control ambiental

Los nueve parametros mas criticos
en el muestreo biologico del aire

Jorge Sanchis Solera. Laboratorios Microkit, S.L.

Se analizan los parametros que mas incidencia tienen, en la experiencia propia y
en la de los clientes de Laboratorios Microkit (estudio interlaboratorio con 18
entidades participantes) en una optima recuperacion de los microorganismaos,

tanto bacterias como hongos, en el muestreo del aire.
Las diferencias cuantitativas entre un muestreo normal y un muestreo optimizado
mediante todos estos factores son tan significativas que estamos hablando de un
salto de escala en la sensibilidad del recuento microbiolégico del aire, ya que de
realizarlo bien a realizarlo mal encontramos diferencias en el recuento, tanto en
bacterias como en hongos del aeroplancton, de hasta un 2.000%.

Introduccion

o o que vames a comentar procede de la experien-
cia propia de 5 anos trabgjando intensamente en mi-
crobiologla del aire, sumada a la experiencia aportada
por numerosos clientes de Laboratorios Microkit, procedentes
dhe las mas diversas ramas de la microbiologla ambiental: desda
laboratorios farmaceuticos con salas estériles, pasando por hi-
gienistas del ramo de la sequridad laboral, por microbidlogos de
la industria alimentaria, de depuradoras de aguas residuales, de
fuirofancs, del sector oficial. de la universidad, etc., de Espana
e Italia.
Es muy importante tener en cuenta todo 10 que vamos a apren-
der aqui hoy sobre el muestreo, porque de lo contrario pode-
Mos cometer errores en el recuenta gque hemos estimada con
incertidumbres superiores al 2.000% (haciégndolo todo blen a
mi me salen 2.000 colonias por metro cubico y a otro sefor que
no tiene en cuenta nada de todo esto le salen 30 unidades for-
madoras de colonias (ufe)/m® de media, con dispersiones in-
Mensas entré unos muestreos y otros), 1o cual es totalmente
aberrante, inaceptable y sin posible comparacicon en otros cam-
pos ce la microbiologia.

1. Métodos de muestreo, desde
la sedimentacion pasiva hasta el Microflow

Tradicionalmente los muestreos del aeroplancton se venlan rea-
lizando mediante el método llamado "de sedimentacion pasi-
va ", consistente en dejar unas placas Petri con medio de cultivo
general, abiertas durante 10 o 20 minulos, y esperar que sedi-
mentaran ks microorganismos de la columna. Es un clarg me-
todo cualitativo, a lo sumo semicuantitativo, que sirve para an-
dar por casa, nunca para comparar resultados entre diferentes
salas, por ko gue no es estandarizable, no se pueden dar los re-
sultados en el estandar reconocido ufe/m’, sino en ufo/placa,
por mucho que algunos autores digan que si en este método
nes salen por ejemplo 7 colonias, multipliquemes por 10 y de-
mas coma resultada 70 ufc/m?; este es un tipico error de aplica-
clon estadistica de medias sin tener en cuenta que 1as varianzas
son tan altas que desvirtian cualguier correlacion. En nuestra
opinion, el método de la sedimentacion pasiva puede usarse so-
I para echar un vistazo previo, perc ni siquiera deberlames re-
gistrar los resultados obtenidos tan rudimentariamente.

Surgieron despugs numerosos mealodos que se han ido utilizan-
do, desde la filtracion por membrana de gelatina que luego se
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incuba sebre una placa, hasta la centrifugacion del aire sobre
un medic de cultive en forma de enille, el burbujeo del aire por
un caldo de cultivo, 0 el contral dea superficies suponiendo errd-
neaments que existe una correlacian entre el recLento de una
superficie y el del gire que la rodea (nosolros hemos demastra-
do que no existe tal correlacion en ambientes ligadas al hom
bre, por aportar éste una ingents cantidad da microarganismas
rue desvirtian cuglquier resuitado comparativo, y por tanto hay
fue realizar amoos controles, de superficies y ce airel. Por fin
surgicy con fuerza &l método de impacto del aire sabre un medio
de cultive a una velocidadicaudal controlados,

A la vista de tan variados metodos de muastrec, |a primers con-
clusion que debemos extraer es que un recuento dado sin espe-
cificar gl métoda de muestrec emplezdo no Nos vale para com-
parar nada

For suerte, mas del 85%: de los microbidlogos del aire han elagi-
do desde la ultima década el matodo de impacto, gue sin ser el
mas sensible (o es el burbujeo, pero éste os demasiado engo-
rrosa para usarla en el muestreo coticianc), sies el mas comodo
de utilizar y para el que han preliferado nUMerosos ouiEas mas
o menos perfeccionacos

El més sofisticado da los muestreadores de impacto, gue
Labaratorios Microkit representa en Espana, es el Microflow. al
ser el Unico que parmite muastrear & 5 caudales diferentes, y
natese que hablamos de caudales, volimenes de aire por uni-
dad de tempo, no de voldmenss a secas que si 500 capaces de
wariar olros muestreadores. Veremos mds adelante que (@ im-
portaricia del caudal en la sensitilidad del recuento para los di-
farentes tipos de aire, puede aportar un 200% de diferencias de
recuento dentro de ese 2,000% totzl del que hablgbamoes al
principic,

2. Numero y localizacion de las muestras

Una de las preguntas mas habituales de los microbiclogos nove-
les en microbiclogia del gire es ésta: jcuantas muestras tomo en
cada sala y cudles son los puntos aritices donde debo centrar
ma?

Una muestra debe ser representativa de la poblacion completa,
pEfo a 50 vez, lo mds pequena posible. En nuestra experiencia,
el numera de muestras ideal, N demasiado escasa, Ni iCesivo,
o5 tan simple y tan lagico coma el resultade de realizar a ralz
chbica delvolumen de la sala.

Frcuants & los puntas oriticos, son 1os de entrada de aire exter-
no, sean ventanas, puertas de esclusas o filires, asl como los rin-
cones donde puede fallar la crculacicn del aire de la sala, |os al-
radedores de los obstdcules a dicha circulacian, comao oS
muetles, maguinas, etc. £n los protecalos de micrabiologla del
aire editados por Laboratorics Microkit se localizan kos principa-
les puntos criticos para cada tipo de sala, asl como las frecuen-
cias de muestren mas aceptadas en bibliografia,

Y por supuesto, el punta critico principal es la presencia de per-
s0Mas, que somos los que realizamos al mayor aporte de micre-

arganismas al aire que nos redea, desde los operarios hasta el
mismo analista del aire. Por eso siempre hay que tomar las
riLestras en presencia de los trabajaderes habituales de la sala. Bs
dificil cuantificar la importancia de este dato porgue las diferen-
cias de recuento con o sin personas suffen varianzas elevacisimas,
pero es avidente que el factor es de la maxkima importancia.

3. Temperaturas de incubacion

En gl gire existen basicements dos poblacicnes micrabianas
(aparte de los actinomicetes termafilos de ciertos tipos de aire,
cormn 2l de las tenerias, fdbricas textiles, silos, ete.): La saprofita
o alterativa y la patégena o asociacsa al homore,

La poblacion saprofita es @ que crace a Lemperatura ambienta
de la sala, y esto suele ser alrededor de 27 = 8 °C, aungue una
proporcien de dicha pablacion también sea capaz de crecer a
35.37 °C, como son muchos Micrococcus, muchos Bacillus y el
monstrun oportunista de los quirdfanas, el hongo Aspergiius
furriicgatus,

La poblacion patogena o asociada al hombre s 1a que crece a (2
temperatura del cuerpo humana, esto es, 37 = 5 °C

Mo podemos caer en la trampa de incutar a 35-37 °C fas placas
de recuento total de aire, a no ser que estemas buscando estric-
tamente la poblacion patagena y su indicadora, asociada al
hombre, como es el caso de los quirdfancs. Porgue la misma
defirician de agenta bioldgico nos alerta de gue es el ser vivo o
parte de &l capaz d2 provocar no solo infecciones, sing tambien
alergias ¢ intoxicacionas. ¥ la mayorfa de alergias causadas por
micraorganismos se deben a mohos saprofites, coma muchas
especies de Alternaria, ce Aspergilius, de Penicillium, etc. ¥
tiuena parte de las toxinas proceden también de mohos saprofi-
tos, como muchas especies de Fusarium o Aspergilius flavus,
principal productor de las famosas aflataxinas,

En todos los tipos de aire, incluidos los de los edificics, 1o ideal
g5 tormar muestras duplicadas para bacterias, incubanda ung
placa a 21 °C yla otra a 37 "C. Los resultados se pueden expre-
sar comeo ufcfm® a 21 °C y come ufe/m? a 37 *C. Podremos ob-
Lener después Indices de confinamiznta en furcidn de que los
recuentos de la poblacion patagena superen a no alos de la sa-
profita, stc, En aires sanos esto deberla ser siempre 2 reves, do-
minando las poblacionss saprofitas sobre las patcgeanas.
Ademas deberan tomarse muestras en Agar Rosa Bengala Caf,
para hongas saprofitos (incutar a 21-25 *C),

Die todo esto se deduce que no basta con realizar un recuento y
comparar con el tipico valor imite oficiose dal aire de los edifi-
cios segun el cual " menor de 200-500 ufc/m? presupone que,
& principio, no deberfa haber problemas, Adermnas hay que apli-
car &l crilerio profesional e identificar las colonias para ver si nay
algun patageno o asociado al hombre (por gjemple,
Shreptococeus mutans tambien se usa como indicador de confi-
namienta), algon alergeénico o algin toxigenico,
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4, Factor de correccion NMP

Cuando utilizames un muestreador de impacio, ef nimero de
poros del cabezal es directamente proparcional a la recupera-
cidr ahtenida, al disminuic la probatiidad de solaparmianto en-
e unicdades farmadoras de colonias.

La mayaoria de equipos cuentan con cabezales de 220 poros, co-
mi Microflow. Ya en las anos 70, Macher elabord unas tablas
de correcsicn del Numero Mas Frobable para solventar este te-
ma, para muestreadores de 220 porcs (otros muestreadores no
pueden basarse en estas tablas NMF). Observando dicha tabla
MAP nos damaos cuenta de que el faclor de correccion es impor-
tante para recuentos bajos, por gjempla, oblaniendo en placa
100 ufefm?, aplica un recuento real de 123 ufe/m?, un 133%,
perc es a0n mucho mas Importante para recuentos altos, por
gjemplo con 200 ufe/m® obtenidos en placa aplics un recuento
real de 530 ufcim’®, que es un 265%. Por eso 83 tan importante
especificar si s datos que dames son o ng carregidos por MMP,
porgue de la contraric contribuimes a la méxima ircertidumtre
parcial de entre los 8 parametros que influyen en ese 2,000%
del que hablabamos al pringipio, conincluso mas del 500%,

5. Importancia del concepto de ufc en el aire

El marodo de recuento prasupons que de cada microorganismo
presenta en una muestra obtendremos una colonia en la placa
de madia de cultive, y que el ndmern de colonias es por tanto e
numers de microerganismes de la muestra. Sin embargo, ya
hemas viste en el capitulo anterior uno de los factores por los
cuales no podernos simplificar tanto: gl solapamients de colo-
nigs. Hay otras muchas interferencias, como microorganismos
no viakdes en el medio de cultve utilizado, colonias gue proce-
dan de microcolanias (mona- o plurigspecificas), entre orras,
Por eso en microbiclogia, 1os recuentas se dan en una unidad
denominada ufe, unidades formadoras de colonias, en vez de
microonganismos. Observamos un gjigmpla claro de la influencia
del madio de cultiva utilizaco en la sensibilidad, & causa del so
lapamianto, en el cldsico Agar Sabouraud para hongos, En cam-
bio. en el Agar Rosz de Bengala los mohaos [8ntas son capaces
de detectarse porgue los répidos no invaden la placa; en ¢l me-
dio Sabouraud, el recuento es muy & menudo inviable porgue
los mohos répidos han invadide la placa y no nos han permitido
ver fue habla otras especies y olras colonias.

Per otra parte, los microorganismos en el aire, al igual gue en
las superficies, en el agua, y en otras mucnas matrices, no se
distribuyen de forma homogeénea, por o gue no siguen fa tipica
distribucien astzdistica de la cempana de Gauss. Su modalo de
distribucicn se acerca mas al de Poisson, por lo que, repasando
bioestadistica, hemaos de ser conscientes de qua para trabajar
con los datos comparativos de muestras y poblacicnes micro
bioldgicas, debemaos siempre convertir o5 resuitados a logarit-
mos, y tras realizar las medias, desviaciones y demas caloulos,
recarvertic al antilogaritme. De todes formas, en microbiologia
del aire y de las superficies, abundan casos aun mas extremas,

1

daonde debemos hahlar da distribucion contagiosa: Log microor-
Qanismos No se encuentran soio dispersos al azar, NELErOgGenaa-
mente, sino gue ademas se concentran abundantemeants €n
clusters o micrecolonias alrededor de particulas de materia or
ganica o inorganica (poko), ¥ rodeados de inmensos vacios,
Esto implica que en aires muy limpios, como los de las salas
blarcas, la muestra minimea representativa no pueda sar manor
cle 1.000 |, es dacir, 1 m®, Sin embargo, por oo motve gue ve-
remes despuas {desecacion de fa pared celular durante el muss.
tren), no recomendamos muestreos por placa superiores & 200 1.
Si el aire es muy limpia, se toman 5 placas por muestra y se su-
man los resultadaos. Sies el aire tipico de los edificios de oficinas,
presuntaments menas limpics, con tomar una placa de 20001y
rmultiplicar &l resultado por 5 para obtener ufc/m?, consideramaos
gue &l muestreo es suficientements representativo, pargue no
hamos encontrade diferencias significativas entre sumar 5 mues-
treos de 200 |y multiplicar por 5 un solo muestres de 200 |

6. Efecto desecacion (de la pared celular)

Cuando muestreamos por gl metodo de impacto, toda celula
que sa queda en la superficie del medio de cultive sufre una re-
acritn da stress que 52 suma a la que ya Lenia en el aire, a causa
no solo dal impacta ([por eso veremos an los dos puntos siguien-
tes que la welocidad de impacto no puede ser excesiva), Sing so-
bre todo a causa de la cantidad de aire que va a pasar a su lado
desde el momento dal impacto hasta el fin del muestrec. Si el
aire solo ya seca, el viento deshidrata, Por eso se habla de efec-
to desecacion en el muestren, pero este efecto no se refiere a la
desacacian del medio de cultiva, que en casos extremas tam-
bign es importants, sino a la desecacidn de la pared celular, que
puede llegar a hacer inviable, irrecuperabls, una buena progar-
Gitn i la pablacicn captada.

Harmes observado que muestress de mas de 7 minutos mas de
200 | de muestra de aire & un caudal suave de 0.5 3] no recupea-
ran un recuento significativamente superion a muestreos de 6,66
Frinutas (Z00 | de muestra de aire a un caudal suave de 0.5 1is), a
causa de este efecto desecacion. Por 250 NUestra muestra estan-
dar elegida es de 200 | por placa,

Si el efecto desecacikin afecta al recuento, IMaginemos cudnto
afectard a las especies que salo sobraviven en el aire cuanda es
tdn asociadas a particulas de agua, como es gl caso de la
Legionela preurnophiia. Por ello hey autores gue ss declaran
incapaces da encontrarla en el aire, cuanco lo gue estan utili-
rando son muestreadores y otras pardmetros ineficaces.
MNosotros hemos captada este microorganisma en el aire de du-
chas reiteradas veces y a todos los caudales de Microflow, me-
diante nuestras placas de contacto de Agar BCYE+GWPC. Y es
evidente gue, durante los brotes, la Lagionella esta en el aire,
Otra cosa es que ses mas facll detectarla en el agua, donde su
NOMEro SIBMAre s muy supeior.

Maturalments, la cantidad de sgua gue el madio de cultive sea
capaz de aportar a las células durante el tiempo de muestreo
tambign es crucial para minimizar este efecto desecacidn. Por
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ello &5 tan impartante utilizar madios de cultive con " antidese-
cante”. Ha resultado ideal como antidesecante el liquido que
usamos en Laboratorios Microkit pera elaborar placas libres de
burbujas, el llamado ~antiburbujas”™. No caeremos en el emor
de decir que es mejor usar placas de Patri porgue tienen mas
medio de cultivo que las placas de contacto o "placa Rodac”,
porgue hay un factor de mayor importancla que nos obliga a re-
comendar las sequndas sobre las primeras, debido a las trbu-
lencias del aire creadas dentro del muestreador & causa de la
placa Petri: el "elfecto rebotedpaso de large”, que es el que se
contemnpla en el caphtulo siguiente.

1. Efecto rebote y efecto "paso de largo”

Cuando el aire entra en un muestreador de impacto se debe ga-
rantizar gue no se producen turbulencias, ya que éstas dificul-
tan de medo importante el impacto de las células sobre 1a su-
perficie del medio de cultivo,

El origen de las turbulencias suele ser doble:

- Las debidas al formato de la placa de medio de cultiva y

= Las debidas a la velocidad de impacto del aire sobre el madio.
Veremos en este capltulo el primer factor, y en el siguiente capl-
tulo el sequndo.

Sicomparamis 1a placa de Petrl clisica con la placa de contacto
0 "Rodac”, ya llenas con su medio de cultivo, a simple vista hay
una diferencia fundamental: la superficie de [a placa Petri es lla-
na, y estd rodeada por una pared de plastico de altura conside-
rable; migntras que a2 superficie de la placa de contaclo o
“Rodac” es convexa y no esta rodeada de obstaculo alguno,
Tradicionalmente, la escuela mediterrdnea ha utilizado “placa
Rodac™ y fa centroeurcpea, la placa de Petri. En nuestro pas, la
industria y sector medioamblental usan mayormente " placa
Rodac” y en clinica se suele usar placa Petri,

La bitliografia citada al final del articulo apunta gue el uso de la
“placa Rodac” es mds recomendable que el de placa Petri por
gste tema, aungue no habla estudios que cuantificasen este
efecto. Cuando procedimos a cuantificario mediante un estudio
comparativo que se publicd hace dos anaos (Técnicas de
Laboratorio n® 258) quedamos asustadas de que el valor medio
de recuento con “placa Rodac” era superior al 30036, tanto pa-
ra Dacterias como para mohos, por encima del recuento en pla-
ca Petri. De modo que dentro del 2.000% de diferencias obte-
nidas en el recuento entre un buen MUesSreo y un muestreo
deficiente, del que habldbamos en la introduccion, el uso de
“placa Rodac” envez de placa Petri colabara con un fundamen-
tal 300%.

8. Velocidad de impacto y caudal de muestreo

Decfamos en el capitulo anterior que las turbulencias gue nunca
deberian ocurmir en un muestreador de aire se debian a dos fac-

tores principalas: el formato del medio de culthvo y 1a velocidad
de impacto. Analizaremos ahora este segundo parametro,
Ademas de la ley fisica de que "a mayor velocidad, mayor Lur-
bulencia”, partimos de la premisa de gue habra una velocidad
umbral a partir de la cual el impacto de la ceélula contra &l media
de cultivo, aungue hayamos disminuide la tension superficial de
éste mediante nuestro famoso "antiburbujas”, serd letal @ im-
pedira la postenion recuperacion celular.

La velocided (espacio recorride por unidad de tiempo) con la
que impacta la célula del micrearganismao suspendido en el aire
contra el medio de cultivo, es directamente proporcional al cau-
dal (volumen de aire muesIreado por unidad de tiempo). Para
Microflow, las velocidades de impacto para los diferentes cau-
dales son:

Caudal Velocidad |
Ifs I/minuto m/s |
0.5 30 29
1 60 58
1.5 80 8.1
1.67 100 9.7
2 120 11,6

Todas estas velocidades de impacto cumplen con los valores de
velocidad maxima de impacte requlados en la normativa aplica-
ble,

Muestro estudio Intercolaborativo de 19588, publicado en sep-
tiembre de 2000 en la revista Bio del Colegic Oficial de
Bivlogos, demostrd que la recuperacion de las bacterias a cau-
dal bajo (0,5 I/s o 30 Wminuto) era el doble (200%:) que al cau-
dal estandar de otros muestreadores (1,5 s o 90 Vminula),
mientras que los mohos, al ser mas duras sus esporas, no sulri-
an diferencias de recuento a estas diferencias de velecidad de
impacte. Par ella, la incidencia del caudal de muestrec dentro
de las diferencias del 2.000% an el recuento del que habliba-
mos en Iz introduccion, aporta un 20096 del total, en bacterias.

9. Inactivacion de los residuos
de todos los desinfectantes utilizados

Es mury importante tomar siempre un blanco de muestreo, y es-
te blanco ideal es el aire da los alrededares de 12 sala de mues
e, en lacalle. Mo puede ser lo mismeo el aire de un edificio ro-
deado de plantaciones de naranja, que podra estar cargado de
mohos procedentes de las naranjas que se descartan del arbol y
5@ tiran al suelo en cierta 8poca para que |as atras naranjas sal-
gan mas grandes, que el sometido a una limpia brisa del mar,
por gjempto.

Del misme modo gue en micrebiclogia del agua nadie se extra.
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fia al ver anadir 8 les muestras, antes de analizarlas, tiosulfata
sadico para inactivar el efecto deal cloro residual, o en cosmetica
diferentes inactivadores de (os conservanies que se anacen al
fabricar el cosmeético para darle viabilidad, en microbiologia de
superficies y del aire nadie debe echarse las manos a la cabeza
cuando hablameos de la importancia fundamental dae eliminar
durante el muestrec y Iz posterion incubacion del madio, 05 re-
siducs de los desinfectantes previamente utilizados,

El medic de cultiva ideal para recuento Lotal bacteriano en aires
ue estan sometidas a cuglquier tipn de desinfeccion, &5 el Agar
Meutralizing, madio con base T5A al que afadimos inactivado-
res de todo tipo de desinfectantes: amonios cuatermarias, deri-
vados bencenicos, formel, lejia-cloro, glutaraldehido. .. Por eso
sU recuperaciones, comao meadiz, del 200%: que |8 de ks madios
generales tipo T3A, PCA, Nutrient Agar, etc. ¥ ello es tambien
patente por la elevada diversidad de tipos de colonias que se
apracia en [as placas de este madio

De modo que el aporte de este factor a la diferencia global del
2.000%: del gue hablabamos en lg intreduccion sobre 2l re-
cuento, oplimizande 'os 9 parametrcs de muestreo de aire, es
el 200%.

Apeéndice: cologuio

En el posterior coloquio hubo siete intervancionas en referencia
a astz conferencia; resaltamos cuatro de allas porgue comple-
rmenkan muy bien ciertos aspectas

1. Otro pardmetro gue Lenar @n cuenta serfan las condiciones
de conaervacian de las placas desce el lugar del musestren hasta
el de analisis.

- Es cierto, eungue sabemos gue las normas 150 ya sualen tener
B CUenta este lema y sequng gue 1a Norma que s2 estd desarmro-
llando en Espana, con varios representantes aqui presentes, o
tendra en cuenta

2. Ios hongos del aire ga queé termperalura (os incubamaos?

A 21.25 °C, ya que los patdgenos habituales lipe Aspergiivs
fumigatus son simples saprofitos oportunistas. Paro si busca-
mos tamiign dermatefites o patagencs estrictos, haremes un
duplicado a 37 °C.

3. Si hubiera placas de contacto de gran superficie jaharraria-
mos recuentos bajos, cuye incertidumbre es mayor?

- Beguro, pero no aumentariamcs la sensibilidad, ya gue en los
blancos que utilizames (placa Perri rebosanda) el recuento era
iqual al de la placa de contacto tradicional de 50 mm y en 103
"nagros” que utilizames (plaquitas de 60 mm sin rebosar] el re-
cuento era incluso mas bajoe que en placa Pertri sin rebesar [por
su mayor relacian montanalvalle).

1

4.4 Dande han encontrado Legionella en el aire con sU muestre-
ador y con un recuento tan alto come el de la diapositiva que ha
mostrada?

- Tras aclarar que la fato no praviene de un muestrec del aire,
sinD gue es una siambra por agatamientc para que vieran 2l as-
pacto de L. pnaumaphila en el Agar BCYE-GVPC, contesto que
reiteradamente, junta a duchas recign abiertas de hoteles que
pasan la temporada no turfstica practicamenta vacios, pero es
evidente que donde hay un brote es porgue la Legionella estd
en el gire, aungue esta claro que es mejor buscarla donde es
mischo més abundante y estable, en el agua.
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