de aspiracion de aire
a la que se une el portafiltro, en general, casetes de poliestireno, y el filtro.
Como en cualquier sistema de muestreo, la determinacion del caudal de aire y
del tiempo de muestreo (basado en la prevision de la concentracién existente)
son pasos fundamentales para la obtencién de muestras utiles para el analisis.
Otro aspecto a considerar es si la captacion se realiza con el casete abierto o
cerrado, la decision estara basada en el tipo de muestra y el ensayo que se vaya
arealizar. En los casetes abiertos la distribucion de las particulas es mas regular,
lo que facilita su observacién y recuento, mientras que en casete cerrado, las
particulas tienden a acumularse en la zona central del filtro dificultando asi

su observacion.

Estos sistemas de muestreo son, en la practica, totalmente equivalentes a los
que reemplean en el muestreo de aerosoles solidos en general.

2.2.1. Filtros capilares

Los filtros capilares estin hechos de una fina capa de policarbonato. En es-
te tipo de filtros los poros consisten en cilindros rectos alineados de forma
perpendicular a la superficie del filtro. La eficacia de captacion de estos filtros
es baja para las particulas de un tamafio inferior al poro. La eficacia aumenta
para las particulas submicrénicas (< 1 pm) que son retenidas segin el princi-
pio de difusién. Logicamente, las particulas de tamafio mayor que el del poro
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son retenidas con gran eficacia. El disefio de estos filtros hace que se colmaten
antes que otros con el mismo tamafio de poro, lo que limita la cantidad de
material que puede recoger. Son filtros muy finos y con una superficie muy
lisa 1o que los hace idéneos para la observacion de las particulas captadas al
microscopio 6ptico o al electrénico de barrido, y facilita el lavado del filtro y
la recuperacién de la muestra para su analisis.

2.2.2. Filtros de membrana

Este tipo de filtros tienen una microestructura compleja que proporciona ca-
minos irregulares o tortuosos al flujo de aire. Dependiendo del principio de
captacidn, se puede decir que, en general, la eficacia de estos elementos es
bastante elevada, incluso para particulas de tamario inferior que el del poro.
Por ejemplo, la eficacia de captacion para particulas de 0,3 pm es del 95% en
filtros de membrana con tamafio de poro de 0,5 pm. Los materiales de los que
estan hechos los filtros son variados, uno de los usados con mayor frecuencia
para la captacion de bioaerosoles son los esteres de celulosa. Los bioaerosoles
captados se pueden tefiir sobre los mismos filtros para su observacion directa
al microscopio 6ptico; el filtro se puede trasparentar con un producto adecua-
do como fase previa a la observacion y estos filtros se pueden colocar sobre

medio de cultivo para la incubacién de los microorganismos captados.
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3. Muestreo de materiales y superficies

Ya hemos comentado en la introduccién que el muestreo de superficies es una
técnica a tener en cuenta también en la determinacién de agentes biologicos.
Esta técnica tiene un interés especial puesto que permite determinar la posible
contaminacion por agentes bioldgicos de las materias primas, de las propias
personas, de los instrumentos de trabajo, las ropas, las manos, el mobiliario o
los elementos de construccién que por sus caracteristicas pueden convertirse

en reservorios de agentes bioldgicos.

El analisis de superficies y de liquidos es necesario en algunos casos en los
que la simple medicién ambiental puede dar como resultado la inexistencia
de contaminacion microbiolégica, proporcionando falsos negativos. Este tipo
de mediciones permiten identificar los focos de contaminacion, que es uno
de los objetivos importantes en la evaluacién de la exposicion a agentes bio-
lé6gicos. La deteccion de elevadas concentraciones de microorganismos en es-
tas muestras puede eliminar la necesidad de realizar un muestreo ambiental
cuando es clara la posible aerosolizacion de los contaminantes y por tanto la
exposicion de las personas a los mismos. En estas situaciones, las decisiones
son: qué medidas correctoras son las aconsejables y cual es el procedimiento

y calendario de aplicacién.

En general, los métodos de captacion de las muestras consisten en tomar una
fraccion del material, un volumen determinado de un liquido, la aspiracién
del polvo contenido en un area determinada o el muestreo de una superfi-
cie. La precaucién principal es que los contenedores en los que se recogen las
muestras sean estériles para evitar posibles contaminaciones. Los métodos de
ensayo dependeran de los agentes bioldgicos que se pretenda determinar y, al
igual que en el caso de la medicién de bioaerosoles, estos se pueden dividir en:

e ensayos basados en el cultivo de las muestras, para detectar microorga-
nismos viables y cultivables, y

* ensayos no basados en el cultivo, como examen y recuento al microsco- Ved también

pio u otros ensayos posteriores distintos del cultivo.
Los ensayos no basados en

el cultivo se comentan en los
subapartados 5.5, 5.6, 5.7 y

De los métodos expuestos, el muestreo de superficies es uno de los que mas 5 8 de este modulo ddctico.

ampliamente se utiliza, entre otras razones, porque permite tomar la muestra
sin romper o dafiar el material. En cuanto a las técnicas mas utilizadas, se
pueden distinguir dos: el lavado de la superficie y la toma de muestra por

contacto.
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3.1. Frotis de superficies

Este método consiste en la recogida del material depositado en las superficies
con torundas estériles de algodén o gasas (figura 11). Estos elementos pueden
ser humedecidos con agua estéril para facilitar la captacion de las particulas.
Las muestras tomadas deben ser manipuladas en un modo aséptico para evitar
cualquier contaminacioén. Tras el muestreo se puede proceder a la siembra del
material recogido aplicando directamente la torunda sobre el medio de cultivo
o se puede proceder al lavado de los elementos utilizados en la captaciéon con
un diluyente estéril y sembrar después el liquido obtenido. En general, este
método no permite realizar estimaciones cuantitativas precisas de la contami-
nacion y, basicamente, se utiliza para comprobar la presencia de un microor-

ganismo concreto.

Figura 11. Toma de muestras de superficies

a.

3.2. Muestreo por contacto

Es el método mas utilizado y consiste en la aplicacion de placas de contacto
sobre la superficie que se desea muestrear y sobre las que se ejerce una ligera
presion para captar las particulas. El resultado del recuento de las colonias que

han crecido se expresa en ufc/cm?® Otra técnica consiste en la utilizacién de
cintas adhesivas que atrapan las particulas.

3.2.1. Placas de contacto

Las placas de contacto son placas de cultivo especiales en las que el medio de
cultivo estd en ligero exceso. Existen diferentes tipos de placas de contacto,

pero las mas utilizadas son las placas RODAC?®. En la base de estas placas esta
grabada una cuadricula de superficie determinada, que permitira el calculo de

la concentracion de los microorganismos que han formado colonia. El resul-

tado se expresa en ufc/cm?. La principal ventaja de este método es su sencillez;

mientras que el principal inconveniente es que superficies muy sucias van a

provocar la sobrecarga de la placa y, por tanto, dificultar el analisis de la mis- Figura 12. Placa RODAC® con colonias

. . . Fuente: INSHT. NTP 609: Agentes biolégicos:
ma. En la figura 12 se muestra una placa RODAC® y las colonias crecidas. equipos de muestreo (1)
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3.2.2. Cintas adhesivas

El uso de estas cintas estd indicado cuando no se precisa informacién sobre los
microorganismos viables y cultivables. El método es muy sencillo y consiste
en atrapar en la cinta las particulas depositadas en una superficie. El analisis
consiste en la observacién al microscopio, por lo que el material de la cinta
debe tener una buena calidad 6ptica y permitir la tincién. Este método no
permite analisis cuantitativos.
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4. Seleccion del muestreador

Los aspectos fundamentales a considerar en la eleccién de un muestreador son:

e el agente bioldgico objeto de interés,

¢ la informacion que se pretende obtener,

¢ la concentracion previsible de bioaerosol,

e el didmetro aerodinamico de las particulas,

¢ las condiciones ambientales,

e las propias caracteristicas del equipo y del andlisis al que se van a someter

las muestras.

Obviamente, la informacion que los fabricantes de los equipos proporcionan a
los usuarios facilita la eleccion del equipo mas apropiado para cada aplicacion.

La Norma UNE-EN 13098, que ya hemos referenciado, en su anexo A incluye
las recomendaciones basicas para la seleccién de un método de medicion de
agentes biologicos de gran utilidad a la hora de efectuar la seleccién del mues-

treador. Una guia para la eleccién del muestreador se presenta en la figura 13.

Caracteristicas de un muestreador de bioaerosoles basadas en la NTP 610: Agen-
tes bioldgicos: equipos de muestreo (II) de INSHT:

e Conducir el aire hacia el equipo a una velocidad uniforme y provocar las
minimas pérdidas posibles en el dispositivo de entrada del aire.

¢ Mantener el cauda de aire dentro de unos margenes razonables teniendo
en cuenta las posibles variaciones en el suministro eléctrico, carga de las
baterias o las pérdidas de carga en el equipo.

e Permitir el uso de diversos soportes de captacion (placas de cultivos de ta-
marfio estandar, portaobjetos, filtros de distintos tipos, didmetros y tama-
fio de poro, etc.).

e Permitir la colocacién y extraccion de los soportes de captacion de forma
sencilla.

e Proteger el soporte de captaciéon de posibles contaminaciones.

e Minimizar las fugas de aire que pueden causar errores en la medicién o
permitir que el aire no pase sobre el medio de captacion.

e Expulsar el aire aspirado a suficiente distancias de la entrada para evitar el
posible reingreso del aire ya muestreado.

e Captar un amplio rango de tamafios de particulas con una eficacia consis-
tente; o tener una elevada eficacia de captaciéon para tamafio de particu-
la deseado, mientras que excluye otras fracciones o las capta con menor
eficacia.

e Captar las distintas fracciones de tamarfio de particula con eficacias simi-

lares a las existentes en el tracto respiratorio humano.
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e Mantener la integridad fisica, quimica y biologica del material captado.

e Permitir el analisis de las muestras mediante el uso de diferentes técnicas

analiticas.

e Ser resistente y facil de limpiar y desinfectar.

e Ser de facil manejo, portatil, fiable y econémico.

Figura 13. Diagrama para la seleccion del muestreador

Fuente: adaptado de Norma UNE-EN 13098

: : —> T
¢Medir No - Medir orundas
bioaerosoles? "| superficies Placas de
contacto
Si
v
- Andlisi No
cu(éﬁrt}?;t?\llsc‘)? » Sedimentacion
Si
Yy Si Filtracio
¢Microorganismos Si ¢ Resiste » Fiitracion
i ? > 2
viables? la sequedad? No > Impinger
l No
¢Muestra
personal?
Si
¢ Microorganismos No . | Recuento de | Si ¢ Separacion » Cascada
viables? particulas ’ de particulas? No » Filtracion
v ,
; Resiste la Si »| ¢Concentraciones 2 » Filtracion
Fredlcis g ge uedad? ¢ elevadas? No
q ' ' 10 Filtracion
Si
Si .
No i Concentraciones » Impinger
e
elevadas? No Impinger
v S,
, i G
(',ReSiSte Si R (;Concentraciones » Filtracion
la sequedad? > elevadas? No e
» Filtracion
No
4 Si .
¢, Concentraciones Si R g,Sepa,raci(')n » Impinger
B »|  de particulas? No » Impinger
No
¥ Si
¢ Conexion a la Si ¢ Separacion » Andersen
—> .
? ?
red? de particulas? No » Rendija
No — SAS
L——» RCS



CC-BY-NC-ND « PID_00186786

38

Medicién de contaminantes biol6gicos en aire

5. Analisis de las muestras

Siguiendo con el paralelismo que hemos ido comentando con los sistemas de

toma de muestra y anélisis aplicados a los agentes quimicos, en la tabla 4 se

recogen las principales caracteristicas de los métodos de captacién y anélisis

utilizados para la detecciéon de microorganismos). Una vez tomada la muestra

segln los procedimientos comentados hasta aqui, procede, obviamente, llevar

a cabo su analisis, aspecto que tratamos en el presente apartado.

Tabla 4. Caracteristicas de la captacién y analisis de agentes biol6gicos

Agente bioldogico

Método B

Analisis

Datos obtenidos

Virus Impmgers{ ciclones, impac- | Cultivo celular Concentracién (n.>-/m>); indentifi-
tadores, filtros cacién
Inmunoensayo (anticuerpo | Confirmacion de presencia de un
marcado con colorante) virus especifico
Microscopio electrénico Identificacién
Pruebas genéticas. PCR Confirmacion de presencia de un
virus especifico
Bacterias Impactadores, impingers, ci- | Microscopio/recuento

clones, filtros. Muestras de
superficies

. . 3 2
Concentracion (células/m™ o cm
09)

Inmunoensayo (anticuerpo
marcado con colorante)

Confirmacién de presencia de una
bacteria especifica

Pruebas genéticas. PCR

Confirmacién de presencia de una
bacteria especifica

Cultivo

Concentracion (ufc/m3 ocm?o 9)

Microscopio: morfologia,
tincién

Identificacién (general)

Bioquimica

Identificacion (especifica)

Antigenos bacterianos

Polvo

Inmunoensayo (ELISA)

Concentracién (ug/g)

Componentes de la pared
bacteriana (endotoxinas,
otros)

Filtros, impingers, polvo

Bioensayo (LAL)

Actividad biolégica (UE/m® o g)

Quimico (CG-EM, HPLC)

Concentracion (LPS, ng/m3 0g;
acido muramico, pg/m3 0Q)

Hongos

Impactadores, impingers, ci-
clones, filtros. Muestras de
superficies

Microscopio/recuento

.z 2
Concentracién (esporas/m3 ocm
o g). Identificacién

Cultivo

Concentracion (ufc/m3 ocm?o 9)

Microscopio/morfologia

Identificacion

PCR: Reacci6n en cadena de la polimerasa. ELISA: Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima. LAL: Lisado de amebocitos del Limulus. UE: Unidades de Endotoxina.
CG-EM: Cromatografia de gases - Espectrometria de masas. HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion. LPS: Lipopolisacéridos. CL: Cromatografia liquida. COVM:
Compuestos organicos volatiles de origen microbiano.
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Agente bioldégico

Método B

Analisis

Datos obtenidos

Levaduras (acidos grasos,
lipidos)

Impactadores, impingers, ci-
clones, filtros. Muestras de
superficies

Quimico (CG)

Identificacion

Alérgenos fiingicos

Polvo

Inmunoensayo (ELISA)

Concentracién (ng o unidades/g)

Componentes de la pared
fingica

Filtros, polvo

Inmunoensayo (LAL)

Actividad biolégica (glucano, uni-
dades o pg/ms)

Quimico (HPLC, CG-EM)

Concentracién (glucano o ergoste-
rol, unidades o pg/g)

Toxinas fungicas

Impactadores, impingers, ci-
clones, filtros. Muestras de
superficies

Quimico (HPLC, CG-EM)

Confirmacién de la presencia de la
toxina, concentracién (toxina, ng/

m3og)

Inmunoensayo, citotoxici-
dad

Confirmacién de la presencia de la
toxina, deteccion de la actividad
téxica (sin identificacion)

Endoparasitos (amebas)

Agua, impactadores, impin-
gers

Cultivo

Concentracion (n"-/m3 oml)

Microscopio/morfologia

Identificacion

Inmunoensayo (anticuerpo
marcado con colorante)

Confirmacién de la presencia de
amebas especificas

Alérgenos/antigenos

Polvo

Inmunoensayo (ELISA)

Concentracién (alérgeno/antigeno,
Mg/g o unidades de alérgeno/g o
unidades de antigeno/g)

Acaros

Polvo

Microscopio/morfologia

Concentracién (n° de acaros/g de

polvo o por m? de superficie mues-
treada), identificacion

Alérgenos de acaros

Polvo

Inmunoensayo (ELISA)

Concentracién (alérgeno de 4ca-

ros, ng/g de polvo o por m? de su-
perficie muestreada)

Guanina

Polvo

Colorimetria (CL)

Concentracién (guanina/g de pol-

2 ..
vo o por m” de superficie mues-
treada)

covM

Adsorbentes, bolsas de aire

Quimico (CG-EM)

Concentracién (compuesto, mg/
m3, identificacién de compuestos

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. ELISA: Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima. LAL: Lisado de amebocitos del Limulus. UE: Unidades de Endotoxina.
CG-EM: Cromatografia de gases - Espectrometria de masas. HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion. LPS: Lipopolisacéridos. CL: Cromatografia liquida. COVM:
Compuestos organicos volatiles de origen microbiano.

5.1. Transporte y conservacion de las muestras

Una vez ha concluida la captacién, hay que tomar toda clase de precauciones

para evitar que las muestras se alteren o modifiquen antes de llegar al labo-

ratorio: deshidratacién, muerte de los agentes, contaminaciones, derrames o

roturas. Dichas precauciones, asi como las instrucciones pertinentes para ca-

da tipo de captacién y agente, deben hallarse, detalladas hasta el dltimo ex-

tremo, en el procedimiento o método analitico disponible al efecto. Como

recomendaciones generales podemos indicar las siguientes:
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e Precintar las muestras o cerrarlas perfectamente.

e Colocar las muestras en cajas o recipientes adecuados, fijandolas correcta-
mente.

¢ Incluir con cada lote homogéneo de muestras una muestra blanco, que es
una muestra que ha sido manipulada exactamente como las otras analo-
gas del mismo lote, pero con la que no se ha efectuado captaciéon de con-

taminante.

¢ No colocar en un mismo recipiente muestras ambientales y materiales o

productos que las pudieran alterar o contaminar.

e Evitar alteraciones de las muestras por calentamiento excesivo o exposi-
cién intensa a la luz solar y seguir las instrucciones especificas para cada
tipo de muestra.

e No demorar el envio de las muestras al laboratorio.

¢ No abrir las muestras hasta el momento en el que vaya a dar comienzo su

analisis o tratamiento.

e Almacenar las muestras hasta su analisis en lugares especificos que cum-

plan las condiciones especificamente establecidas para ello.

e Tanto si se guardan las muestras en frigorificos como otros lugares de al-
macenamiento, es recomendable que sean especificos para este cometido
sin que contengan ningun otro tipo de muestras o materiales que las pu-
dieran alterar o contaminarlas.

¢ No sobrepasar en ningan caso la fecha limite para el analisis que debe estar
claramente especificada en el procedimiento o método de analisis.

5.2. Tipos de estudios

Dependiendo del objetivo de la medicion se pueden agrupar los estudios en:
generales, de indicadores y focalizados.

¢ Estudios generales. Se trata de conocer, de la forma mas amplia que sea
posible, los diferentes tipos de agentes biologicos que pueden estar pre-
sentes y por ello se utilizan cuando se desconoce la composicién (tipos y
concentraciones) de agentes bioldgicos ligados a la actividad laboral. Los
métodos méas cominmente empleados estan basados en el cultivo de los
microorganismos en medio gelatinoso (agar), en la observacién directa al

microscopio o en la evaluacion de la diversidad microbiana.
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e FEstudios de indicadores. En este caso sabemos el agente bioldgico que
nos interesa, aunque empleamos para su andlisis un indicador que puede
ser representativo de la presencia de un grupo de microorganismos.

e Estudios focalizados. Estos estudios permiten documentar la presencia de
un agente biologico asociado a efectos concretos. Ademas de las técnicas
de cultivo de microorganismos, pueden comprender la deteccién de anti-
genos o la comprobacién de la existencia de titulos elevados de anticuer-
pos en muestras de sangre. La eleccién de este tipo de estudios parte de
una hipétesis sobre la existencia de un agente especifico en un ambiente,
hipotesis que puede estar basada tanto en la observacién de efectos con-
cretos asociados al agente como en la existencia de determinadas condi-

ciones ambientales que permitan sospechar su presencia.

5.3. Cultivo de microorganismos. Bacterias y hongos

El cultivo de microorganismos en medio sélido es el ensayo estdndar. La
posibilidad de efectuar el recuento de colonias y relacionarlo con un volumen
de aire lo han convertido en una técnica para cuantificar microorganismos,

sin olvidar las limitaciones que el método presenta.

El recuento de colonias es la proporciéon de la poblacién muestreada
que mantiene la capacidad de crecer en el medio de cultivo seleccionado
y en las condiciones de incubacién establecidas.

Evidentemente, no solamente son estos los microorganismos que pueden cau-
sar efectos adversos a las personas. Microorganismos no viables e incluso muer-
tos pueden causarlos y esta informacién resulta parcial, tampoco incluye los

efectos toxicos y alérgicos.

También a nivel operativo, el estrés fisico que pueden sufrir los microorganis-
mos durante la generacién del aerosol, su permanencia en el aire y durante
su captacién, pueden dafarlos impidiendo asi su desarrollo en cultivo y en
consecuencia provocar la infravaloracién de la concentracion. Por otro lado,
no todos los microorganismos seran cultivables y el hecho de que no formen
colonias no necesariamente significa que el organismo no esté en la muestra
o que esté muerto. Las principales razones por las que un microorganismo no

forma una colonia, son:

¢ La muerte o alteracion de los procesos de desarrollo por la accién de las
fuerzas que se ejercen sobre la célula durante la generacion del aerosol, su
captacion y la manipulacién y transporte de las muestras.

Estudios de indicadores

Serian ejemplos de este tipo de
estudios la determinacién de
glucanos o ergosterol como in-
dicadores de la biomasa flingi-
ca y la determinacién de gua-
nina como indicador de la pre-
sencia de acaros en el polvo
doméstico.

Estudios focalizados

Durante el estudio de un bro-
te de legionelosis, los méto-
dos de ensayo estaran dirigi-
dos a la deteccién de Legione-
lla en muestras de agua y clini-
cas, incluyendo el cultivo y ais-
lamiento de la bacteria en las
muestras de agua de las insta-
laciones implicadas y en mues-
tras bioldgicas obtenidas de las
personas potencialmente in-
fectadas.
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e La accién toxica o desequilibrio de los elementos quimicos que constitu-
yen el medio de cultivo.

e La competitividad entre especies.

Esta técnica permite el aislamiento de microorganismos en cultivos puros lo
que constituye un paso necesario en los procedimientos de identificaciéon de
las especies captadas. Dependiendo del tipo de muestreo realizado, los micro-
organismos impactan directamente sobre el medio de cultivo (captaciéon am-
biental), o son posteriormente inoculados en un medio de cultivo a partir de
fracciones de la muestra tomada (agua, materiales o superficies).

En buena parte de los casos, el analisis empieza en la toma de las mues-
tras con la eleccion del soporte de captacion.

5.3.1. Placa con medio de cultivo

El medio de cultivo es el material donde se multiplicaran los micro-
organismos formando colonias, por lo que debe reunir las condiciones
que permitan y favorezcan el desarrollo.

Las caracteristicas propias del medio de cultivo permitirdn la formaciéon de
las colonias de unos tipos de microorganismos, mientras que haran que otros
pasen inadvertidos. En consecuencia, se emplearan diferentes variedades de
medios de cultivo en funcion del objetivo del analisis. Una practica habitual
en el laboratorio es utilizar en las siembras diferentes medios de cultivo y con-
diciones de incubacion para poder poner de manifiesto el mayor niimero de

microorganismos que sea posible.

Los medios habitualmente utilizados para la captacién ambiental de microor-

ganismos se pueden clasificar en:

¢ Generales: son aquellos que permiten el crecimiento de una amplia varie-

dad de microorganismos, tanto bacterias como hongos.

¢ Selectivos: aquellos que se han preparado para inhibir el crecimiento de
determinados microorganismos y permitir el de otros.
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¢ Diferenciales: los que permiten el crecimiento de varios microorganis-
mos, pero que contienen ingredientes que producen diferencias de apa-
riencia de algunos de ellos.

La utilizacion de estos medios constituye la base de los métodos clasicos de la
identificacion bacteriana. Al formular el medio de cultivo de la mayor parte de
microorganismos, es necesario aportar fuentes de magnesio, hierro, calcio, po-

tasio, en forma iénica (Mg™, Fe*, Ca™ y K¥) que son necesarios como activa-
dores enzimaticos o formando parte de moléculas o elementos del organismo.
Otros minerales conteniendo cobre, manganeso, zinc, etc., asimismo necesa-
rios, son aportados normalmente en cantidad suficiente por el agua de sumi-
nistro. Muchos microorganismos son capaces de sintetizar todos sus compo-
nentes esenciales cuando disponen de los elementos anteriormente mencio-
nados. Pero en ocasiones (por ejemplo, por una mutacion genética) el micro-
organismo pierde la capacidad de sintesis de algan componente que todavia
le es imprescindible. En esos casos hay que suministrarlo con el medio y se
denominan factores de crecimiento que variaran en funcion de las especies y

de las pérdidas en la capacidad de sintesis que se hayan producido.

En la figura 14 se presentan ejemplos de placas en las que se han cultivado
bacterias totales (figura 14a) y hongos totales (figura 14b).

Figura 14

a. Bacterias totales después de una incubacién.
b. Hongos totales después de una incubacion.
Fuente: Xavier Solans (2012). INSHT.

5.3.2. Temperatura de incubaciéon

La temperatura de incubacion se puede utilizar para aislar selectivamente
microorganismos teniendo en cuenta lo siguiente:

¢ Numerosos hongos y bacterias libres crecen de manera 6ptima a tempera-
turas que oscilan entre 18 °Cy 25 °C.

¢ Numerosos hongos no crecen bien a temperaturas por encima de 35 °C con
la excepcion de Aspergillus fumigatus), de manera que este hongo puede
aislarse de forma selectiva si se incuban las muestras a 35-40 °C.

Medios diferenciales

Un medio de cultivo que es a
la vez selectivo y diferencial es
el Agar Eosina - Azul de meti-
leno que se utiliza para identi-
ficar bacterias del grupo enté-
rico. Es selectivo porque la pre-
sencia del azul de metileno in-
hibe el crecimiento de las bac-
terias Gram positivo, y diferen-
cial puesto que, de las Gram
negativo, Escherichia coli, Kleb-
siella y Enterobacter forman
colonias de color azul purpu-
ra con brillo metalico, mien-
tras que Shigella, Salmonella o
Pseudomonas forman colonias
incoloras o rosadas.
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e Latemperatura 6ptima de incubacién para microorganismos patdégenos es
de 37 °C, que es la temperatura del cuerpo humano.

e Los actinomicetes termofilicos tienen una temperatura de incubacién su-
perior a 50 °C, lo que excluye el desarrollo de cualquier otro microorga-
nismo que no sea termotolerante.

5.3.3. Atmosfera de incubacion

La atmésfera de incubacion es otro factor importante. Muchos de los analisis
basados en el cultivo estan limitados al estudio de las especies aerobias (obli-
gadas o facultativas), es decir, aquellas que solo se desarrollan en presencia de
oxigeno o a las que pueden desarrollarse tanto en presencia como en ausencia
del mismo. Sin embargo, en el ambiente se pueden encontrar las esporas (for-
mas resistentes de vida) de especies anaerobias o las formas vegetativas, que
crecen en zonas donde no hay oxigeno por lo que el andlisis de las bacterias
anaerobias requiere atmosferas sin oxigeno, habitualmente con nitrégeno y

dioxido de carbono.

Se afiade al cultivo una cantidad de una solucién diluida de sales con un agen-
te reductor, como el tioglicolato y un indicador redox cuyo cambio de color
indicard contaminaciéon por oxigeno. Otros medios para lograr condiciones
anaerodbicas consisten en la utilizaciéon de medios de cultivo que contengan
agentes reductores (cisteina o tioglicolato) y el uso de cabinas para el cultivo
de anaerobios.

5.3.4. Recuento de colonias

La obtencién de la concentracién de microorganismos se basa en la relacién
entre el nimero de colonias que se han contabilizado y el volumen de aire
aspirado, funcién del caudal al que esté calibrado el muestreador y el tiempo
de muestreo. El recuento de colonias a veces no es un proceso sencillo por los

motivos siguientes:

e [Es dificil identificar como separadas colonias formadas por agregados mi-

crobianos.

e También es dificil diferenciar colonias de similar morfologia.

¢ Una determinada especie puede segregar productos que inhiben el creci-

miento de otros microorganismos.

e La morfologia y/o tamafio de unas colonias oscurecen completamente

otras.
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En la figura 15 se muestra un modelo de lupa para facilitar el recuento. En la
figura 16 se muestra una placa de cultivo en la que se aprecian las sefiales de
la impactacion de las particulas tras el proceso de muestreo.

Figura 16. Placa con sefiales de
impactacion

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

Para evitar la infravaloracién de las colonias crecidas, cuando la captacion ha
sido hecha con un impactador multiorificio, es preciso realizar un ajuste esta-
distico sobre el nimero de colonias contadas que contemple la probabilidad
de que mas de una particula haya impactado en el mismo lugar. La férmula
bésica para el cdlculo de la correccion por coincidencia es la siguiente:

1.1 1 |
Pr=NN+NTItN—2 - N=G+D! ©)

donde P, es el nimero estimado de particulas cultivables; r es el namero de
colonias contadas en la placa y N es el namero total de orificios por plataforma
del impactador.

5.3.5. Identificacion de microorganismos cultivables

La taxonomia es la ciencia que permite la clasificacion de las formas
vivas, estableciendo las relaciones que existen entre un grupo de orga-

nismos y otro, y también diferenciarlos.

Los métodos de que se sirve la taxonomia para establecer esas relaciones o di-
ferencias son diversos; el mas clasico de todos ellos consiste en la observacién
de las caracteristicas de las colonias crecidas en cultivo: su forma, tamaiio,

olor y pigmentacidn.

A nivel celular, la forma, tamarfio, la agrupacién de las células bacterianas y
la presencia o ausencia de flagelos, capsula o endosporas, son las caracteristi-
cas que definen las distintas clases de microorganismos. Para la observacion

al microscopio de estos aspectos, es preciso en muchas ocasiones utilizar co-

Figura 15. Lupa para recuento
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lorantes. Una de las primeras pruebas que se realizan para la identificacién de
las especies bacterianas es la tincién de Gram, que se basa en las diferencias
fisicas que existen entre las paredes celulares de las bacterias.

Elresultado de la prueba permite clasificar todas las bacterias en dos grupos que
se denominan: Gram positivo y Gram negativo. En esta prueba se utilizan
dos colorantes: el cristal violeta que tifie de azul las bacterias Gram positivo,
mientras que las negativas permanecen incoloras, y un colorante de contraste,
la safranina, que tifie ligeramente de rosa las bacterias Gram negativo y permite

reconocetlas y diferenciarlas al microscopio.

Un paso mas permite identificar las bacterias a nivel de género, especie e in-
cluso subespecie. En este caso, son las pruebas bioquimicas, fisiolégicas o nu-
tricionales las que permiten evaluar los constituyentes de las paredes bacte-
rianas, sus inclusiones, los antigenos, el rango de temperaturas a las que cre-
cen, y su 6ptimo, sus requerimientos de oxigeno, la tolerancia al pH, sales o
presiones osmoéticas, su sensibilidad a los antibi6ticos, sus fuentes de energia,
carbono y nitrégeno, los productos de fermentacion y el tipo de metabolismo.
En el mercado se encuentran disponibles diferentes sistemas que permiten el

ensayo multiple de varios de los aspectos mencionados.

En la figura 17 se muestra el resultado obtenido aplicando unos de estos sis-

temas.

La identificacion de los hongos se basa en la observacion de la morfologia de

sus esporas, aunque también se pueden utilizar pruebas de tincién.

En la figura 18 se muestran los resultados de la incubacién de tres especies de
hongos: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger.

Figura 18. Resultados de la incubacién de diferentes especies de hongos Aspergillus

a. b. C.

Figura 17. Ensayo miiltiple de identificacion

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

Lectura recomendada

Detalles instrumentales sobre
los procedimientos de capta-
cién, cultivo e identificacion
de bacterias y hongos en aire
pueden encontrarse en:

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

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


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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5.4. Recuento de microorganismos, polen y esporas

Un proceso tedricamente mas simple es la identificacién y cuantificacion de
microorganismos contables, aunque la diferenciacién entre especies concretas
de pélenes y esporas puede ser altamente complicada y solamente al alcance
de expertos en taxonomia. Recurrir a las técnicas microscopicas que comen-
tamos a continuacién es imprescindible, acudiendo en muchos casos a la mi-
croscopia electronica, debido al pequefio tamafio de estas especies. En las fi-
guras 19 y 20, se presentan imagenes de pdllenes y esporas. En el caso de las
esporas de hongos o de microorganismos con capacidad de formar esporas,
existe evidentemente la posibilidad de su cultivo, independientemente o con
posterioridad, de su recuento.

Figura 19. Pélenes

a.

a. Grano de polen visto al microscopio 6ptico. b. Grano de polen visto al microscopio electrénico de barrido.
Fuente: J. Belmonte (2003). UAB.

Figura 20. Esporas

a. Esporas vistas al microscopio éptico. b. Esporas vistas al microscopio electrénico de barrido.

5.5. Técnicas microscopicas

El uso del microscopio es una técnica fundamental para el recuento del ntiime-
ro total de microorganismos, como hemos visto en las figuras 19 y 20. Ayuda
en la identificacion de las especies, permite reconocer la forma de las células,
observar el resultado de las pruebas de tincion o la movilidad de las bacterias.
Los tipos de microscopios mas usados los resumimos a continuacion.
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1) Microscopio optico

Se trata de un microscopio convencional en el que la observacién se basa en
la iluminacion de los especimenes que destacan contra un fondo oscuro. El
examen microscopico de muestras ambientales permite el recuento total de
hongos y bacterias.

En el caso de hongos y sus esporas puede realizarse directamente, reconocien-
do su forma o utilizando métodos de tincion. Como ya hemos dicho, existen
dificultades para identificar esporas de especies de hongos que tienen una gran
similitud morfolégica, por ejemplo: las esporas de Aspergillus y Penicillium, que
a menudo son contadas como un Gnico grupo. La solucién en estos casos, es

el cultivo de los microorganismos captados.

Para la observacion de bacterias es necesario servirse de colorantes y en especial
de los fluorescentes. Actualmente se dispone de kits comerciales de tincion de
Gram fluorescente y de reactivos que permiten discernir entre formas vivas y

muertas.

2) Microscopio de contraste de fases

Se basa en la difraccién de la luz que al incidir sobre los especimenes provoca
distintos grados de brillo y de contraste, utilizdndose la inmersién de la mues-
tra en liquidos de distinto indice de refraccion. Es una técnica apropiada para
la observacion de especies que presentan dificultades de identificacion en el
microscopio Optico y para el estudio de las endosporas bacterianas, que tienen
indices de refraccion distintos a los de las formas vegetativas.

3) Microscopio de fluorescencia

Se basa en la observacién de la fluorescencia emitida por determinados fluo-
rocromos (naranja de acridina) ligados a las células cuando son excitados por
la luz ultravioleta de una determinada longitud de onda. Esta técnica se utiliza
para el recuento directo de particulas.

4) Microscopio electrénico

En estos casos, en lugar de luz se utiliza un haz de electrones. Se trata de una
técnica ya mucho méas compleja que requiere una instrumentacion relativa-
mente sofisticada, pero con unos niveles de resoluciéon muchisimo mas eleva-
dos. Aunque existen muchos tipos de microscopia electronica, los mas citados
para la identificaciéon de agentes bioldgicos son los de de transmisién y de ba-
rrido. En la figura 20 mostramos unos granos de polen mediante microscopia

electrénica de barrido.
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Figura 20. Granos de polen por microscopia electrénica de
barrido

5.6. Bioensayos

Ejemplos de bioensayos

El término bioensayo hace referencia a los métodos cuantitativos, in vivo

o in vitro, cuyo objetivo es un efecto observable en un sistema biol6gico * Los cultivos celulares para
) ) la deteccién de virus y bac-
o en algdn organismo. terias.

* La exposicién de células u
organismos completos a
muestras que puedan con-
tener toxinas.

Los virus son parasitos celulares obligados (no pueden sobrevivir mucho tiem- .
¢ Elinmunoensayo basado en

po fuera de células vivas), por lo que su anélisis supone la inoculacién de cul- la respuesta de las molécu-
. . . . . las biolégicas (anticuerpos)
tivos celulares o de animales. En el cultivo celular cada particula viral se revela frente a un antigeno.

e El ensayo del lisado de

como un foco de infeccion y esta se evidencia por la formacién de una lesion. amebocitos de Limulus pa-

Este método proporciona informacion sobre el ntimero de particulas viricas ra la deteccién de endoto-
Xinas.
que fueron capaces de infectar el tipo de células del cultivo. El uso de este * Los ensayos de infectividad.

método para muestras ambientales tiene muchas limitaciones, ya que otros
microorganismos pueden crecer en el cultivo celular alterando los resultados.

5.6.1. Inmunoensayo

El inmunoensayo es un método basado en la reaccién especifica que
ocurre entre el antigeno y el anticuerpo y un marcador (enzimas, molé-
culas fluorescentes o radioactivas -radioinmunoensayo: RIA-) que haga
detectable y cuantificable el resultado del ensayo.

Esta especificidad ha sido utilizada en un gran nimero de aplicaciones, entre
ellas, la deteccion de: alérgenos de dcaros, alérgenos de origen animal o vege-
tal, antigenos microbianos, glucanos fangicos, aflatoxinas, latex, etc. Las téc-
nicas habituales de inmunoensayo son las siguientes:

1) Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay (ELISA)
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Uno de los ensayos mas ampliamente utilizado para determinar la concentra-

cién de alérgenos en polvo es el test ELISA® (ensayo por inmunoabsorcién li-
gado a enzimas). En el ensayo, las paredes de los pocillos de una placa estan
recubiertas por el anticuerpo de captura, que es especifico para antigenos con-
cretos. Las muestras tomadas son tamizadas hasta obtener la fraccion fina de
la que se extraeran las proteinas solubles (alérgeno); este extracto se diluye de
forma seriada. El mismo proceso se lleva a cabo con el alérgeno patrén. Alicuo-
tas de ambos extractos son afiadidas a los pocillos que contienen el anticuerpo
de captura. Las placas son incubadas produciéndose la reaccién antigeno-an-
ticuerpo; posteriormente se procede al lavado de las mismas para eliminar los
materiales no ligados. El complejo antigeno-anticuerpo se detecta utilizando
un segundo anticuerpo al que va unido un enzima que reconoce dicho com-
plejo y finalmente, se afiade una sustancia cromogena que cambia de color al
reaccionar con el enzima y se lee el cambio de color. La concentracion de los
antigenos buscados se obtiene por comparacion de las lecturas de las muestras

con las curvas generadas por concentraciones conocidas de los patrones.
2) Anticuerpos fluorescentes

En este caso, los anticuerpos estan ligados a compuestos organicos fluores-
centes como rodamina B (fluorescencia roja), o isotiocianato de fluoresceina
(fluorescencia amarilla verdosa) que no alteran la especificidad del anticuer-
po, pero permiten la deteccién del antigeno al observar el preparado con el
microscopio de fluorescencia. Las aplicaciones de esta técnica son multiples,
utilizdndose para el diagnostico de la legionelosis mediante la tinciéon de una
biopsia de tejido pulmonar con anticuerpos fluorescentes. También son utili-
zados en el diagnostico de infecciones viricas o en el recuento de determina-
dos tipos celulares en mezclas complejas.

3) Radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo (RIA) utiliza is6topos radiactivos como conjugados de

125 &5 el mas utilizado como sistema de deteccion,

los anticuerpos. El isétopo 1
ya que las proteinas se pueden yodar con facilidad sin alterar su especificidad.
El ensayo directo consiste en una técnica en dos pasos. En primer lugar, se afia-
den los anticuerpos antigeno radiactivos especificos del antigeno a una serie
de pocillos pequerios, que contienen concentraciones conocidas de antigeno
puro. Después se mide la radiactividad en cada uno de los pocillos, generan-
dose una grafica patrén. A continuacién, se deja que la muestra en la que se
quiere detectar el antigeno se ligue en otro pocillo con los anticuerpos radiac-
tivos y se mide la radiactividad. La concentracion de antigeno se obtiene al

comparar la medicion del ensayo con la grafica estdndar preparada.

©acrénimo de Enzyme-Linked In-
munoSorbent Assay.
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La mayor utilidad clinica de esta prueba es la deteccién de proteinas. El RIA
presenta el mismo rango de sensibilidad y rapidez que el ELISA, la cual lo es-
ta sustituyendo progresivamente, ya que implica una instalaciéon de manteni-
miento costoso, por tratarse de una instalacion radioactiva, y de gestién de
residuos radiactivos.

5.6.2. Ensayos de toxicidad

El ensayo de toxicidad mas representativo es el del lisado de amebocitos de

Limulus (LAL'), en el que los efectos observables son la coagulacion, el au-
mento de la turbidez o una reaccién cromogénica. Se emplean para la deter-

minacién de endotoxinas bacterianas y la medicién de glucanos.

Las endotoxinas son un componente de la pared celular de las bacterias Gram
negativo. Se trata de agregados macromoleculares de alrededor de 1 mill6n de
daltons (endotoxina libre). En forma pura, las endotoxinas son lipopolisacari-

dos (LPS®) cuya fraccién lipidica (lipido A), es la responsable de la toxicidad ca-
racteristica de la molécula. Se ha observado que las propiedades toxicolodgicas
de las endotoxinas son diferentes segin las especies y el estadio de desarrollo
de las bacterias. Al calentar las endotoxinas, su efecto toxico aumenta, ya que
las proteinas se desnaturalizan y, en consecuencia, las endotoxinas acceden

mas facilmente a los receptores celulares.

La captacion se realiza en filtros, que se tratan con agua destilada, preparan-
dose una serie de diluciones con las cuales se efectia el ensayo que se basa en
la activacién de la cadena enzimatica de coagulacion de la linfa del cangrejo

Limulus polyphemus.

5.7. Pruebas genéticas

Las pruebas llamadas genéticas se basan en el reconocimiento de se-

cuencias de 4cido desoxirribonucleico (ADN’) lo que permite detectar
de forma rapida y fiable la presencia de una determinada especie.

La hibridacion de acidos nucleicos detecta la presencia o ausencia de secuen-
cias de ADN especificas que son asociadas a un organismo. El elemento clave
en el andlisis es disponer de una sonda de acido nucleico para un microor-
ganismo, una sola hebra de ADN que contenga secuencias caracteristicas del
organismo. Cuando en una muestra un microorganismo contiene secuencias
de ADN complementarias a las de la sonda, se produce la hibridacién, for-
mandose una molécula de doble cadena. Para detectar la reaccion se marca la
sonda con moléculas indicadoras (enzimas, is6topos radiactivo o compuestos
fluorescentes).

) Abreviamos lisado de amebocitos
de Limulus con la sigla LAL.

®Abreviamos lipopolisacdridos con
la sigla LPS.

O Abreviamos dcido desoxirribonu-
cleico con la sigla ADN.
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La técnica genética maés caracteristica es el PCR' (reaccién en cadena de la
polimerasa) que es un método in vitro de sintesis de secuencias de acidos nu-
cleicos seleccionados, por el cual segmentos concretos de ADN son especifica-
mente replicados. El ADN se mezcla con bases de nucle6tidos y el enzima po-
limerasa y se incuba en condiciones de temperatura controlada. En el proceso
las cadenas se separan, se copian, se vuelven a separar y se vuelven a copiar;
de esta manera en muy poco tiempo se obtienen millones de copias de molé-
culas de ADN listas para el ensayo, al que se afiaden sondas seleccionadas de
ADN con un marcador fluorescente o radioactivo capaces de hibridarse con
regiones especificas del ADN buscado. La sonda puede hibridarse en cantida-
des detectables si el organismo de interés esta presente en la muestra inicial y
si el segmento de ADN es amplificado.

Es un método sensible, muy especifico, rapido y capaz de detectar microorga-
nismos dificiles de cultivar o no cultivables, con la ventaja afiadida de no tener
que manipular microorganismos peligrosos, sino parte de los mismos. Debe
tenerse en cuenta, sin embargo, que es un método cualitativo y solo detecta
agentes biolégicos predeterminados.

5.8. Ensayos quimicos

Consisten en determinar moléculas biolégicas que forman parte estructural de
los microorganismos o que son producidos por ellos mediante técnicas instru-
mentales tipicas del andlisis quimico como la cromatografia liquida de alta

resoluciéon (HPLC'), la cromatografia de gases (CG'?) y la espectrometria

13 . . . .z
de masas (EM ), usadas de forma independiente o en combinacion.
Las moléculas de origen biolégico determinadas mas habitualmente son:

e Moléculas estructurales de las membranas y paredes de los microorga-
nismos, por ejemplo: carbohidratos (peptoglicidos o beta glucanos), aci-
dos grasos, lipidos (ergosterol de las membranas fungicas) o lipopolisaca-
ridos (endotoxinas de la pared de las bacterias Gram negativo).

e Productos metabdlicos, por ejemplo: micotoxinas fangicas, aldehidos,
alcoholes y otros compuestos organicos volatiles.

e Macromoléculas segregadas, por ejemplo: enzimas especificos y otras

proteinas.

e Macromoléculas excretadas, por ejemplo la guanina contenida en los

excrementos de los acaros.

(19 Acrénimo de Polymerase Chain
Reaction.

(DAbreviamos cromatografia liqui-
da de alta resolucion con la sigla
HPLC.

(D Apreviamos cromatografia de
gases con la sigla CG.

(DAbreviamos espectrometria de
masas con la sigla EM.
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6. Evaluacion

Como ya hemos expuesto al principio del médulo, el tercer paso de la meto-
dologia de evaluacién, la valoracién, no es tan sencillo como en el caso de
los contaminantes quimicos, ya que la utilizacién de limites cuantitativos esta
sometida a discusion. En este apartado se resumen las principales referencias
existentes, asi como las razones expuestas por la ACGIH (American Conference
of Governmental Industrial Hygienists) para justificar la ausencia de valores de

referencia.

6.1. Ausencia de criterios numéricos de valoracion

La comision para los bioaerosoles de la ACGIH expone una serie de razones pa-
ra explicar que no es posible establecer criterios numéricos de valoracion.

Los resumimos a continuacion.

6.1.1. Ausencia de base cientifica

Establecer un valor limite de exposicién general para la concentracién en ufc
de los bioaerosoles cultivables (hongos y bacterias totales que pueden crecer en
cultivos de laboratorio) o contables (los granos de polen, esporas de hongos,
células bacterianas y otros materiales) que pueden ser identificados y contados
por microscopia, no tiene justificacion cientifica porque:

e Los bioaerosoles son mezclas complejas de diferentes clases de particulas.

e Lasrespuestas de los seres humanos a los bioaerosoles varian desde efectos
inocuos hasta enfermedades graves, dependiendo del agente especifico y
de los factores de susceptibilidad de cada persona.

e Las concentraciones medidas de los bioaerosoles cultivables y contables
dependen del método de toma de muestra y analisis. No es posible recoger
y evaluar todos los componentes de los bioaerosoles utilizando un tinico
método de muestreo.

e En la actualidad, la informacién relacionando concentraciones de bioae-
rosoles cultivables o contables con efectos sobre la salud es, en general,

insuficiente para describir las relaciones exposicion-respuesta.
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6.1.2. Falta informacion sobre efectos irritantes, toxicos o
alérgicos

La informacién disponible sobre efectos irritantes, toxicos o alérgicos habi-
tualmente solo contiene datos cualitativos de la exposicion. Los datos epide-
miolégicos que existen son insuficientes para describir las relaciones exposi-
cién-respuesta por las razones siguientes:

a) La mayor parte de los datos disponibles de concentraciones de bioaeroso-
les especificos proceden més de medidas indicadoras que de la determinacién
de los agentes causantes reales. Por ejemplo, la determinacién de hongos cul-
tivables se utiliza para representar la exposicion a los alérgenos. Ademas, la
mayor parte de las determinaciones proceden de puntos de acumulacion de
estos agentes (reservorios) o de muestras ambientales. Es poco probable que
estos datos representen realmente la exposicion humana a los agentes causan-

tes reales.

b) Los componentes y las concentraciones de los bioaerosoles varian amplia-
mente. Los muestreadores de aire mas comtnmente utilizados solo toman
muestras en periodos cortos de tiempo que dificilmente representan la expo-
sicién humana. Las muestras puntuales en periodos cortos de tiempo pueden
contener una cantidad de un bioaerosol en concreto en 6rdenes de magni-
tud muy superiores o inferiores a la concentraciéon media ambiental. Algunos
organismos liberan aerosoles como concentraciones de irrupcion, que rara-
mente pueden detectarse utilizando muestras puntuales. Estos episodios de
generacion de bioaerosoles pueden producir efectos significativos para la sa-
lud de los expuestos.

¢) En los estudios de puestos de trabajo individuales, el niimero de personas
afectadas por exposicion a agentes bioldgicos puede ser pequertio si la conta-
minacion esta localizada, afectando de este modo solo una parte de los ocu-
pantes del local. Sin embargo, los datos de diferentes estudios rara vez se pue-
den combinar para alcanzar cifras significativas del ensayo debido a la diversa
especificidad de los tipos de agentes biologicos responsables de enfermedades
relacionadas con los bioaerosoles que a menudo difieren mucho de un estudio
a otro. Estos factores contribuyen a obtener una baja potencia estadistica a la
hora de evaluar conjuntamente las relaciones causa-efecto entre la exposicién

a agentes biologicos especificos y las quejas de salud relacionadas.

6.1.3. Agentes infecciosos

Los datos de las relaciones dosis-respuesta en humanos estan disponibles para
unos pocos bioaerosoles infecciosos. En la actualidad, los protocolos para el
muestreo en aire de agentes infecciosos son limitados y adecuados solamen-

te para trabajos de investigacion. En la préactica, las medidas tipicas de salud
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publica, como la inmunizacion activa (vacunacion), la deteccion de casos y el
tratamiento médico, siguen siendo las defensas primarias contra bioaerosoles

infecciosos.

Las instalaciones asociadas a un mayor riesgo para la transmisiéon de enferme-
dades infecciosas en el aire (por ejemplo, los laboratorios de microbiologia,
los animalarios y los establecimientos sanitarios) deben emplear los controles
técnicos, como aislamiento por zonas, ventilacién controlada y otras para mi-
nimizar las concentraciones de agentes infecciosos en el aire. Ademas, estas
instalaciones deben considerar la necesidad de aplicar controles administra-
tivos, como restricciones de entrada, permisos de trabajo, etc., y equipos de
proteccion personal adecuados para prevenir la exposicion de los trabajadores
a estos bioaerosoles.

6.1.4. Contaminantes de origen bioldgico analizables

Los contaminantes de procedencia bioldgica que son analizables son sustan-
cias producidas por la materia viva, que, como hemos visto, se pueden detectar
utilizando distintos tipos de ensayos (quimicos, inmunoldgicos o biol6gicos)
y comprenden las endotoxinas, micotoxinas, alérgenos y compuestos organi-
cos volatiles. La evidencia existente no respalda el establecimiento de valores
limite de exposicion para ninguna de estas sustancias analizables. Los métodos
de ensayo para ciertos alérgenos comunes presentes en el aire y endotoxinas
estin mejorando constantemente, al tiempo que progresan también las vali-
daciones sobre el terreno de estos métodos.

También, las modernas técnicas moleculares permiten analizar la concentra-
cién de organismos especificos, detectados normalmente solo por cultivo o
recuento. En algunos estudios experimentales y epidemiolégicos se han obser-
vado relaciones dosis-respuesta para algunos bioaerosoles analizables. Por lo
tanto es previsible que en un futuro se pudieran aplicar limites de exposicién
para determinados contaminantes de origen bioldgico analizables.

6.2. Pautas para la evaluacion de la exposicion a agentes
biologicos

El RD 664/1997, en su articulo 4, da las siguientes pautas para poder realizar

la evaluacion de la exposicion a contaminantes biologicos:

1) Identificados uno o mas riesgos relacionados con la exposicioén a agentes
biolodgicos durante el trabajo, se procedera, para aquellos que no hayan podido
evitarse, a evaluar los mismos determinando la naturaleza, el grado y duracién

de la exposicion de los trabajadores.
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2) Cuando se trate de trabajos que impliquen la exposicién a varias categorias
de agentes bioldgicos, los riesgos se evaluardn basandose en el peligro que
supongan todos los agentes bioldgicos presentes. Ver la clasificacion de los
agentes bioldgicos en grupos, incluyendo ejemplos de agentes clasificados en
cada grupo en la tabla 5.

Tabla 5. Clasificacién de los agentes biol6gicos en funcién del riesgo de infeccién

Categoria Definicion Ejemplos
Grupo 1 Agente biolégico que resulte poco probable que cause | La clasificacién comunitaria no incluye los agentes bio-
enfermedad en el hombre. I6gicos del grupo 1, el techo de que un agente biolégi-

co no esté clasificado en los grupos de riesgo 2 a 4 de
esta clasificacion no significa que estén implicitamente
clasificados en el grupo 1.

Grupo 2 Agente patégeno que pueda causar una enfermedad en | Bacterias: Legionella pneumophila
el hombre y pueda suponer un peligro para los trabaja- | Virus: virus de la gripe

dores; es poco probable que se propague a la colectivi- | Hongos: Penicillium sp.

dad; existen, generalmente, profilaxis o tratamientos efi-
caces.

Grupo 3 Agente patégeno que pueda causar una enfermedad en | Bacterias: Mycobacterium tuberculosis
el hombre y presente un serio peligro para los trabajado- | Virus: virus de la hepatitis B

res; exista el riesgo de que se propague a la colectividad, | Hongos: Histoplasma capsulatum
pero existen, generalmente, profilaxis o tratamientos efi-
caces.

Grupo 4 Agente patégeno que cause una enfermedad grave en Bacterias: no hay ninguna clasificada en este grupo
el hombre y suponga un serio peligro para los trabajado- | Virus: virus de Ebola

res; existan muchas posibilidades de que se propague a | Hongos: no hay ninguno clasificado en este grupo
la colectividad; no existe, generalmente, profilaxis o tra-
tamiento eficaces.

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

3) Esta evaluacion debera repetirse periddicamente y, en cualquier caso, cada
vez que se produzca un cambio en las condiciones que pueda afectar a la ex-
posicién de los trabajadores a agentes bioldgicos.

4) Asimismo, se procedera a una nueva evaluacion del riesgo cuando se haya
detectado en algltn trabajador una infeccién o enfermedad que se sospeche
que sea consecuencia de una exposicion a agentes biologicos en el trabajo.

5) La evaluacién mencionada se efectuara teniendo en cuenta toda la infor-

macion disponible y, en particular:

e La naturaleza de los agentes biolédgicos a los que estén o puedan estar ex-
puestos los trabajadores y el grupo a que pertenecen. Si un agente no cons-
ta en la tabla, el empresario, previa consulta a los representantes de los
trabajadores, debera estimar su riesgo de infeccion teniendo en cuenta las
definiciones previstas, a efectos de asimilarlo provisionalmente a los in-
cluidos en uno de los cuatro grupos previstos en el mismo. En caso de duda
entre dos grupos deberd considerarse en el de peligrosidad superior.

e Las recomendaciones de las autoridades sanitarias sobre la conveniencia

de controlar el agente bioldgico a fin de proteger la salud de los trabaja-
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dores que estén o puedan estar expuestos a dicho agente en razén de su
trabajo.

e Lainformacioén sobre las enfermedades susceptibles de ser contraidas por
los trabajadores como resultado de su actividad profesional.

¢ Los efectos potenciales, tanto alérgicos como toxicos, que puedan derivar-
se de la actividad profesional de los trabajadores.

¢ FEl conocimiento de una enfermedad que se haya detectado en un trabaja-
dor y que esté directamente ligada a su trabajo.

e FEl riesgo adicional para aquellos trabajadores especialmente sensibles en
funcion de sus caracteristicas personales o estado biol6gico conocido, de-
bido a circunstancias tales como patologias previas, medicacion, trastor-
nos inmunitarios, embarazo o lactancia.

6.3. Criterios de interpretacion de resultados

La Comision para Bioaerosoles de la ACGIH ha desarrollado unas guias para la

Lectura recomendada

evaluacién de la exposicion a contaminantes biolégicos en ambientes interio-

Las guias de la ACGIH no es-

tan disponibles gratuitamen-

del funcionamiento del local y el criterio del profesional experto. te en Internet, pero se pue-
den adquirir en la pagina
web de ACGIH.

res que tienen en cuenta la valoracién médica de los sintomas, la evaluaciéon

En ausencia de criterios numéricos de valoracion, es necesario decidir
con antelacion los criterios de interpretacion que seran utilizados para
determinar si un ambiente esta o no contaminado.

En términos generales, se podrian considerar los siguientes criterios de inter-
pretacion de los resultados obtenidos:

e Lostiposy frecuencias relativas de los contaminantes biol6gicos en el am-
biente con problemas y en un ambiente control (el exterior u otro local
sin problemas).

e La evidencia médica de que una infeccién o alergia ha sido causada por

un contaminante biolégico especifico.

e Las relaciones existentes entre el ambiente interior y el ambiente control

pueden indicar posibles amplificaciones.

e La evaluacién de los reservorios y las posibilidades de amplificacion y de

diseminacion.


http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
http://www.acgih.org/store/ProductDetail.cfm?id=2190
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A continuacion, y a titulo de ejemplo, se resumen las guias para la interpre-
tacion de los resultados, clasificadas segtin los grupos de organismos mas fre-
cuentes en la composicion de los bioaerosoles.

6.3.1. Virus

Muchas de las enfermedades asociadas a los virus presentan sintomas bien de-
finidos, por lo que la existencia de una enfermedad es la demostracién de que
el virus estuvo presente. No se conoce el nimero de particulas necesarias para
causar una infeccién en un individuo susceptible, aunque algunas evidencias
sugieren que un dnico virus es capaz de iniciar la infeccién. Actualmente no
existen suficientes pruebas de que la exposicién a virus pueda causar intoxi-

caciones o sensibilizaciones.

El hecho de que los virus sean parasitos obligados (necesitan de un ser vivo
para su desarrollo) y, por lo tanto, sean las personas las que actian como am-
plificadores y diseminadores (el habla, los estornudos o la tos), hace innece-
saria la evaluacién del ambiente control. Factores tales como el aumento de
la ocupacién o una escasa renovacién del aire pueden contribuir al aumento

de la tasa de contagio.
6.3.2. Bacterias

Por lo general, en ambientes en los que no se ha detectado ninguna amplifi-
cacion especifica, las bacterias dominantes deberian ser las correspondientes
a la flora bacteriana normal humana, es decir, bacterias Gram positivo perte-
necientes a los géneros Micrococcus y Staphilococcus. Las concentraciones am-
bientales elevadas de estos tipos de bacterias, que se encuentran en la piel y
en las secreciones respiratorias, indican niveles de ocupacién altos y/o que la

renovacion del aire es insuficiente.

Si las bacterias dominantes son Gram negativo, eso indicaria la existencia de
focos de contaminacién inusuales; por ejemplo, niveles elevados de bacterias
Gram negativo, oxidasa negativa y fermentadoras de la glucosa sugieren un fo-
co de contaminacion de origen gastrointestinal (extracciones de los lavabos);
si las bacterias encontradas son Gram negativo, oxidasa positiva y sus colonias
son de color amarillo, el foco de contaminacién mas probable son aguas es-

tancadas y contaminadas.

Algunos autores han sugerido la cifra de 4.500 ufc/m?, como limite superior
de concentracion de bacterias totales para interiores y en climas subarticos.
Esa cifra solo es aplicable para organismos de origen humano y excluyendo
cualquier tipo de patégenos. Tampoco es aplicable para climas més calidos.
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6.3.3. Endotoxinas

Las endotoxinas son componentes (lipopolisacaridos) de las membranas ex-
ternas de las bacterias Gram negativas. Son compuestos altamente toxicos que
pueden causar fiebre y malestar, alteraciones en el namero de leucocitos, al-
teraciones respiratorias, etc. Algunos autores sugieren niveles de entre 100 y
1.000 veces superiores a los niveles medidos en los ambientes control.

6.3.4. Hongos

El origen de los hongos que habitualmente se encuentran en los ambientes
interiores es mayoritariamente del exterior, por lo que preferentemente se uti-

lizara este como ambiente control.

Las diferencias en las relaciones entre los hongos del interior y del exterior de-
penden, fundamentalmente, del sistema de ventilacion disponible. Esta rela-
cion es practicamente idéntica cuando el edificio estd ventilado de forma na-
tural, mientras que, en edificios ventilados de forma mecénica, incluso en los
que el sistema de filtracién es deficiente, la concentraciéon de hongos encon-
trados en el interior deberia ser inferior a la presente en el exterior. En cual-
quier caso, los diferentes tipos de hongos encontrados del interior deberian

corresponder a las especies del exterior propias de la estacion climatica.

Los niveles de hasta 100 ufc/m? de hongos saprofitos pueden ser considerados
normales, siempre y cuando se trate de ambientes en los que no exista pobla-
cion con deficiencias o enfermedades del sistema inmunitario.

6.3.5. Micotoxinas

Durante los procesos de destruccién de la materia organica, utilizada como
fuente de energia por los hongos, se producen metabolitos secundarios; algu-
nos de ellos son téxicos para las bacterias (antibi6ticos), mientras que otros lo
son para los animales y los seres humanos (micotoxinas: tricotecenos y afla-

toxinas).

La exposicion a estos compuestos se relaciona, basicamente, con ambientes
agricolas y el almacenamiento de grano. Los efectos para la salud que han sido
descritos son: su potencialidad para inducir procesos cancerigenos, el deterioro
del sistema inmunitario y dafios en diversos 6rganos como son el corazén, el

higado o los rifiones.

En la actualidad se dispone de algunos datos sobre las dosis a las que algunas
micotoxinas producen efectos adversos para la salud. Diversos tricotecenos se
caracterizan por tener dosis letales para el 50% de los individuos expuestos
inferiores a 1 mg/kg (via digestiva). La apariciéon de efectos cronicos (cdncer)

en relacion con la exposicién a aflatoxinas puede ocurrir a dosis del orden de
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pg/kg. Es bastante probable que los efectos cronicos causados por la exposicion
a micotoxinas sean amplificados cuando la via de entrada en el organismo sea
la inhalatoria.

La identificacién y evaluaciéon de los riesgos debidos a la exposicién a mico-
toxinas es compleja y requiere, en general, del muestreo tanto de los hongos
que las producen como de cada tipo de micotoxinas. El hecho de encontrar
hongos productores de micotoxinas en muestras ambientales no siempre es

evidencia de que exista exposicion a las mismas.

Muchas de las cepas de los hongos denominados toxigénicos no producen mi-
cotoxinas de una forma rutinaria y algunos solo las producen en condiciones
de laboratorio. En muestreos ambientales con medios de cultivo inespecificos,
algunos de estos hongos no pueden competir con otras especies de hongos,
por lo que los niveles de hongos toxigénicos son inferiores a los niveles am-
bientales reales. No obstante, el hecho de encontrar niveles inusuales de hon-
gos toxigénicos deberia ir acompafiado del muestreo ambiental de toxinas es-
pecificas.

6.3.6. Protozoos

El tamafio de estos organismos hace que su presencia en los bioaerosoles sea
menos frecuente, ya que tienden a sedimentar rdpidamente. Si existieran evi-
dencias de efectos relacionables con organismos patégenos de este grupo, se
deberian analizar sus reservorios (humidificadores, aguas estancadas), para po-
der determinar el origen de los problemas y eliminar los focos de contamina-

cion.

6.3.7. Antigenos

Las alergias al polvo doméstico son conocidas desde hace afios. En las Gltimas
décadas se ha realizado un progreso considerable en la identificacion, purifi-
cacion y caracterizacion de los alérgenos producidos por los acaros del polvo
doméstico, sobre todo los producidos por las especies del acaro Dermatopha-
goides (Derplyll, Derfly 11y Derm Iy I).

Algunos autores han propuesto los valores de antigeno de acaros en polvo que

pueden causar sensibilizacion y la aparicién de sintomas en personas sensibi-
lizadas (tabla 6).

Tabla 6. Concentraciones de antigeno de acaros en polvo y riesgo asociado

Concentracion mg Der p
1/g o Der f 1/g de polvo

Nivel de riesgo

<2 Bajo

2710 Significativo

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

Lecturas recomendadas

Para mayor informacion so-
bre los acaros, consultar las
notas técnicas del INSHT si-
guientes:

“NTP 652: Sensibilizacién la-
boral por exposicion a écaros
(I): acaros en el ambiente la-
boral”

“NTP 653: Sensibilizacién la-
boral por exposicion a acaros
(II): técnicas de muestreo y
prevencion”



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_652.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_652.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_652.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_652.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_653.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_653.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/601a700/ntp_653.pdf
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Concentracion mg Der p Nivel de riesgo
1/g o Der f 1/g de polvo

>10 Alto

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

Sin embargo, todavia no se han propuesto valores limite de concentracién
para otros antigenos ambientales; no obstante, debido a que los individuos
sensibilizados reaccionan frente a dosis muy bajas de antigeno, no se deberia

aceptar ningin valor de concentracién como seguro para esas personas.

Por otra parte, unos niveles muy bajos de antigeno, probablemente, no cons-
tituyen un riesgo de sensibilizacién para nuevos pacientes. De todo ello se
desprende que la aplicacion de todas las medidas de control disponibles que
rebajen los niveles ambientales de antigeno pueden hacer que un edificio sea
seguro para los ocupantes no sensibilizados, pero no para todas aquellas per-
sonas que hayan desarrollado la enfermedad a consecuencia de su permanen-

cia en el edificio.
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Ejercicios de autoevaluacion
Ejercicios

. Cua ini amer: uestr I par rminar u racio
1. ;{Cudl es el minimo numero total de muestras a tomar para determinar una concentracion
promedio al evaluar una exposicién por inhalacién a agentes biologicos?

2. (Cual es el minimo namero total de muestras a tomar para determinar el intervalo de
confianza de la media y su varianza?

3. ;Cuadl es el volumen de aire, m?®, captado en las siguientes condiciones de caudal y tiempo
de muestreo?

a) 30 1/min durante 6 min.
b) 60 1/min durante 3 min.
¢) 80 I/min durante 2 min.

4. ;Cudl seria el tiempo de muestreo adecuado para una determinacién de bacterias en aire
si se pretende tener una densidad minima de 50 ufc/cm? siendo el drea de captacién del
muestreador de 100 crnz, el caudal del muestreador de 10 I/min y la concentracién estimada
de bacterias en aire de 100 ufc/m3?

5. Calcular la eficacia técnica de un muestreo en el que la eficacia de conservacién biolégica
fue del 95%, la eficacia de la entrada del aire del 90% y el didmetro aerodindmico de corte
de 0,7. No reconsideran pérdidas en otros elementos del equipo.

Preguntas abiertas

6. Seflalad cuéles son los principales argumentos que explican la no existencia de valores
limite de agentes bioldgicos en aire.

7. (Cuadles son las alternativas a la determinacién de agentes bioldgicos en aire de cara a la
evaluacion de riesgos para la proteccion de los trabajadores?

Eleccion maltiple
8. La estrategia de muestreo, debe incluir las especificaciones sobre...

a) la concentracion esperada del agente biologico en aire.

b) los métodos analiticos que se van a utilizar para detectar, cuantificar e identificar los agen-
tes bioldgicos.

) los focos de contaminacién tipicos de los agentes biolégicos.

d) Todas las anteriores.

9. Conocer los agentes bioldgicos que se van a estudiar es...

a) una condicién imprescindible para iniciar el muestreo.

b) una buena ayuda, aunque no imprescindible para iniciar el muestreo.
c) importante solamente de cara a preparar el cultivo para su analisis.

d) importante solamente cuando se trata de organismos cultivables.

10. Conocer la variabilidad de los agentes biol6gicos en el espacio y el tiempo...

a) es util para preparar las medidas de prevencién y proteccion.

b) es fundamental para la estrategia de muestreo.

c) es una informacién que solamente se usa a nivel cientifico.

d) en general no interesa debido a la propia complejidad de los bioaerosoles.

11. Escoger los equipos y métodos mas idoéneos para la captacién de los agentes biolgicos
en aire...

a) es funcidn del higienista especialista en agentes bioldgicos.
b) forma parte de la estrategia del muestreo.

c) a) y b) son ciertas.

d) Ninguna de las anteriores es cierta.
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12. Para controlar o evitar una contaminacién por Legionella, en cuanto al agua corriente
sanitaria es recomendable...

a) mantenerla a temperatura ambiente.

b) mantenerla entre 40 y 60 °C.

¢) mantenerla por encima de 60 °C siempre.
d) no mezclar nunca la caliente con la fria.

13. No es una razén para tomar la decision de medir la presencia a de agentes bioldgicos
en aire...

a) localizar focos de emision.

b) obtener datos epidemiolégicos.

c) comprobar la eficacia de medidas de control.
d) certificar una enfermedad profesional.

14. Comprobar las hip6tesis elaboradas para explicar una exposicion a agentes biologicos...

a) es un buen argumento para llevar a cabo su determinacién en aire.
b) forma parte de la higiene operativa bioldgica.

c) es funcién de la higiene teérica.

d) es responsabilidad de los epidemi6logos, no de los higienistas.

15. El nimero de muestras a tomar...

a) depende de la experiencia del higienista. a més experiencia, menos muestras.
b) viene fijado por la correspondiente norma une, sin posibilidad de modificarlo.
c) viene fijado en el RD 664/97.

d) Ninguna de las anteriores.

16. El volumen de muestreo esta relacionado con...

a) el LID.

b) el caudal.

c) el tiempo de muestreo.
d) Todas las anteriores.

17. El parametro d,eso significa...

a) el diametro aerodinamico de corte.

b) el tamafio de particula al que la mitad de particulas seran captadas.
c) a) y b) son ciertas.

d) Ninguna de las anteriores.

18. Las esporas...

a) se determinan siempre como organismos contables.

b) se determinan siempre como organismos cultivables.

c) se suelen determinar como organismos contables, aunque pueden ser también cultivables.
d) solo se encuentran en el aire en primavera.

19. ;Qué captadores usados para agentes bioldgicos son equivalentes a los empleados para
agentes quimicos?

a) Los ciclones humedos.
b) Los filtros.

c) Los borboteadores.

d) b) y ¢) son ciertas.

20. Tomar como referencia para emitir una opinién sobre una contaminacioén bioldgica en
un local la contaminacién en el exterior...

a) es una practica relativamente habitual.

b) se usa solamente en centros sanitarios.

¢) no tiene ningan sentido.

d) se puede llevar a cabo si en el exterior tenemos garantias de que no hay contaminacién
ambiental por agentes quimicos, lo que distorsionaria el resultado.
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21. La microscopia electrénica permite...

a) la determinacién de especies de hongos una vez cultivados.

b) la determinacién de colonias de bacterias una vez cultivadas.

c) complementar y, en algunos casos, sustituir la microscopia 6ptica.
d) Ninguna de las anteriores.

22. E1 RIA implica siempre...

a) un cultivo previo en Agar agar.

b) disponer de un laboratorio especialmente equipado.

¢) no poder aplicar un ELISA.

d) llevar a cabo antes un control de los microorganismos “contables”.
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Solucionario

Ejercicios de autoevaluacion
1. Solucién: 18 muestras (ver tabla 2).
3 (o mas veces en un dia) x 3 (o més dias consecutivos) x 2 (duplicados siempre) = 18.

2. Solucién: 11 muestras (ver tabla 2).

3.a) 0,180 m®

b) 0,180 m®

) 0,160 m®

Volumen = caudal x tiempo.

4.t = (50 x 100)/(100 x 10) = 5 min (ver ecuacién (1)).

5.ETM =0,9 x (1 -0) x 0,7 x 0,95 = 0,6; es decir, 60% (ver ecuacion (4)).

Los bioaerosoles son mezclas complejas de diferentes clases de particulas.
Las respuestas de los seres humanos a los bioaerosoles son muy variables.
Las concentraciones medidas de los bioaerosoles cultivables y contables son poco fiables
ya que dependen totalmente del método de toma de muestra y anélisis.

¢ Lainformacién relacionando concentraciones de bioaerosoles con efectos sobre la salud
suele ser insuficiente para describir las relaciones exposicion-respuesta.

e o o O

Aislamiento por zonas.

Control de la ventilacién.

Restricciones de entrada al personal (zonas restringidas).

Permisos de trabajo.

Uso y adecuada gestion de los equipos de protecciéon personal adecuados para prevenir
la exposicion de los trabajadores los bioaerosoles.

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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