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Muestreo de aire,
;con placa de contacto o con placa Petri?

Donate Fernandez, Ana; Herrero Cordoba, M? José; Ibanez Lopez, Miriam; Sanchis Solera, Jorge.
Laboratorios Microkit, S.L.

1. Antecedentes

Interminables investigaciones en el campo del muestreo micro-
biologico del aire, realizadas por 18 laboratorios de Espafa e
Italia durante todo el afo 1999, con méas de 2.600 muestras
comparadas en duplicados, y en su mayoria publicadas en la re-
vista BIO del Colegio de Bidlogos, septiembre de 2000, nos en-
sefaron importantes conclusiones, basicamente:

1. La muestra minima en superficies es de 100-125 cm?, a causa
de la distribucién contagiosa, no homogénea, de los microorga-
nismaos. En el aire, el numero de muestreos debe ser |a raiz cibi-
ca del volumen de la sala y el muestreo minimo y maximo por
placa debe ser de 200 |.

2. No existe correlacion entre los recuentos de superficies y los
del aire que las rodea, por la aparicion de un factor que distor-
siona contundentemente los resultados: La carga microbiana de
las personas. Por ello, deben realizarse muestreos de aire y tam-
bién de superficies.

3. A menor caudal de muestreo, menor velocidad de impacto,
menor efecto rebote y mayor recuperacion de microerganis-
mos. Las diferencias son mas significativas cuanto mas limpio es
el aire. Esta conclusion es incémoda porgue aconseja un mayor
tiempo de muestreo para un volumen dado de muestra, pero
los resultados obtenidos cbligan a tenerla muy en cuenta.

4, Las placas de contacto deben elaborarse con inactivadores de
todos los desinfectantes residuales, no es suficiente anadir leci-
tinay polisorbato (gue inactivan los amonios cuaternarios), 0 no
inactivaremos ademas el cloro-lejia, derivados fendlicos y ben-
cénicos, glutaraldehido...: Usar el medic TSA-Neutralizing.
Ademas deben tener antidesecantes especiales, como el anti-
burbujas Microkit, para que el flujo de aire no las reseque.

5. Para hongos debe usarse Agar Rosa Bengala Caf., ya que es
el Unico que demuestra una recuperacion completa para hon-
gos de crecimiento lento, sin que los rapidos invadan y enmas-
caren su aparicion. La sensibilidad, asf, se llega a duplicar.

6. Las incubaciones deben realizarse a dos (o tres) temperatu-
ras: 21-25 °C para saprofitos, 35-37 °C para flora ascciada al
hombre (y 55 °C para actinomicetos y demas termofilos). Las
poblaciones a esas temperaturas son distintas y estan ahi, no
pudiendo extrapolar del recuento a una temperatura, el recuen-
to alaotra.

7. Los cabezales con mas de 220 poros obtienen recuperaciones
significativamente (32 %) inferiores de bacterias a caudal bajo y
de hongos (84 %) a caudales altos. Ademas, no permiten apli-
car el factor de correccion NMP, con o gue los recuentos son
aln menores.

8. Legionella pneumophila si puede recuperarse en el aire, siem-
pre que esté en él, con los medios adecuados (BCYE correcto) y
un muestreador de impacto tipo Microflow.

Nos faltaba un parametro comparativo que hemaos estudiado
ahora: El formato del medio de cultivo en el muestreo de impac-

to:

Placa de contacto (superficie convexa) y placa Petri convencio-
nal (superficie plana).

2. Introduccion

Es de todos sabido que la placa de contacto fue elegida desde
ios afios 60 por los pafses mediterrdneos no solo para control de
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superficies, sino como estandar para control de aire por impac-
to. Por el contrario, el estandar elegido por los paises centroeu-
ropeos fue la placa Petri de 90 mm de diametro.

La histaria se repite dentro de Espafna, habiendo elegido por
abrumadora mavyoria las empresas y consultorfas la placa de
contacto (por su duplicidad de uso superficies/aire en sus mues-
trecs de fabrica o “de campo”) y los hospitales la placa de Petri
(por la comodidad que les supone su disponibilidad en el stock
general del hospital).

Siempre se ha dicho que, al menos en teoria, la placa de contac-
to presentaba la ventaja de que, al no haber pared por encima
del medio, no se formarian reflujos en el aire muestreado, mien-
tras que, por el contrario, en las placas Petri, la pared aumenta-
ria la turbulencia vy el consecuente efecto rebote.

Nos propusimos confirmar la veracidad de esta afirmacion,
mediante este estudio, soprendiéndonos hasta qué punto la
practica supera la tecria, ya que no pensdbamos gue la dife-
rencia fuese a resultar tan tremenda. No ha podido ser un es-
tudio interlaboratorio, porque nadie dispone simultaneamen-
te de los dos tipos de muestreadores necesarios. Por ello, todo
laboratorio que disponga de muestreador de placa Petri y
quiera verificar las afirmaciones de este estudio, tiene tres op-
ciones:

1. Adquirir o alguilar un muestreador de impacto para placas de
contacto, por la plena confianza que tengan en la seriedad de
nuestros resultados. Si el aparato pedido ¢ alquilado es
Microflow y los resultados que obtiene no son semejantes a los
aqui publicados, nos comprometemos a devolver el dinero,
siempre que el equipo esté en las correctas condiciones en que
fue entregado.

2. Pedir prestado un muestreador de impacto para placas de
contacto. Microkit ofrece esta modalidad siempre que exista el
compromiso serio de que, si los resultados son similares a los de
esta publicacién, el cliente se quede con el Microflow mediante
un pedido en firme del mismo (somos una empresa privada y no
podemos hacer préstamos solo para que otras entidades confir-
men la veracidad de nuestras afirmaciones)

3. Fabricarse placas Petri con menisco y realizar, sobre la mar-
cha, al menos 10 muestreos duplicados comparando con placas
Petri convencionales. Esta modalidad perderia rigor ya que, al
no poder tomarse las dos muestras comparativas a la vez (a no
ser que se tengan dos muestreadores de placa Petri), aungue
sean inmediatamente consecutivas, no se compara la misma
muestra. Pero es, sin duda, la opcién mas asequible.

3. Material y métodos

Se fijaron todos los demas pardmetros para que el estudio fuese
cbjetivo:

—Volumen, idéntico en ambos casos (200 1)

i

— Caudal, idéntico en ambos casos (0,5 I/s, elegido por haberse
demostrado el mas sensible en nuestras anteriores publicacio-
nes)

— Tiempo de muestreo, idéntico en ambos casos (200/0,5 =
400 s)

— Hora, minuto y sequndo de inicio, idénticos para que la mues-
tra fuese la misma

— Posicion, idéntica en ambos casos, y completamente paralelos
— Lugar de los dos muestreadores, separados por menos de
20cm

— Numero de poros del cabezal, de 220 en ambos casos

- Medio de cultivo, aspecto y dia de su fabricacion, idénticos en
ambos casos

— Temperatura y tiempo de incubacién, idénticos en ambos ca-
sos (48 horas a 37 °C para bacterias y 7 dias a 25 °C para hon-
gos).

Se tornaron muestras simultaneas con dos muestreadores de ai-
re de impacto, uno para placas de contacto y otro para placas
Petri. Se utilizaron, en el primero, placas de contacto recien fa-
bricadas y, en el sequndo, placas Petri recién fabricadas con los
medios de cultivo: TSA-Neutralizing para bacterias y Rosa
Bengala Cloranfenicol para hongos (levaduras y mohos). Todos
los muestreas fueron de 200 |. Las placas de contacto y placas
Petri de TSA-Neutralizing se incubaron 48 horas a 37 °C. Las de
Rosa Bengala Cloranfenicol, 7 dias a 25 °C. El nimero total de
muestras fue de 160 (80 duplicados para bacterias y 80 duplica-
dos para hongos) mas los blancos.

Para evitar conclusiones erroneas, se tuvo en cuenta que la dis-
tinta naturaleza de los muestreadores podia echar por tierra to-
do el estudio; para evitarlo, y que las conclusiones afectaran so-
lo al formato del medio de cultivo (placa de contacto ¢ placa
Petri), nunca al tipo de muestreador, se tomaron muestras, co-
mo blanco, de placas Petri de 60 mm en muestreador de placas
de contacto y de placas Petri de 90 mm, pero convexas, en
muestreador de placas Petri de 90 mm.

Por fin, en Italia se estaba realizando, a la vez que este, el estu-
dio inverso, en que comparan ambos tipos de muestreador con
un mismo tipo de placa (placa Petri de 60 mm y de 90 mm en
muestreador Microflow-clasico y Microflow-90, respectivamen-
te). Aunque estaban empezando en el momento de escribir este
articulo, nos apuntaban que a caudales altos las diferencias no
estaban resultando significativas entre amhos tipos de muestre-
ador y con el mismo tipo de placa en ambos.

4, Resultados

De los 80 muestreos duplicados (muestreador A + placas de
contacto / muestreador B + placa Petri de 90 mm) para cada
uno de los dos parametros (bacterias por un lado y hongos —le-
vaduras y mohos— por otrg) se expresan a continuacion los re-
sultados obtenidos.

La tabla de resultados medias obtenidos para bacterias es la si-
guiente, una vez eliminados los duplicades para los que alguna
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placa (de contacto o Petri) daba resultados incontables. Cada
numero es la media de 10 muestras:

Zona muestreada Placa de contacto Placa Petri 90 mm  Contacto/Petri

Laboratorio 215 ufc/m? 31 ufd/m? 6,93
Almacén limpio 1 83 ufc/m? 17 ufa/m? 4,88
Almacén limpio 2 47 ufc/m? 17 ufc/m?® 2,76
Almacén sucio alto 179 ufc/m? 25 ufo/m?® 7,16
Recepcion 310 ufd/m® 128 ufa/m? 2,42
Cabina 32 ufd/m? 4 ufc/m? 8,00
Exclusa 89 ufc/m? 20 ufc/m? 4,45
Calle (control) 214 ufc/m? 104 ufo/m? 2,05
Media bacterias 146 ufd/m? 43 ufc/m? 3,40

La media de los blancos fue: placa convexa de 90 mm en mues-
treador de placa Petri: 40 uf¢/m?; placa Petri de 60 mm en
muestreador de placa de contacto: 2 uf¢/m? : Ratio 20 veces
mejor la placa convexa, en placa Petri de 60 mm los resultados
son aun peor que en la de 90

La tabla de resultados medios obtenidos para hongos es la si-
guiente, una vez eliminados los duplicados para los que alguna
placa (de contacto o Petri) daba resultados incontables. Cada
numero es la media de 10 muestras:

Zona muestreada Placa de contacto Placa Petri 90 mm Contacto/Petri
Laboratario 89 ufc/m’ 7 ufc/m? 12,71
Almaceén limpio 1 62 ufc/m? 2 ufc/m? 31,00
Almaceén limpio 2 39 ufdm? 2 ufg/m? 19,50
Almacén sucio alto 258 ufc/m? 71 ufom? 3,63
Recepcion 340 ufe/m? 61 ufo/m? 5,57
Cabina 92 ufc/m? 21 ufe/m? 4,38
Exclusa 98 ufc/m? 18 ufc/m? 5,44
Calle (control) 411 ufc/m? 190 ufc/m? 216
Media hongos 174 ufd/m? 46 ufc/m? 3,78

La media de los blancos fue: placa convexa de 80 mm en mues-
treador de placa Petri: 32 ufc/m?; placa Petri de 60 mm en
muestreador de placa de contacto: 6 ufc/m?: ratio 5,3 veces me-
jor la placa convexa, en placa Petri de 60 mm los resultados son
aln peor que en la de 90.

5. Conclusiones

Para bacterias, en todos los casos y absolutamente en todas las
muestras y sub-muestras, la placa de contacto recupera signifi-
cativamente mas ufc de bacterias que la placa de Petri conven-
cional. En zonas sucias la diferencia es de més del doble a favor
de la placa de contacto. En zonas limpias se nota aun mas la di-
ferencia, llegéndose a recuperaciones hasta un 800 % superio-

res en placa de contacto que en placa Petri, lo que reconfirma la
idoneidad del uso de este tipo de muestreador a bajos caudales
en zonas limpias y confirma la idoneidad de su uso con placas
de contacto v no con placas Petri convencionales. Como media
general sin tener en cuenta el tipo de aire, obtenemos 3,4 veces
{340 %) mas recuento bacteriano con placa de contacto que
con placa Petri.

Para hongos (levaduras + mohos) las diferencias son aiun méas
abismales. En todos los casos y absolutamente en todas las
muestras y sub-muestras, la placa de contacto recupera signifi-
cativamente mas ufc de hongos que la placa de Petri convencio-
nal. En zonas sucias la diferencia es de mas del doble a favor de
la placa de contacto. En zonas limpias se nota aun mas la dife-
rencia, llegandose a recuperaciones hasta un 3.100 % superio-
res en placa de contacto que en placa Petri. Como media gene-
ral sin tener en cuenta el tipo de aire, obtenemos 3,78 veces
(378 %) mas recuento fungico con placa de contacto que con
placa Petri.

En ambos casos, bacterias y hongos, la regla mnemotécnica es
que la recuperacion con placa de contacto es de mas del triple
que con placa Petri.

En ambos casos, bacterias y hongos, los blancos demuestran ca-
tegdricamente que no es, en absoluto, un problema del mues-
treador, sino del tipo de placa (placa Petri, sea de 90 o de
60 mm).

También es muy significativo el hecho de no haber encontrado
ni una scla de las 160 muestras paralelas, en gue haya mayor
recuperacion en placa de Petri que en placa de contacto, ni de
bacterias ni de hongos, por lo que las conclusiones nos dan la
razon en un 100 %.

No podemos, pues, pasar por alto este estudio comparativo y
no podemas, en consecuencia, recomendar el uso de muestrea-
dores con placas de Petri convencionales, con medio plano por
debajo de la altura de la pared de la placa. En cambio, recomen-
damos, si cabe, aln con mas entusiasmo que antes, los mues-
treadores con placas de contacto, con medio convexo por enci-
ma de la altura de la pared de la placa.

Llamamos la maxima atencion de estos resultados a todo usua-
rio pero, con especial énfasis, a quienes trabajan con salas blan-
cas, no solo a los laboratorios farmacéuticos, la mayoria de los
cuales ya estan concienciados de estas diferencias tan significa-
tivas, sino, sobre todo, a los hospitales que han de muestrear
guirofanos, ya que hacerlo con un muestreador de placa Petri
les puede suponer recuperaciones, al menos, 6 veces inferiores
a caudal alto y con placa Petri que a caudal bajo y con placa de
contacto, y por tanto, jmarcar la diferencia entre detectar el
problema o no detectarlo!

La idea de que, si hasta ahora, con un muestreador de placas de
Petri abtenfamas una media de 5 ufc bacterianas/m?, por gjem-
plo, con un muestreador de placas de contacto subirfamos a
una media de 17 ufc/m?, por ejemplo, no es descabellada.

Pero no olvidemos aplicar tambien las conclusiones de nuestros
anteriores estudios, ya que ademas habria que multiplicar por
un factor de correccion de 2 a causa del caudal, por otro factor
de correccion de 2 en hongos si se uso un medio diferente al
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Agar Rosa Bengala Cloranfenicel, por otro factor de correccion
de 1,3 (bacterias) 0 1,8 (hongos) si se usaron cabezales con mas
de 220 poros... llegandose a diferencias acumuladas potendia-
les de hasta un 884 % para bacterias y de hasta un 2.722 % pa-
ra hongos. Si hasta ahora, con un muestreador de placas de
Petri y con Agar Sabouraud obteniamos una media de 5 ufc
fungicas/m’, por ejemplo, con un muestreador de placas de
contacto y con Agar Rosa Bengala subiriamos a una media de
38 ufc/m?, por ejemplo.

El problema mas grave seran las muestras en que hayamos ob-
tenido 0 ufc/m? a caudal alto con muestreadores de placa Petri.
En estos casos no hay reconversion posible, ya que dicho méto-
do se demuestra que no tiene la suficiente sensibilidad para
captar, como minimo, por debajo de, probablemente, 3,4 (tipo
de placa) x 1,4 (caudal) x 1,3 (nimero de poras) = 6 bacte-
rias/m?, y 3,78 (tipo de placa) x 1,84 (nimero de poros) = hon-
gos/m?’.

Aumentando la sensibilidad obtendremos resultados mas reales
y podremos prevenir mejor los eventuales problemas del futuro,
aunque ello supondré incrementar el valor maximo de nuestros
limites de aceptabilidad.

El responsable del control microbiolagico del aire debe sopesar
si prefiere modificar o no su archivo histérico, y sus valores limi-
te, a la vista de tan dramaticos resultados. De lo que no debe
dudar es de la trascendencia de estas conclusiones de cara al fu-
turo, tomando parte activa en ellas mediante la adguisicion, a
partir de ahora, de equipos de maxima sensibilidad en el mues-
treo microbiologico del aire (posibilidad de caudal de 0,5 1/5, ca-
bezal con 220 poros...), con placas de contacto (de TSA-
Neutralizing y de Rosa Bengala Caf.), como Microflow y
Envirocount de Microkit.

Fax: 91897 46 41.
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