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INTRODUCCION

La Aerobiologia estudia microorganismosy particulas
de origen bioldgico transportadas pasivamente por
el viento', entre las cuales se encuentran el polen y las
esporas de hongos que causan impacto en la salud. La
Aerobiologia tiene numerosas aplicaciones. Ademas de
la prevencién de alergias respiratorias, esta disciplina se
usa para conocer el pronéstico de cosechas y control de
plagas en agricultura®, en estudios de biodiversidad e
impacto del cambio climatico®, conservacion preventiva
del patrimonio cultural?, paleoecologia, ciencias forenses,
entre otras.

El desarrollo de nuevas tecnologias para el muestreo
aerobiolégico ha sido uno de los principales retos en
la investigacion de la atmésfera. A lo largo de los anos,
numerosisimos equipos de muestreo, metodologias
y procedimientos operativos se han utilizado para el
andlisis de particulas biolégicas, pero en el caso del
polen transportado por el aire, el captador volumétrico
tipo Hirst® es el mas usado en el mundos.

La European Aerobiology Society (EAS), en
coordinacion con la International Asociation of
Aerobiology (IAA), estudian los problemas de muestreo,
analisis, control de calidad, desarrollo e informacion
sobre polen y esporas fungicas’. En Europa, alrededor
del 20 % de la poblacién sufre polinosis causada por las
mismas y, actualmente estas particulas son consideradas
contaminantes del aire®, igual que otras particulas
suspendidas en el aire (PM10, 2,5).

Dada la incidencia que tienen actualmente las
enfermedades alérgicas y con el fin de poder comparar
la informacién sobre las concentraciones de polen y
esporas generadas por las distintas redes aerobioldgicas
existentes en Europa, AFNOR propuso una Norma
Europea (EN), que especifica el procedimiento a
seguir para el muestreo y el andlisis continuo de la
concentracion de dichas particulas en la atmdsfera. Para
ello se ha propuesto el uso de un captador volumétrico
tipo Hirst o algun método equivalente, que asegure
datos comparables.
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Eldocumento técnico, basado enlanorma UNlitaliana?®
y en el Manual de la Red Espafola de Aerobiologia', fue
redactado por un Comité de Expertos creado al respecto:
CEN/TC 264 “Calidad del aire” y aprobado como prEN
16868 (CEN/TS 16868,2015) para su aplicacion provisional.
El periodo de validez del mismo, se limita inicialmente a
tres anos. Después de dos afnos, se solicitaran alegaciones
a los miembros del CEN, sobre dicho documento técnico
para analizar si puede convertirse en una norma europea.

Por lo tanto, el objetivo de dicha prEN, es especificar
el procedimiento de muestreo continuo y el analisis de
la concentracion de polen y esporas fungicas en el aire,
para su aplicacion concreta en las redes relacionadas con
las alergias respiratorias. Para otros tipos de investigacion,
mencionadas en la introduccién, pueden ser necesarias
especificaciones diferentes.

BASE METODOLOGICA

El aire es muestreado por un sistema volumétrico
de succion y dirigido hacia una superficie de muestreo
(recubierta adecuadamente de una sustancia adhesiva)
a través de un orificio especifico orientado hacia el
viento. Las particulas contenidas en el aire se depositan
por impacto sobre la superficie receptora que esta en
movimiento continuo. Posteriormente se examina la
superficie muestreada con un microscopio éptico para
identificar y contar el polen y las esporas de hongos
por area (tasas de deposiciéon). El uso de este método
permite calcular las concentraciones como una media
diaria 0 una media de 2 horas. El muestreo se realiza
normalmente con un flujo de 10 L/min y el sistema
permite un muestreo continuo de hasta siete dias.
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Figura 1: Imagen del captador volumétrico esporo-
polinico tipo hirst
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Equipo: Captador tipo Hirst. El sistema de muestreo
completo (Figura 1) consiste en una bomba de aspiracion
y un cabezal con orificio de entrada de aire, tambor de
impacto (giratorio), veleta, sistema de relojeria. El aparato
debe permanecer siempre horizontal (especialmente el
cabezal) y debera ser resistente a la corrosion.

Bomba de aspiracién. Funcionard 24 horas al dia
de forma continua y siempre con el mismo caudal. La
fuente de alimentacion puede ser la red eléctrica o una
bateria (paneles solares) y el caudal de aspiracion se
ajustard mediante una valvula de control de flujo y la
recomendacién es de 10 L/min con un error aceptable
de precision y exactitud inferior al 10 % (= 1 L/min).

La validez del método de calibracion, con un error
inferior al 10 %, deberd ser certificada por el fabricante.

El nivel del flujo serd comprobado en cada cambio del
tambor con un caudalimetro validado.

Figura 2. Esquema del cabezal del captador tipo Hirst
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Cabezal (Figura 2). El orificio de entrada de aire tendra
las siguientes dimensiones (con tolerancias asociadas): a)
abertura rectangular: 14 mm (x 0,1 mm) X 2 mm (+ 0,1
mm); b) profundidad del orificio: 20 mm; c) distancia de
la parte interior del orificio al tambor sin la cinta adhesiva:
0,70 mm (£ 0,T mm).

La profundidad del orificio permite un flujo laminar
y dirige la mezcla de aire y particulas hacia el tambor. El
orificio siempre debe estar dirigido en la direccion del
viento, usando una veleta.t

Tambor (de 110a 112 mm de diametro) sobre el que se
fija una cinta flexible transparente revestida de sustancia
adhesiva. La longitud de esta cinta oscila entre 345y 350
mm (+/- 0,5 mm) dependiendo de la circunferencia del
tambor.

El tambor se desplazard regularmente delante de
la salida posterior del orificio durante siete dias de
muestreo. El muestreo sera continuo y estable y no se
detendrd durante el periodo que se determine.

Cinta transparente. La cinta transparente no debe ser
higroscépica y el espesor de la misma no podra variar
con el tiempo y no se modificard por las condiciones
ambientales (temperatura entre - 20 °C a + 60 °C o
humedad entre 20 %y 100 %).

Sustancias adhesivas. Se podran utilizar dos
productos de recubrimiento transparente (solubilizados
en disolventes especificos o no): vaselina (petrolatum)
o fluido de silicona. Las propiedades fisicas del
medio adhesivo deberdn permanecer inalterables a
temperaturas comprendidas entre - 20 °Cy + 50 °C, para
que sean adecuadas en la mayoria de las zonas climéticas
europeas.

La superficie de captura se cubrird con una fina capa
homogénea del medio elegido, asegurando la retencién
eficaz de las particulas.

El soporte estara protegido del aire durante el
transporte y permanecera en una caja metalica para
evitar los choques. La conservacion a temperatura
ambiente no excederd de 12 meses para la silicona y de
un mes para la vaselina (petrolatum).

Posicion del Captador. La ubicacién de los captadores
se debera realizar bajo ciertas condiciones:

+ Se colocard sobre una superficie horizontal, plana y
de facil acceso, en un tejado o terraza de un edificio y
alejado de los bordes méas de 2 m, con el fin de reducir
el efecto de las turbulencias.
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« No deben existir pantallas arquitecténicas que
impidan la llegada de masas de aire procedentes de
cualquier direccién. La altura sobre el nivel del suelo
depende de la ciudad y de la altura de los edificios
proximos.

« Debera estar elevado entre 100 cm y 150 cm de
la superficie para evitar la turbulencia del aire y la
posible resuspension de las particulas depositadas
en dicha superficie.

+ Alejarlo de fuentes fijas 0 moéviles de emisién masiva
de particulas bidticas y abidticas.

ANALISIS

Los anadlisis de las muestras se realizardan al
microscopio 6ptico, siguiendo un protocolo concreto
desde el montaje de las preparaciones, al calculo de la
concentracion de polen y esporas.

Montaje de las preparaciones. La preparacion de los
portaobjetos para el andlisis microscépico se realizard
a temperatura ambiente, tan pronto como sea posible
y siempre en menos de 14 dias después de retirar el
tambor del captador.

La cinta transparente, una vez seccionada en
porciones correspondientes a un dia, se incluird a modo
de “sdndwich” entre un portaobjetos y un cubreobjetos
con un agente fijador y un colorante especifico. Los
agentes de fijacion apropiados son glicerina/gelatina,
glicerina simple, mezclas especificas que contienen
alcohol polivinilico u otros productos listos para usar.
Para el polen, los agentes de tincién seran fucsina o
safranina.

Método de lectura (Figura 3). La lectura de las
muestras se puede realizar mediante barridos paralelos
horizontales o verticales. Puesto que el area que se
examinard depende del tamafio del campo de vision
del microscopio y de los aumentos utilizados, se deberd
definir un nUmero minimo de segmentos (horizontales o
verticales) que garantice al menos un 10 % de superficie
examinada de cada portaobjetos. Se recomienda la
lectura de campos paralelos horizontales, ya que la
deposicion de las particulas no es uniforme en el tiempo.

Figura 3. Imagen de un tambor muestreado y esquema
del método de lectura recomendado.
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Recuento. Los portaobjetos con las muestras
diarias se examinaran al microscopio 6ptico, con
un aumento variable, que nos permita distinguir y
diferenciar facilmente cada tipo polinico o de esporas
fungicas. Bajos aumentos pueden incrementar el error
de identificacion, pero aumentos grandes requieren una
mayor area de lectura. Se recomienda usar objetivos de
400 aumentos.

Factor de conversidn. Los recuentos de polen
o esporas de hongos deberan expresarse como un
promedio diario de concentracién (nimero de particulas
por metro cuibico de aire). Para ello se multiplicara el
nimero de polen o esporas contadas, por un factor
obtenido a partir del volumen de aire muestreado (10
L/min), del area de lectura y del tamafo del campo de
vision del microscopio.

GESTION DE LA SUPERVISION DE LA RED

Finalmente, los datos de todas las estaciones de
muestreo serdn almacenados permanentemente y de
forma segura, en una base de datos depositada en un
centro coordinador de una red nacional, que tendra
la obligacion de verificar la validez de los mismos. La
validacion de los datos deberd ser comunicada a las
estaciones. En cooperacion con hospitales y centros
clinicos especializadas, el centro coordinador de la red
debera adaptar periédicamente el espectro de los tipos
de polen considerados como relevantes desde el punto
de vista alérgico.

Se deberan hacer esfuerzos constantes para promover
redes de monitorizacion de polen y esporas flingicas en
todo el continente europeo.
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