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SUMARIO

Ante la necesidad de evaluar la exposicién a agentes biolégicos en am-
bientes laborales, las endotoxinas aparecen como un importante parame-
tro a medir, dado que es innegable su relacion con patologia pulmonar y
alérgica, y que, por otra parte, esta presente en muchos ambientes distin-
tos (explotaciones agrarias, porcinas, bovinas, aves de corral, empresas
de mecanizado, ambientes de oficinas, etc.).

El reto para los investigadores en este campo consiste en lograr estan-
darizar el estudio de endotoxinas (muestreo, procesamiento y analisis).

El objetivo del presente estudio es aportar datos en la fase preanalitica
gue ayuden a estandarizar esta parte de su estudio, asi como presentar re-
sultados en una gran variedad de ambientes laborales.
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INTRODUCCION

La relacion entre las endotoxinas,
complejas moléculas de la pared de
las bacterias gramnegativas, tipo poli-
sacarido-proteinas, y el desarrollo de
efectos respiratorios adversos, asi co-
mo de reacciones alérgicas ocupacio-
nales, como la bisinosis, estd cada

(*) Este articulo es el resumen del trabajo presentado a la Fundacién MAPFRE como resultado final de la investigacion desarrollada a raiz de una beca

concedida por la Fundacion en la Convocatoria 1999-2000.
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vez mas establecido por los investiga-
dores (1-4).

La base fisiologica de esta relaciéon
parece estar en la liberacion intrapul-
monar de citoquinas (como el factor
de necrosis tumoral alfa, interleuquina
(IL) - 1B e IL - 8) tras la inhalacién de
lipopolisacéaridos, que a su vez atraen
al alvéolo pulmonar a neutrofilos (5-7).

Estos efectos negativos sobre la sa-
lud han motivado la preocupacion de
la comunidad cientifica ligada a estu-
dios en ambientes laborales por esta-
blecer unos limites en los niveles am-
bientales de endotoxinas (8-11).

Sin embargo, la falta de estandari-
zacion, que ya se apuntaba en varios
articulos (12-14), es hoy una triste rea-
lidad a tenor de los resultados presen-
tados por Chun et al.,, 2000 (15) y
Chun et al., 2002 (4). En un estudio in-
terlaboratorios, en el que participaron
laboratorios de Canadéa, Estados
Unidos, Suecia, Finlandia, Bélgica y
Dinamarca, que «habitualmente» rea-
lizan andlisis de endotoxinas, ni si-
quiera utilizando el mismo protocolo
de extraccién y el mismo kit de ensa-
yo (Kinetic-QCL de BioWhittaker), se
obtuvieron resultados comparables
entre los distintos laboratorios (4).

Por lo tanto, mientras no se consiga
estandarizar el estudio de endotoxi-
nas, dificilmente podremos hablar de
limites tolerables para la salud.

En el estudio multilaboratorio men-
cionado, los investigadores parten de
filtros ya cargados, con aproximada-
mente la misma cantidad de polvo de
algodon. Antes de llegar al filtro para
analizarlo hay que pasar por una fase
preanalitica con una gran cantidad de
factores que son fuente de variabili-
dad. Es aqui donde nuestro estudio
trata de aportar datos que puedan re-
sultar de utilidad. Asimismo presenta-
mos los datos obtenidos en las medi-
ciones ambientales de endotoxinas en
12 empresas diferentes, valorando de
esta manera un gran nimero de am-
bientes laborales distintos.

Tratamos de respondernos a pre-
guntas tales como:

— Si se puede sustituir el portafiltros
de acero inoxidable, apirogenizable pe-
ro incémodo, por los habituales casetes
de estireno utilizados en higiene.

— Como se comportara este sopor-
te.

— ¢Se puede utilizar este mismo so-
porte para el transporte al laboratorio?

— ¢Podemos sustituir en el trans-
porte los tubos de vidrio, apirogeniza-
bles pero mas facilmente rompibles,
por tubos de polipropileno?

— Cuando manipulamos un filtro
«cargado» de endotoxinas con unas
pinzas (por ejemplo, para meterlo en

un tubo de vidrio para su extraccion),
¢existe carryover o arrastre entre una
muestra y la siguiente vehiculizado
por dichas pinzas?

Para poder obtener réplicas de una
muestra utilizamos en el punto de
muestreo un tripode con dos soportes
para dos bombas.

MATERIALES Y METODOS
Filtros

Nosotros optamos por filtros de fibra
de vidrio (Millipore Corp., Estados
Unidos). En varios estudios parecen
obtenerse mejores resultados con es-
te tipo de filtro (16, 17). En cualquier
caso es un tipo de filtro escogido por
muchos laboratorios (18).

Portafiltros
Utilizamos tanto casetes de estireno
como portafiltros de acero inoxidable

apirogenizables, ambos de la casa
Millipore.

Bombas

Las bombas de muestreo se cali-
braron a un flujo de 2 I/min. En todos
los casos, antes y después del mues-
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treo, se verificé el caudal de las bom-
bas mediante un calibrador de flujo.

Tiempos de muestreo

Los tiempos de muestreo oscilaron
entre 15 minutos y una hora, depen-
diendo del nivel de endotoxinas que
esperabamos encontrar.

Transporte del filtro al laboratorio

Dicho transporte se realizé o bien en
el propio casete de estireno, o bien
en tubos de vidrio previamente apiro-
genizados. Como parte de las pruebas
realizadas, también trasportamos los
filtros en tubos de polipropileno.

Cuando la extraccion no se realiza-
ba nada mas llegar al laboratorio, los
filtros eran congelados en tubos de vi-
drio apirogenizados.

Solucién extractante y extraccion

Consisti6 en agua apirégena con
Tween 80 al 0,05 por ciento, 5 ml por
filtro. Para la extraccion probamos con
agitaciéon vigorosa durante 1 hora a
temperatura ambiente en unos casos,
y en otros, bafio de ultrasonidos du-
rante 1 hora evitando el calentamien-
to excesivo en otros. A continuacion
se centrifugd durante quince minutos
a 1.000 g.

Analisis

Se utilizo el test cromogénico LAL a
punto final (QCL-1000 BioWhittaker,
Inc.). El estandar que proporcionaba
el kit estaba valorado frente al EC-6.
Los resultados se expresaron como
EU (unidades de endotoxina) por m®
de aire muestreado (12, 15).

Lugares de muestreo

Los ambientes laborales escogidos
para la toma de muestras fueron (ver
Tablas 1 a 10):

— Una explotacion porcina.

— Una explotacion de conejos.

— Una explotacion bovina.

— Dos plantas de mecanizado.

— Una planta productora de pien-

— Un vivero de marisco.

— Una conservera de anchoas.

— Un matadero de reses.

— Un matadero de aves.

— Una granja de gallinas ponedo-



TABLA 1. Explotacion porcina.

TABLA 4. Mecanizado de piezas.

TABLA 8. Matadero de reses.

Muestra Endotoxinas
1 874
2 959
3 1.822
4 2.216
5 1.106
6 1.187
7 1.762
8 2.396
9 711

10 454
11 564
12 922
13 8.359
14 7.661
15 15.198
16 13.596
17 3.081
18 6.400
19 4.700
20 5.943

TABLA 2. Explotacion de conejos.

Endotoxinas

30

18

72

23
140
125
3.184
3.476

Muestra

O~NO OB WN PP

TABLA 3. Explotacién bovina.

Muestra Endotoxinas
10 272
2 303
3 82
4 34
5 7.390
6 6.433

(*) Corresponden a muestreos personales.

RESULTADOS

La primera prueba que nos plantea-
mos fue si podriamos sustituir el por-
tafiltros metdlico (apirogenizable pero
mas pesado e incémodo) por casetes
de estireno habitualmente utilizados
en higiene.

En principio, aunque no se indica
gue el material sea apirégeno, por las
caracteristicas de fabricacién y emba-
laje, es de esperar que sea un mate-
rial libre de endotoxinas. Para verificar
esto, cargamos varios casetes de es-

Muestra Endotoxinas Muestra Endotoxinas
Planta A 1 552
1 662 2 443
2 401 3 758
3 1.641 4 809
4 1.044 5 466
5 741 6 944
6 544 7 102
7 390 8 172
8 245 9 167
Planta B ]1'(1) 123
1 1.074 12 31
2 1.310
3 4.469
4 2.348
5 3,4 TABLA 9. Matadero de aves.
6 3,1
7 272 Muestra Endotoxinas
8 269
1 21.809
2 13.333
3 1.333
TABLA 5. Empresa productora de 4 363
prensos. 5 50.000
6 >50.000
Muestra Endotoxinas
1 7.753
2 1.042 TABLA 10. Granja de gallinas
3 (¥ 680 ponedoras.
4 1.017
5 644 Muestra Endotoxinas
(*) Corresponde a muestreo personales. 1 176
2 205
3 712
TABLA 6. Viveros de marisco. 4 653
5 439
Muestra Endotoxinas 6 627
1 25
2 24
8 15 deja el dia anterior al muestreo todo el
4 17 material preparado. Posteriormente
5 26 los pasamos a tubos de vidrio para su
6 28 procesamiento.
7 21 Resultados: en todos los casos, el

TABLA 7. Conservera de anchoas.

Endotoxinas

9
38
14
11

5

5

159

Muestra

~N~Nogah~hwNBE

tireno con los filtros de fibra de vidrio y
los dejamos veinticuatro horas a tem-
peratura ambiente, simulando lo que
ocurre en la realidad, es decir, que se

nivel de endotoxinas detectado fue in-
ferior a 0,1 EU/ml.

Una vez demostrado que el portafil-
tros de plastico no aporta endotoxi-
nas, nos preguntamos coOmo se com-
porta este soporte frente al de acero
inoxidable. Para responder a esta
cuestion se obtuvieron varias mues-
tras emparejadas (en un soporte so-
bre el mismo tripode); en un extremo
colocamos el portafiltros de plastico, y
en el otro, el de acero inoxidable.

Conviene apuntar que nunca parti-
mos de dos filtros con exactamente la
misma concentracion, aun estando
muy cercanas las muestras. Esto es
aplicale a todas las muestras compa-
radas del mismo modo.

Resultados: Los valores obtenidos
fueron:
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Muestra | P.P. (EU/m®) | PM. (EU/m?)

1 25 24
2 11 14
S 23 31

P.P.: portafiltros de plastico.
P.M.: portafiltros de metal.

La siguiente cuestion légica en el
desarrollo de un muestreo es el trans-
porte del filtro al laboratorio. Seria
interesante saber si estos mismos
portafiltros, cargados con el filtro utili-
zado en el muestreo, podrian ser el
medio de transporte (tapados con sus
propios tapones), sin tener que pasar
el filtro a un tubo de vidrio en el punto
de muestreo.

Utilizamos el mismo sistema del tri-
pode para obtener muestras empare-
jadas. Una se paso6 a un tubo de vidrio
apirogenizado, y la otra se transportd
en el propio portafiltros de plastico.

Resultados: los valores obtenidos
fueron:

Muestra | P.P. (EU/m®) | T.V. (EU/m?)
1 28 26
2 5 5
3 944 466
4 13.333 21.809

P.P.: portafiltros de plastico.
T.V.: tubo de vidrio.

También nos planteamos la posibili-
dad de utilizar tubos de plastico (po-
lipropileno) estériles para el trans-
porte en lugar de tubos de vidrio,
apirogenizables pero mas facilmente
rompibles.

Para ello era preciso demostrar pri-
mero que los tubos estériles de poli-
propileno no aportaban contaminacion
de endotoxinas. Para ello se pasaron
cuatro filtros apirogenizados a sendos
tubos de plastico. Se les tuvo media
hora a temperatura ambiente y se les
paso a tubos de vidrio para su proce-
samiento.

Resultados: En todos los casos el
nivel de endotoxinas detectado fue in-
ferior a 0,1 EU/m.

Tras el muestreo, un filtro de un ex-
tremo del tripode se paso a un tubo de
plastico, y el otro, a uno de vidrio api-
rogenizado.

Resultado: Los valores obtenidos
fueron:

Muestra | T.P. (EU/m®) | T.V. (EU/m?)
1 17 15
2 anulada anulada
3 809 758

T.P.: tubo de plastico.
T.V.: tubo de vidrio.

Para la manipulacion de los filtros
(por ejemplo, para pasar los filtros a
un tubo de vidrio apirogenizado para
su extraccion) empleamos pinzas de
acero inoxidable también apirogeniza-
das.

Nos intereso averiguar si, tras mani-
pular un filtro «cargado» de endotoxi-
nas, las pinzas podian contaminar la
muestra siguiente, es decir, si existe
carryover o arrastre entre una mues-
tra y la siguiente vehiculizado por las
pinzas.

Tras manipular filtros obtenidos en
el muestreo de la explotacién porcina
(alto nivel de endotoxinas), manipula-
mos seguidamente filtros blancos,
que fueron procesados para su anali-
sis.

Resultados: Los valores obtenidos
oscilaron entre 3,37 y 3,5 EUffiltro.

Se trataria ahora de saber si flame-
ando las pinzas tras la manipulacion
eliminamos la contaminacion, o si se
deberia optar por algin sistema dese-
chable.

Se utilizaron cinco filtros proceden-
tes de una granja de gallinas ponedo-
ras, pero debido a problemas con uno
de ellos finalmente valoramos 4. Tras
pasar cada filtro a un tubo de vidrio,
se flameaba la pinza y se manipulaba
otro filtro «blanco», que también era
almacenado para su procesamiento.

Resultados: Los valores obtenidos
fueron:

Filtro sucio | Filtro blanco
Muestra| " gym? | (EUFiltro)
1 176 <0,5
2 205 <0,5
8 712 <0,5
4 627 <0,5

Con respecto a la fase de extrac-
cién de las endotoxinas del filtro, tam-
bién probamos si habia diferencias
entre procesarlas en un tubo de vidrio
frente al tubo de plastico. Para ello se
emplearon muestras que se habian
recogido y transportado de igual ma-
nera hasta el momento de su proce-
samiento.

Resultados: Los valores obtenidos
fueron:

Muestra | T.P. (EU/m®) | T.V. (EU/m?)
1 1.074 1.310
2 4.469 2.348
3 3,4 31
4 272 269
5 102 172

Finalmente, resultaba muy laborio-
so el proceso de extraccion de las en-
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dotoxinas del filtro con agitacion vigo-
rosa de una hora. La casa que nos
suministra el kit de endotoxinas nos
comento la posibilidad de usar un ba-
flo de ultrasonidos para este proceso.
Ahora bien, tiene el inconveniente de
que se calienta el tubo, lo que es con-
traproducente.

Probamos a comparar muestras
emparejadas y solventamos el proble-
ma del calentamieto del tubo en el ba-
fio de ultrasonidos cambiando periédi-
camente el agua del bafio.

Resultados: Los valores obtenidos
fueron:

Muestra | Agitacion | Ultrasonidos
1 1.822 2.216
2 1.106 1.187
3 1.762 2.396
4 30 18
5 72 23
6 140 125
7 3.184 3.467
8 82 34
9 7.390 6.433
DISCUSION

— Con respecto a la posibilidad de
utilizar los casetes de Poliestireno co-
mo portafiltros, podemos decir, a la
vista de los resultados, que:

* Los Portafiltros de poliestireno
Millipore no aportan ninguna conta-
minacién de endotoxinas.

» Se pueden preparar los portafil-
tros cargados con los filtros al me-
nos veinticuatro horas antes.

— Como se puede deducir de los re-
sultados obtenidos comparando el so-
porte de acero inoxidable con el case-
te de poliestireno, no hay diferencias
significativas entre el uso de uno y
otro material.

— En lo que se refiere a utilizar el
mismo casete del muestreo para el
transporte de filtro al laboratorio, los
resultados de las cuatro muestras no
fueron concluyentes.

— La utilizacién de tubos de polipro-
pileno estériles para el transporte en
lugar de tubos de vidrio apirogeniza-
bles parece factible a la vista de los
resultados. De hecho, este tipo de tu-
bos son usados en el estudio de Chun
et al. 2000 (15).

— Resulta novedoso en nuestro es-
tudio apuntar la existencia de carryo-
ver o arrastre entre un filtro «cargado»
de endotoxinas y el siguiente filtro ma-
nipulado por las mismas pinzas, que
inicialmente estaban apirogenizadas.

Ahora bien, la pregunta siguiente
seria si supone mucha interferencia



esas 3,5 EU por filtro. No hay que ol-
vidar que los resultados se expresan
referenciando las EU al volumen de
aire muestreado. Con las bombas que
utilizamos, que dan unos 2 I/min, en
un muestreo estandar de quince mi-
nutos (tiempo empleado para lugares
con previsible alta carga de endotoxi-
nas), esas 3,5 EU supondrian unas
100 EU/m?. Esta cifra en algunos am-
bientes (como explotaciones porcinas,
bovinas, etc.) no supone mucho, pero
no es asi entre otros casos, como ofi-
cinas, por ejemplo.

De la misma manera, resulta muy
interesante comprobar que un gesto
tan simple como es el flamear las pin-
zas elimina el problema de dicha con-
taminacion.

— Con respecto a procesar el filtro
en el propio tubo de polipropileno en
lugar del tubo de vidrio apirogenizado,
decir que los resultados no resultan
concluyentes, como tampoco lo son
los referentes al proceso de extrac-
cion (agitacion vs. ultrasonidos).

— Con respecto a los resultados ob-
tenidos en los muestreos de diferentes
ambientes laborales, podemos ver re-
sultados muy dispares en la explota-
ciéon bovina. Los resultados de las
muestras 5y 6 son considerablemente
mas altos que el resto. Corresponde a
tomas ambientales en el momento en
el que estaban realizando una carga
de pienso (alfalfa, pulpa de remolacha,
algodon) desde un almacén a una
mezcladora. Podemos afirmar, por lo
tanto, que este proceso es uno de los
de mayor exposicion a endotoxinas, y
podria resultar interesante que, mien-
tras dura dicha maniobra, los opera-
rios llevaran mascarilla.

— En la explotacién porcina, en-
contramos, en general, valores mas
bajos que los encontrados por noso-
tros (19) en un estudio anterior en la
misma explotacion porcina. La expli-
cacion podria estar en que en esta
ocasion, y a diferencia de la anterior,
existia personal contratado exclusiva-
mente para realizar labores de limpie-
za.

— Enlaexplotacion de conejos no
encontramos valores altos (excep-
tuando las muestras emparejadas 7'y
8, donde no encontramos una explica-
cién que justifique valores tan altos).
En general, éste es un tipo de activi-
dad que requiere un gran cuidado de
los animales y del entorno.

— El matadero de aves, tal y como
aparece en la bibliografia existente
(14, 20), se confirma como uno de los
ambientes con mayor nivel de endoto-
xinas. También aparecen con niveles
apreciables el matadero de reses y la
granja de gallinas ponedoras.

— Nuestro estudio es el primero que
presenta resultados en ambientes di-
ferentes de los habitualmente estudia-
dos, como son los viveros de marisco
y una conservera de pescado. Los re-
sultados obtenidos indican, como po-
dia suponerse, que no son ambientes
de riesgo en cuanto a endotoxinas se
refiere.
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