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NTP 299: Método para el recuento de bacterias y hongos en aire

Méthode puor le comptage des bacteries et des fongs dans l'aire
Method for airborne bacteria and fungi counting

Las NTP son guias de buenas practicas. Sus indicaciones no son obligatorias salvo que estén recogidas en una disposicion

normativa vigente. A efectos de valorar la pertinencia de las recomendaciones contenidas en una NTP concreta es conveniente
tener en cuenta su fecha de edicion.
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CENTRO NACIONAL DE CONDICIONES DE TRABAJO

Esta Nota Técnica de Prevencion expone la metodologia correspondiente a la toma, transporte y conservacion de muestras de aire

para la determinacion de bacterias y hongos, asi como el fundamento del método analitico, su campo de aplicacion y sus
limitaciones.

Fundamento del método

El método se basa en el muestreo del aire problema mediante el aparato SAS (Surface Aire System) compact. De los muestreadores
descritos en la NTP-203, se escogio éste por ser de facil manejo, portatil y que permite elegir el medio de cultivo adecuado a cada
requerimiento.

El aire muestreado se hace incidir sobre un medio de cultivo determinado, segun se pretendan valorar bacterias u hongos.
Posteriormente se procede a la incubacion a una temperatura adecuada y finalmente se efectua el contaje de colonias expresando el
resultado en ufc/m3 (unidades formadoras de colonias por metro cubico).
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Reactivos y productos

Todos los reactivos deben tener como minimo la especificacion "para analisis".
El agua utilizada ha de ser bidestilada o de calidad equivalente.

Medios de cultivo

Triptisoy Agar (TSA)



Es un medio de cultivo sélido compuesto por:

. Peptona de caseina............... 15,0 g/l
. Peptona de soja.....ccccceeuneeeen. 5,0 g/l
. Cloruro sédico..........ccvvveeeee.... 5,09/l
. Agar-Agar..........eeeeeenn. 15,0 g/l

. pH del medio a punto de uso: 7,3 aproximadamente
Preparacién del medio:

Afadir 40 g de esta mezcla a un litro de agua destilada. Dejar embeber y llevar a ebullicion hasta disolver totalmente el agar. Esterilizar
al autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Con esta preparacion llenar las capsulas de Petri, haciéndolo en el ambiente estéril de la
camara de bioseguridad, dejar enfriar y una vez solidificado el medio colocar las capsulas 24 horas en la estufa de cultivo a 37°C.
Pasado este tiempo se observan las placas desechando las que presenten contaminacion.

Agar de sabouraud con cloranfenicol
Es un medio de cultivo sélido, especifico para hongos, compuesto por:

. Peptona de caseina............ 5,0 g/l
. Peptona de camne............... 5,09/l
. D (+) Glucosa
. Cioranfenicol......

. Agar-agar.........ccccuuenn...

. pH del medio a punto de uso: 5,6, aproximadamente

Preparacién del medio:

Suspender 65,5 g de la mezcla en un litro de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar al autoclave durante 10 minutos a 121°C.
Evitar el sobrecalentamiento que afectaria a la gelificacion. Una vez distribuido en placas de Petri hacer la prueba de esterilidad como
se ha explicado en el punto anterior.

Soluciéon de Armil al 1/1000

Se disuelve 1 ml. de Armil en 1 litro de agua.
Aparatos y material

Muestreador de aire . "SAS compact"

Tal como se describe en el punto 5 de la Nota Técnica de Prevencion n° 203, existen diferentes tipos de muestreadores de aire para
contaminantes bioldgicos. En la presente NTP se expone el procedimiento a emplear con el equipo "SAS compact" (ver la figura 1,
cuyas caracteristicas son las siguientes:

. El aire a examinar es aspirado a una velocidad fijada durante un tiempo variable,a través de una cubierta de proteccién
perforada con multiples agujeros pequefios de disefio especial.

. El flujo de aire es dirigido sobre la superficie de una capsula de Petri del tipo "Rodac", que contiene el medio de cultivo
adecuado para el examen microbioldgico que se desee hacer.

. El aparato es transportable, funciona con bateria recargable y el control del tiempo de funcionamiento es programable.

Placas de cultivo
Se utilizan las placas tipo "Rodac", utiles también para analisis de superficies.

Estufas de cultivo
Estufa de cultivo a 37°C de temperatura, para el cultivo de bacterias.

Estufa de cultivo a 28°C de temperatura, para el cultivo de los hongos.
Contador de colonias

Autoclave

Campana de seguridad biolégica Bio - Il - A

Contenedores pararesiduos biolégicos



Procedimiento de analisis

Toma de muestra

Antes de empezar a tomar la muestra con el "SAS compact" ha de esterilizarse la cubierta del aparato. Esta puede llevarse a cabo por
medio del autoclave durante 20 minutos a 21 atmdsferas. También se puede efectuar limpiando la cubierta del aparato con una
solucién desinfectante.

A continuacion se coloca la capsula de Petri en el lugar indicado del aparato de muestreo. Para manejar las capsulas de Petri
(conteniendo ya el medio de cultivo ) y el muestreador se recomienda hacerlo con guantes estériles desechables. Después de cada
bloque de toma de muestras, limpiar la cubierta del muestreador con una solucion desinfectante, teniendo la precaucion de que se
haya secado totalmente antes de tomar una nueva muestra.

El aparato dispone de un conector de control de tiempo, dividido en unidades que van de 1 a 15, representando cada una de ellas un
tiempo de 20 segundos. El volumen de aire muestreado en cada unidad es equivalente a 30 litros, lo que implica que se pueden
realizar muestreos de una duracion de 20 segundos hasta 5 minutos y con unos volumenes de 30 a 450 litros de aire.

El tiempo y el volumen de muestreo dependen de la contaminacién ambiental que se sospeche. Cuanto mayor sea ésta, menor es el
tiempo de muestreo que se debe aplicar y viceversa.

Medios de cultivo
Triptisoy-agar

Se utiliza este medio de cultivo para efectuar el contaje de bacterias. Una vez tomada la muestra, se trasladan las capsulas de Petri al
laboratorio, dejandolas en la estufa de cultivo a 37°C durante 48 horas.

Agar-Sabouraud con cloranfenicol

Se utiliza este medio de cultivo para efectuar el contaje de hongos. Una vez tomada la muestra, se trasladan las capsulas de Petri al
laboratorio dejandolas en la estufa de cultivo a 28°C durante 5 dias.

Recuento de colonias

Pasado el tiempo de incubacion, se observa el crecimiento de las colonias y se procede al recuento de las mismas mediante un
contador de colonias que proporciona el nimero de colonias formadas por placa.

Célculos

Una vez determinado el nimero de colonias, y sabiendo el flujo de aire y el tiempo de muestreo que se ha aplicado, se puede calcular
el numero de unidades formadoras de colonias por metro cubico de aire, aplicando la férmula siguiente:

NG 1000
T30 < U

neufcim®
siendo:
NC: numero de colonias por placa
NU: numero de unidades de tiempo empleadas en el muestreo
Las capsulas de Petri una vez llevado a cabo el recuento se retiran del laboratorio empleando un contenedor de residuos bioldgicos.

Campo de aplicacion

En lugares que, por el tipo de trabajo que se realiza en ellos, no precisan ser estériles, se recomienda llevar a cabo el recuento de
hongos y bacterias en aire cuando exista una sintomatologia en la poblacion expuesta que sugiera una posible contaminacién bioldgica
causada por estos microorganismos.

Cuando el n° de ufc/m3 hallado sea superior a 500 se recomienda efectuar la identificacion de los gérmenes existentes en el aire
muestreado.

En ambientes considerados estériles el n° de ufc/m3 debe ser 0.
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