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g

HONGOS

LOS GLUCANOS Y EL ERGOSTEROL COMO ALTERNATIVA

La inhalacion de particulas de origen fungico puede producir efectos sobre la salud de

trabajadores de distintos sectores. Ante la falta de métodos satisfactorios para evaluar la
contaminacion fungica del aire, actualmente se ensayan métodos alternativos basados en
el uso de marcadores como el ergosterol y los glucanos, que arrojan resultados
prometedores.

_—_
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EN EL AIRE

A LOS METODOS DE MEDICION TRADICIONALES

n el aire pueden existir diferen-
tes tipos de contaminantes,
entre los que se encuentran los

de origen biolégico. Estos con-
taminantes pueden tener graves impli-
caciones sobre la salud de las personas
expuestas, pero son dificiles de evaluar.
Por lo general, la metodologia empleada
actualmente no resulta adecuada, ya que
no se ha conseguido establecer una rela-
cion satisfactoria entre las concentra-
ciones en aire y los efectos para la salud.

1.

Las particulas de origen biol6gico
que se encuentran suspendidas en el
aire se conocen como bioaerosoles.
Estas particulas incluyen bacterias,
hongos, esporas y fragmentos de
ambos, metabolitos primarios y secun-
darios, virus, desechos celulares de
mamiferos, polen, etc. Muchas de estas

particulas corresponden a los tamanos
de la fraccién respirable, es decir, se
mantienen en suspension en el aire y
pueden penetrar en el organismo a tra-
vés del sistema respiratorio. Cuando
las personas se exponen a un ambiente
con una concentracion de bioaerosoles
elevada, se pueden llegar a sobrepasar
los mecanismos de defensa del orga-
nismo, y como consecuencia aparecen
respuestas de tipo infeccioso, téxico
y/o alérgico.

Se ha demostrado que los sintomas
que aparecen como consecuencia de
una exposicion a bioaerosoles estdn
bastante relacionados con la contami-
nacion microbiana, por lo que la deter-
minaciéon de microorganismos en aire
se utiliza generalmente como una forma
de evaluar dicha exposicion.

Es muy importante que en la deter-
minacién de microorganismos se con-
sidere la posible presencia de hongos,

]
1\

cuyas implicaciones en el desarrollo de

enfermedades de tipo alérgico es bien

conocida. A su vez, para medir adecua-

damente la contaminacion ftingica del

aire es necesario tener en cuenta todos
sus componentes.

2.

Los hongos son un conjunto de orga-
nismos eucariotas caracterizados por
depender de fuentes externas de materia
orgdnica para su desarrollo. Muchos son
saprofitos (obtienen nutrientes de la
materia orgdnica muerta) y necesitan
agua, aunque también son capaces de
soportar periodos de desecacion
mediante la formacion de estructuras
especificas. Estructuralmente puede tra-
tarse de organismos unicelulares, como
las levaduras, pero lo més comtin es -
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Los B-glucanos y el ergosterol son dos componentes estructurales de los
hongos. Se sospecha que pueden ser los causantes de muchos de los efectos
negativos observados en las personas expuestas a un aire contaminado, por lo
que deben ser tenidos en cuenta para evaluar la contaminacion fungica.

que presenten un cuerpo vegetativo for-
mado por hifas microscépicas que pue-
den entrelazarse hasta formar un
micelio, que si resulta visible al ojo
humano.

Durante su ciclo de vida los hongos
emiten una serie de particulas y sustan-
cias, principalmente esporas, toxinas y
compuestos organicos voldtiles, que con-
taminan el ambiente y pueden repercu-
tir negativamente sobre la salud de las
personas. Las esporas flingicas tienen
una funcién reproductora y son las prin-
cipales unidades de dispersién de los
hongos, aunque también pueden desa-
rrollar esta funcién pequerios fragmentos
de hifas, denominados propégulos, que
aparecen con mucha frecuencia en las
muestras de aire. Las micotoxinas y los
compuestos organicos voldtiles (COVs)
son productos derivados del metabolis-
mo de los hongos.

Ademas de las esporas y los productos
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del metabolismo, existen dos compo-
nentes estructurales de los hongos que
deben ser tenidos en cuenta para evaluar
la contaminacién fiingica: los B-glucanos
y el ergosterol. Los primeros forman
parte de la pared celular de los hongos 'y
el ergosterol se localiza en su membrana
celular. Se sospecha que estos dos com-
ponentes de los hongos pueden ser los
causantes de muchos de los efectos
negativos observados en las personas
expuestas a un aire contaminado.

3. RIESGOS POR
EXPOSICION A HONGOS

Las personas estamos continuamente
expuestas a diversas especies de hon-
gos a través de la inhalacién y la ingestion
sin que ello cause efectos sobre nuestra
salud. De hecho, algunas especies de
hongos se utilizan en la elaboracién de
alimentos (por ejemplo, quesos), y son la

fuente de medicamentos tales como la
penicilina. Incluso muchos de los agen-
tes anticancerigenos son productos del
metabolismo de los hongos (1). Sin
embargo, la exposicién a aire contami-
nado por hongos y sus metabolitos
puede tener repercusiones en la salud
humana. La primera conexién entre la
inhalacién de bioaerosoles de hongos y el
desarrollo de una enfermedad fue des-
crita por Blackley hacia 1870, cuando
diagnostico la opresién tordcica y el
«catarro bronquial» como consecuen-
cia de la inhalacion de esporas de Peni-
cillium. Desde entonces se ha venido
demostrando que la inhalacién de espo-
ras fingicas aerosuspendidas, fragmen-
tos de hifas y metabolitos puede causar
una serie de enfermedades respirato-
rias, desde enfermedades de tipo alérgi-
co (rinitis alérgica, asma y neumonitis
por hipersensibilidad) hasta infecciones
como la histoplasmosis, o la aspergilosis.
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También se han descrito diversas afec-
ciones asociadas a la inhalacién de mico-
toxinas, desde intoxicaciones agudas
hasta cancer; por tltimo, cabe mencio-
nar que el crecimiento y degradacién de
los hongos pueden dar lugar a malos
olores (incluyendo el olor a humedad) y
otras molestias por el momento poco
definidas (2). Entre todos estos efectos
destacan por su alta incidencia las enfer-
medades relacionadas con la hipersen-
sibilidad, bien sean reacciones alérgicas
de tipo inmediato o neumonitis por
hipersensibilidad.

Las reacciones de hipersensibilidad
se producen en personas susceptibles a
las proteinas altamente alergénicas o
glicoproteinas de los hongos, cuando
se dan unas condiciones de exposicion
propicias. Entre el 10 y el 60% de las
personas genéticamente susceptibles
(atépicas) desarrollan una hipersensi-
bilidad inmediata (alergia) a los hon-
gos. La exposicion a ciertos tipos de

hongos estd claramente asociada a sin-
tomas de asma o fiebre del heno, aun-
que, desgraciadamente, la naturaleza
de la exposicién que estimula tanto la
sensibilizacién o los sintomas subse-
cuentes sigue sin conocerse (2).

La neumonitis por hipersensibilidad,
o alveolitis alérgica extrinseca, se con-
sidera que puede ser consecuencia de la
exposicion a antigenos fliingicos. Parece
ser que el desarrollo de esta enfermedad
requiere una exposicion repetida a par-
ticulas fungicas de pequefio tamaiio,
pero todavia no se conocen los factores
genéticos que podrian controlar la sus-
ceptibilidad individual.

Sin embargo, existe una creciente
conviccién de que la mayoria de los sin-
tomas causados por exposicion al aire
contaminado por hongos no tiene un
origen de tipo alérgico, sino que corres-
ponde a una inflamacién no especifica
de las vias aéreas. Por tanto, es impor-
tante estudiar su capacidad para =

M Tabla 1: Niveles de concentracion de glucanos en muestras de aire y polvo

LUGAR DE LAS TIPO DE SISTEMA DE MI'ET(’)DO DE RESULTADOS DE CONCENTRACION REFERE’NCIA
MEDICIONES MUESTRA MUESTREO ANALISIS DE GLUCANOS BIBLIOGRAFICA
Zona residencial aire Filtros de policarbonato ATTP de 0,8 pm LAL 0 ng/m’ - 19 ng/m? 22
Zona residencial aire Filtros de fibra de vidrio LAL 3,7 ng/m® 25
Centro de dia aire Filtros de policarbonato ATTP de 0,8 ym LAL 1,2ng/m’y 11,4 ng/m® (valores medios) 26
Centro de dia aire Filtros de fibra de vidrio LAL 5,7 ng/m? 25
Centro de dia aire Filtros de policarbonato de 0,8 pm LAL 0,2 ng/m? 4
Edificios publicos aire Filtros de fibra de vidrio LAL 3,2 ng/m? 25
Edificios publicos aire Filtros de policarbonato de 0,8 pm LAL 0,06 ng/m® 4
Escuela aire Filtros de policarbonato de 0,8 pm LAL 0,49 ng/m® y 0,55 ng/m* 4
Compostaje aire Filtros de fibra de cuarzo LAL 0,12 ng/m? - 14,45 ng/m? 27
Industria maderera aire Filtros de policarbonatode 0,8 ym LAL 0,11 ng/m? - 0,76 ng/m* 28
Recogida de basuras aire Filtros de policarbonatode 0,8 pm LAL 1,3 ng/m? - 34,1 ng/m? 29
Zona residencial polvo Aspirador ELISA 35,1 ng/mg de polvo (valor medio) 26
Zona residencial polvo Aspirador EIA 1.300 pg/g y 1.205 pg/g de polvo 19
Zona residencial polvo Aspirador EIA 182 yg/g - 3.507 pg/g de polvo 20
Granjas Muestreo personal filtros de policarbonato de 0,4 pm EIA 0,82 pg/m? (valor medio) 30
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inducir este tipo de inflamacion y deter-
minar qué sustancias concretas son las
que la causan. Hasta la fecha, de todos
los agentes sospechosos de producir
tales efectos, los (1—-3)-B -D-glucanos
han sido los mas estudiados (3).

En aire de interior, la exposicion a
hongos se ha asociado también con otra
serie de sintomas: irritacion del tracto
respiratorio, rinitis, tos, ronquera e irri-
tacion de los ojos. Algunos autores afia-
den, ademads, fatiga, nauseas, vémitos,
dolores de cabeza, de espalda y de arti-
culaciones, asi como dificultades de
concentracion (5).

4. ACTIVIDADES CON
RIESGO

Existen industrias que utilizan algu-
nos tipos de hongos o sus productos
derivados (biotecnologia, industria ali-
mentaria, farmacéutica, etc.) en las que
los riesgos de exposicién estdn bien
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determinados. Estas actividades no son
objeto de este trabajo, que esta dirigido
hacia las actividades en las que se pue-
den producir exposiciones no delibe-
radas. Estas se asocian principalmente
con actividades del sector primario, en
particular las relacionadas con la agri-
cultura y la cria de animales (explota-
ciones porcinas, criaderos de aves, etc.).
Los hongos crecen facilmente sobre
diversos sustratos por lo que en los tra-
bajos de manipulacién y almacena-
miento de grano, heno, etc. se pueden
liberar al ambiente particulas de ori-
gen flingico. Los trabajadores del sector
maderero también estdn expuestos a
este tipo de contaminantes, ya que la
madera es otro sustrato apropiado para
el crecimiento de los hongos.

Ademads de los sectores tradicionales
de exposicidn, en las tltimas décadas
han surgido nuevos tipos de industrias
que estdn dando lugar a un riesgo
importante por exposicién a hongos,

como son la recogida y reciclaje de
basuras, el compostaje o el tratamiento
de agua residuales.

El interés por la contaminacién fin-
gica en relacion con la calidad del aire
de interior es cada vez mayor, por lo
que se estan llevando a cabo estudios en
actividades no industriales tales como
oficinas, edificios publicos e incluso
zonas residenciales, que arrojan resul-
tados significativos. Los datos epide-
miolégicos y experimentales recogidos
durante las ultimas décadas sugieren
que la exposicion a hongos (mohos) es
el factor mds frecuentemente relacio-
nado con diversos sintomas causados
por las condiciones ambientales de inte-
rior, y se ha asociado con el sindrome
del edificio enfermo (4).

En todas las actividades y situacio-
nes mencionadas deberd tenerse en
cuenta la posibilidad de un riesgo por la
presencia de contaminantes biol6gicos
derivados de los hongos, por lo que sera
necesario disponer de métodos ade-
cuados para su evaluaciéon.



5. MEDIDA DE LA,
CONTAMINACION
FUNGICA EN AIRE

Una técnica empleada habitualmen-
te por su sencillez consiste en recoger
esporas mediante impactacion en agar.
Las muestras se cultivan, se cuantifican
mediante recuento de Unidades Forma-
doras de Colonias (UFCs) y se identifican
por las caracteristicas de color, tamafio y
textura de las colonias. De esta manera se
subestima la concentracién de hongos
existente, ya que muchas esporas no son
viables o no son capaces de crecer en el
medio de cultivo que se les proporciona
(1). Ademads, hay otros factores que pue-
den influir en el resultado, como el tipo

¢le la contaminacion flngica en el trabajo

de medio de cultivo, las condiciones de
incubacion y la densidad de colonias en
cada placa, por lo que estos métodos no
resultan totalmente satisfactorios. Aun-
que es la técnica mds utilizada, se estima
que Unicamente es capaz de detectar
entre un 0,1 y un 10% del niimero total de
microorganismos que se hayan recogido
en las muestras medioambientales (5).
También es frecuente la cuantifica-
cion de esporas mediante la utilizacion
de métodos no basados en el cultivo.
Estos métodos permiten un recuento
del total y su identificacién en la mayor
parte de los casos. La toma de muestras
se realiza por lo general en filtros y las

técnicas empleadas para la cuantifica-
cién incluyen microscopia de fluores-
cencia, citometria de flujo y recuento de
esporas por microscopia electronica (6).

Como alternativa a estos métodos se
han desarrollado otros procedimientos
que son especialmente apropiados cuan-
do los efectos sobre la salud humana no
se encuentran asociados a géneros o
especies concretas de microorganismos.
Desde hace casi 10 afios ha cobrado un
especial interés el andlisis de ciertos ele-
mentos celulares que ponen de mani-
fiesto la presencia de hongos, y que se
emplean como marcadores en bioensa-
yos y en métodos quimicos.

5.1. Métodos alternativos:
marcadores

Los marcadores son sustancias tinicas
en las células microbianas, por lo que
pueden emplearse para cuantificar micro-
organismos en el medio ambiente. El
muestreo en aire y el andlisis de estos
marcadores requiere equipos totalmente
diferentes a los métodos basados en el
cultivo o la microscopia. Estas técnicas
tienen la ventaja de prescindir del cultivo
de los organismo viables en el laboratorio,
y de permitir hidrolizar directamente los
filtros utilizados para el muestreo. Por
otra parte, presentan el inconveniente de
que no discriminan entre especies, ade-
mds de necesitar un volumen de aire
muestreado mucho mayor para recoger
cantidades detectables (5).

Durante los ultimos afios se han
empleado diversos marcadores para el
estudio del polvo orgénico. Para la cuan-
tificacién de biomasa fiingica los mar-
cadores empleados hasta la fecha son
los glucanos y el ergosterol, aunque en
un estudio de 2003 se propone emplear
la beta-N-acetylhexosaminidasa como
marcador alternativo al ergosterol (7).

A medida que se han ampliado los
conocimientos sobre el ergosterol y los
glucanos, se ha hecho patente la necesi-
dad de estudiarlos como contaminantes
de origen biolégico por si mismos, ya que
se sospecha que pueden ser los causantes
de los efectos nocivos asociados a los
hongos. Por esta razén, la descripcién =
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de los glucanos y el ergosterol, su toxico-
logia y métodos de evaluacién merecen
un tratamiento mds detallado que se pre-
senta en los siguientes apartados.

6. ERGOSTEROL

6.1. Descripcion y utilizacion
como marcador quimico

El ergosterol es un lipido de mem-
brana comin en hongos. Aparece en
forma libre o unido a otras estructuras,
y es un factor importante en la fluidez
de la membrana celular (5). Aparece en
la mayoria de los hongos, tanto en
forma libre como en forma conjugada,
mientras que en plantas superiores es
un componente minoritario y poco fre-
cuente.

En 1977 se sugiri6é que este metaboli-
to podria ser utilizado como indicador
de la contaminacion fiingica (8), y desde
entonces se viene utilizando como tal a
pesar de que su concentracion depende

de la especie y las condiciones de creci-
miento (9). El ensayo de este compo-
nente fliingico se ha empleado durante
anos para detectar al crecimiento de
hongos en alimentos, semillas, harinay
tomates, e incluso en materia orgdnica
de origen vegetal en putrefaccién, como
hojas y madera. En la actualidad, las
aplicaciones mds destacables del ergos-
terol como marcador de la contamina-
cion fingica en aire son el estudio de la
contaminacién del aire de interior y el
de los materiales de construccién que
pueden contribuir a dicha contamina-
cién (10).

La utilizacién del ergosterol como
marcador quimico estd aceptada a pesar
de que la cantidad de ergosterol en el
tejido de los hongos no es constante.
Hay interacciones entre la cantidad de
ergosterol y la especie de hongo anali-
zada, edad del cultivo, estado de desa-
rrollo (fase de crecimiento, formacion
de hifas o esporulacién) y condiciones
de crecimiento (medio de cultivo, pHy

temperatura); por el momento no se ha
encontrado una explicacion clara acer-
ca de la influencia de estos factores en el
contenido de ergosterol. Se ha sugerido,
ademas, una relacion entre el tamano
de la espora y su contenido en ergoste-
rol (10). En todo caso, el contenido en
ergosterol de las esporas parece ser muy

a

M Tabla 2: Niveles de concentracion de ergosterol en muestras de aire y polvo

LUGAR DE LAS TIPO DE SISTEMA DE MI'ET(’)DO DE RESULTADOS DE CONCENTRACION REFERF:NCIA

MEDICIONES MUESTRA MUESTREO ANALISIS DE GLUCANOS BIBLIOGRAFICA
Zona residencial polvo Aspirador CG-EM 2- 16,5 ng/mg polvo 31
Zona residencial polvo Aspirador CG-EM 6 - 45 ng/mg polvo 13
Zona residencial polvo Aspirador CG-EM/EM 2,1 ng/mg polvo(valor medio) 5
Zona residencial polvo Aspirador CG-EM/EM 0,72 - 43,6 ng/mg polvo 12
Zona residencial polvo Aspirador ELISA 0 - 165 mcg/g de polvo 32
Zona residencial aire Filtros de policarbonato de 0,45 pm CG-EM 0,01 - 194 ng/m? 9
Explotacion porcina aire Filtros de policarbonato de 0,4 pm CG-EM 0,2-0,3ng/l 13
Explotacion porcina aire Filtros de policarbonato de 0,4 pm CG-EM/EM 46 ng/mg de polvo 5
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similar para las diferentes especies de
hongos que se han estudiado haciendo
una ponderacién sobre el volumen de la
esporay su drea superficial (9).

6.2. Toxicologia

Hasta el momento no se han descrito
correlaciones positivas concluyentes
entre la concentracion del ergosterol
aerosuspendido y efectos sobre la salud,
y las opiniones al respecto resultan con-
tradictorias (5), (11).

Existen diversas investigaciones que
tratan de cuantificar ergosterol en mues-
tras de aire y polvo para intentar demos-
trar una asociacion entre la inhalacién
de este compuesto y la aparicién de
efectos en la salud, referidos principal-
mente al asma infantil (5), (12). Estos
estudios se han realizado sobre todo en

Evaluacién de la contaminacion flngica en el trabajo

dreas residenciales con humedades
donde los niveles de concentracion son
muy bajos, por lo que ha sido necesario
utilizar los métodos de medida basados
en la CG-EM/EM que mejoran el limite
de deteccidn.

6.3. Métodos
para la determinacion
de ergosterol en aire

La Norma UNE-EN 13098 «Directri-
ces para la medicién de microorganis-
mos y endotoxinas en suspension en el
aire», de mayo de 2001, indica para la
determinacion de ergosterol en aire el
muestreo en filtro y el andlisis por cro-
matografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM), aunque no se dispone
de un método normalizado basado en
este fundamento.

De los distintos procedimientos men-
cionados en la bibliografia consultada
se deduce que la cuantificacién de ergos-
terol puede ser abordada con diversas
técnicas analiticas: cromatografica liqui-
da (HPLC), cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM),
cromatografia de gases —espectrometria
de masas/masas de captura iénica (CG-
EM/ICP) e inmunoensayo.

En la actualidad, las técnicas maés
empleadas son la CG-EM (13) y la CG-
EM/ICP (14), ambas con dehidrocoles-
terol como patrén interno. En general,
la toma de muestra ambiental se realiza
con filtros de policarbonato estériles
que se encuentran montados en por-
tafiltros con soportes de celulosa. La
tendencia en estos ultimos anos es
emplear la CG-EM/EM ya que con =

[ 103 Tercer Trimestre 2004 MAPFRESEGURIDAD| 13 ]



HIGIENE INDUSTRIAL

Evaluacién de la contaminacidn flngica en el trabajo

La utilizacion de marcadores supone una
alternativa prometedora para la evaluacion del
riesgo por exposicion a hongos y productos
derivados

esta técnica se mejora sustancialmente
el limite de deteccidn.

Por otra parte, NIOSH publicé en 2003
un informe sobre la calidad del aire en el
que se cuantifica el ergosterol median-
te CG-EM, y se recomienda ampliar el
volumen del muestreo a 5 1/min, 24
horas al dia durante 3 dias, con el fin de
mejorar el limite de deteccién en zonas
de muy baja concentracion (15).

7. GLUCANOS

7.1. Descripcion
y utilizacion como marcador

Los D-glucanos son polimeros for-
mados por unidades de D-glucopira-
nosa que estan unidas mediante
enlaces glucosidicos de varios tipos,
que ademds pueden aparecer en dos
formas estructurales, alpha y beta (5).
En funcién de estas dos caracteristicas
aparecen en la naturaleza una gran
variedad de glucanos, con diferencias
en la forma de unién y en el peso mole-
cular, que oscila entre 10*y 107 Da (16).
Entre todos ellos, los mds importantes
por su implicacién en la contamina-
cién de origen ftingico son los (1—3)-f
-D-glucanos, que se localizan en la
pared celular de la mayoria de los hon-
gos, aunque también aparezcan en
algunas bacterias, levaduras y algunas
plantas superiores (17).

Aligual que ocurre con el ergosterol, la
cantidad de (1—3)-f -D-glucanos varia
entre las diferentes especies de hongos
(18). Sin embargo, es importante men-
cionar que algunos investigadores han
conseguido relacionar los resultados
obtenidos de hongos cultivables con los
niveles de (1—3)-B-D-glucanos medi-
dos en muestras de polvo recogidas en
zonas residenciales (19), (20).

7.2. Toxicologia

La actividad biolégica de los (1—-3)-
B -D-glucanos depende de varios facto-
res: su peso molecular, el tipo de unién
de sus monémeros, su conformacion y
su solubilidad (16). Tienen efectos anti-
tumorales (1), efectos adyuvantes y acti-
vacion de neutrofilos, eosindéfilos,
macréfagos y complemento (26).

Los (1-3)-B -D-glucanos causan reac-
ciones inflamatorias no especificas y se
les considera responsables de los sinto-
mas inducidos por los bioaerosoles,
tanto en ambientes laborales como de
interior (3), (21), (22). Se ha encontrado
una relacion dosis-respuesta entre nive-
les de (1—3)-B-D-glucanos e irritacién de
0josy garganta, tos seca e irritacion de la
piel (21). Otros autores anaden ademds
opresion toracica y dolor de articulacio-
nes, fatiga, irritacion de nariz y ronquera.
(22). También se ha encontrado una rela-
cion entre la exposicién a (1-3)-p -D-
glucanosy afecciones pulmonares, tales
como una disminucién en el volumen de
expiracion forzada en adultos y una
variabilidad en la capacidad pulmonar
en nifios. Muchos de los estudios reali-
zados en los tltimos afos pretenden
demostrar la implicaciéon de los (1—3)- -
D-glucanos en el desarrollo o agrava-
cion de asma en nifios. Ademds, parece
que los individuos atépicos son espe-
cialmente sensibles a este tipo de conta-

minacion, incluso a niveles de exposi-
cién bajos (3). Por ello, son frecuentes las
investigaciones que se realizan en escue-
las, zonas residenciales, etc.

En cuanto a la experimentacion con
animales de laboratorio, existe abun-
dante informacion acerca del efecto de la
administracién por inyeccion de (1—3)-
B -D-glucanos; sin embargo, los estu-
dios por inhalacién son limitados. En
estudios en vivo sobre cobayas se ha
concluido que por inhalacién de (1-3)-
B -D-glucanos, el nimero de eosinéfi-
los aumenta significativamente en el
epitelio de las vias aéreas, y se produce
una respuesta inflamatoria (23).

7.3. Métodos para la
determinacion de glucanos
enaire

En las muestras medioambientales,
los B-D-glucanos aparecen en forma
particulada, por lo que lo mds frecuen-
te es realizar la toma de muestra en fil-
tros de membrana de policarbonato de
0,8 m de poro, en un portafiltros sobre
un soporte de celulosa, todo ello pre-
viamente esterilizado. Los muestreos
se realizan en puntos fijos, situando el
portafiltros a la altura que correspon-
deria a la zona de respiracién del tra-
bajador. La extraccion se lleva a cabo en
una disolucién de NaOH. Normalmen-
te, los (1—-3)-B -D-glucanos son inso-
lubles en agua, salvo los unidos por
enlaces (1—6), y este proceso rompe la
triple hélice del glucano, convirtiéndo-
lo en hidrosoluble durante un tiempo
limitado, en el transcurso del cual debe-
ra realizarse la cuantificacion (16). =
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Para cuantificar los glucanos, las dos
opciones mayoritarias son ensayos bio-
l6gicos: inmunoensayos y métodos basa-
dos en el Lisado del Amebocito del Limulo
(Limulus Amebocyte Lysate, LAL).

a) Inmunoensayos

Existen diferentes versiones de dife-
rentes autores, pero los mas destaca-
bles son los elaborados por Douwes y
Milton. Douwes desarroll6 en 1996 un
inmunoensayo de inhibicién enzimati-
ca (EIA, Inhibition Enzyme Immuno-
assay) con un limite de sensibilidad de
40 ng/ml, aunque se considera que este
meétodo no es altamente especifico para
los (1—3)-B-D-glucanos de los hongos
(24). En 2001, Milton alcanzd un limite
de deteccién bastante menor, 1 ng/ml
con un ELISA (Enzyme Linked Inmu-
nosorbent Assay), empleando un anti-
cuerpo mas especifico que el ensayo de
Douwes. Es especifico para los enlaces
glucosidicos (1—-3), y detecta también
los (1—3)-B -D-glucanos unidos por
enlaces (1—6), aunque su mayor ventaja
es la insensibilidad a interferencias cau-
sadas por otros agentes (21).

b) Métodos basados
enel LAL
Los métodos basados en el Lisado del
Amebocito del Limulo (LAL) son un con-
junto de ensayos biolégicos basados en
el sistema inmune del cangrejo cacero-
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la o cangrejo herradura (Limulus polyp-
hemus), en concreto en un tipo de célu-
las denominadas amebocitos. El lisado
de los amebocitos contiene enzimas
capaces de reaccionar ante la presen-
cia de endotoxinas (mediante el factor C)
y glucanos (factor G). De acuerdo a este
principio, se han desarrollado diferentes
versiones del método que permiten
detectar y cuantificar estos agentes bio-
légicos, y que se comercializan en forma
de kits especificos para cada uno de
ellos.

La Norma UNE-EN 13098 «Directri-
ces para la medicién de microorganis-
mos y endotoxinas en suspension en el
aire», de mayo de 2001, indica una toma
de muestra en filtro y el andlisis por LAL,
pero en el dltimo informe publicado por
NIOSH sobre la calidad de aire en 2003,
los (1—3)-B -D-glucanos son cuantifica-
dos por inmunoensayo, ELISA, por lo
que seria conveniente tener en cuenta
esta alternativa (15).

8. MEDICIONES
EN CAMPO

Los resultados que se han encontrado
en la bibliografia sobre mediciones de
glucanos y ergosterol en campo se resu-
men en las tablas 1 y 2, respectivamente.
Existen diversas posibilidades para la
toma de muestras, asi como diferentes
opciones a la hora de analizar dichas
muestras. Los resultados procedentes
de diferentes estudios se han agrupado
teniendo en cuenta el lugar de mues-
treo y especificando los métodos emple-
ados en cada caso.

9. VALORES LiMITE

No se han encontrado referencias a
ningun valor limite de exposicién esta-
blecido o propuesto en organismos
como ACGIH, MAK o INSHT, ni en
Directivas UE u otra normativa legal

para la exposicién a glucanos y/o
ergosterol.

A titulo orientativo, es resenable que se
han localizado dos estudios que apor-
tan datos a tener en cuenta sobre una
posible relacién dosis-efecto para la
exposicion a (1-3)-p -D-glucanos. Por
un lado, Thorn, J. y Rylander, R. realiza-
ron en 1998 un estudio en una zona resi-
dencial y analizaron las muestras por
LAL, concluyendo que para concentra-
ciones de 2 ng/m?® los niveles de opresion
tordcica resultan significativos (22).

En 2001, Eduard, W. et al. llevaron a
cabo un estudio sobre la exposicién a
glucanos soportada por un grupo de
granjeros (30) en el que cuantificaron las
muestras por EIA. Estudiando los sinto-
mas que presentaban llegaron a dividir la
exposicion en tres rangos en funcién de la
gravedad de diversos sintomas (irrita-
cion ocular, congestién nasal y moqueo,
tos, opresion tordcica y sibilancias), con-
siderando: exposicién baja de 0,00 a 0,5
pg/m?, exposicién media de 0,5 a 5 pg/m?
y exposicion alta de 5 a 76 pg/mé®.

Es necesario interpretar con cautela la
diferencia numeérica a la que se llega en
estas investigaciones, dado que la meto-
dologia empleada en ambos estudios es
diferente.

En lo referente a la exposicion a ergos-
terol, no se ha encontrado en la biblio-
grafia consultada ningin tipo de
informacién orientada a establecer unos
valores de limite.

10. CONCLUSIONES

El estudio de los contaminantes biol6-
gicos estd tomando cada vez mayor inte-
rés, tanto en el mundo laboral como fuera
de €l, pero su evaluacion es compleja. La
contaminacion de origen flingico es un
ejemplo de esta situacién. Los hongos
generan una gran cantidad de particulas y
sustancias contaminantes, cuyas impli-
caciones mds relevantes para la salud =
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son enfermedades de hipersensibilidad,
pero los métodos empleados actualmen-
te para su evaluacion son incompletos y
no han permitido establecer una relacién
causa-efecto, por lo que no se dispone
aun de unos valores limite. La contami-
nacion de origen flingico es muy alta en
ambientes agricolas y ganaderos, en reco-
gida de basuras, reciclaje y compostaje,
pero también es muy comtin en ambien-
tes de interior, por lo que puede afectar a
una parte importante de la poblacion.
En la dltima década, varios grupos de
investigadores han tratado de evaluar la
contaminacion fiingica mediante la utili-
zacion de marcadores, planteando la
determinacion de glucanos y ergosterol en
aire o en polvo como métodos alternati-

vos a los tradicionales. El estudio de los
glucanos ha permitido ademds describir
con cierto detalle cudles son sus efectos
sobre la salud de las personas expuestas,
e incluso algunos investigadores presen-
tan datos para unos posibles valores limi-
te de exposicion. El estudio de la
toxicologia del ergosterol no se encuentra
tan avanzado y todavia se discuten sus
efectos sobre la salud, pero su utilizaciéon
como marcador de la biomasa flingica
estd ampliamente aceptada hace varios
anos.

La utilizacién de estos marcadores
supone una alternativa prometedora para
la evaluacioén del riesgo por exposicion a
hongos y productos derivados, aunque
por el momento hay una falta de unifor-

midad en cuanto alas técnicas de mues-
treo y andlisis empleadas en los diferentes
estudios. Es de esperar que se siga inves-
tigando en este campo y que en un futuro
no muy lejano se pueda disponer de
métodos normalizados, como ha ocurri-
do recientemente para el caso de las
endotoxinas bacterianas.
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