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Seminario

Técnica para la captacion e identificacion
de los pdlenes

| estudio periddico y sistematico de los granos de polen presentes en la

atmosfera ha tomado en los Gltimos decenios (1980 en adelante) una

gran importancia. Ademas, el cruce de los datos obtenidos en estudios
aerobioldgicos y en estudios clinicos ha supuesto una enorme mejora en € tra-
tamiento que puede ofrecerse a las personas afectadas de aergias debidas a pd-
lenes.

Para llevar a cabo un estudio aerobioldgico se tiene que aplicar una técnica
de muestreo que permita "capturar” las particulas aerovagantes. A lo largo de la
historia se han utilizado muy diversas técnicas (1,2, http://www.uab.es/l-analisis-
palinol ogiques/aerobio.htm Métodos de muestreo), desde los simples portaobje-
tos untados con una substancia adhesiva expuestos sin ningn soporte especifico
hasta sofisticadas técnicas moleculares, pasando por aparatos que separan las
particulas del aire reteniéndolas en filtros de gasa 0 succionandolas y depositan-
dolas en superficies adhesivas. Hablamos de muestreadores o de captadores de
polen, para referirnos a los artilugios que nos permiten hacer e muestreo, y de
metodol ogias de estudio, paraindicar € protocolo que se sigue en cada caso.

A pesar de los muy diversos métodos de estudio existentes, la constitucion
en los Ultimos afios de redes nacionales e internacionales en las que se asocian
los grupos de trabajo e investigacion en aerobiologia han llevado a una estanda-
rizacién de los métodos de trabgjo. Asi, en e continente europeo, la mayor parte
de las redes regionales, nacionales e internacionales destinadas a estudios aero-
biol6gicos con aplicacion clinica han adoptado |a metodologia Hirst®. No hay
que olvidar que en agunas zonas se utiliza también la metodologia Cour*.

Un captador Hirst®* es un muestreador de impacto por succidn que requiere
conexién a lared eléctrica. Funciona aspirando volUmenes constantes y conoci-
dos de aire que hace impactar contra la superficie receptora. Esta es una cinta
plastica de 19 mm de ancho que se dispone tensada alrededor de una pieza ci-
lindrica llamada tambor. Para darle la capacidad de adherir y retener las parti-
culas, se deposita sobre la cinta una fina pelicula de aceite de silicona, usando
un pincel. La disposicion del tambor asi preparado en € interior del captador es
tal que, impulsado por un mecanismo de relojeria, gira continuamente a razén
de 2 mm/hora. Ello hace que las particulas impulsadas contra la superficie re-
ceptora queden retenidas de forma secuencial. Una vez a la semana se sustituye
la superficie receptora. La ya expuesta, es cortada en los fragmentos correspon-
dientes a cada dia de la semana y cada fragmento es depositado en un portaob-
jetos, tefiido y fijado (preparacion microscopica) y es analizado a microscopio
optico.

El andlisis microscopico de las muestras procedentes de un captador Hirst
se hace sobre el material tal como se obtiene, es decir, con las particulas bidti-
cas (células) manteniendo su contenido celular y depositadas junto a otras parti-
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culas atmosféricas, minerales y organicas. Ello puede difi-
cultar laidentificacién de los pdlenes y esporas de hongos,
pero tiene como muy positivo que no estropea las esporas
de hongos. También es interesante en este método que, de-
bido al hecho que las particulas se van depositando de for-
ma secuencia sobre una cinta que avanza regularmente, es
posible obtener resultados con precision horaria, aungue €l
volumen de trabgjo afiadido que esto comporta hace que
no se prodiguen demasiado estos resultados.

Los resultados que se obtienen de un captador Hirst
(datos brutos) son convertidos a concentraciones medias
diarias de pdlenes y esporas (polenes/m® y esporas/m®) me-
diante un simple cdlculo matematico en €l que intervienen
como factores:

- El nimero de particulas contadas (N).

- La superficie de muestra analizada. Para calcularla
se necesita conocer el nimero (I) de lineas contadas y su
longitud (K;) y anchura (K,) (ambas dependen del micros-
copio y del objetivo-ocular que se use en la lectura). Con
estos parametros se calcula la proporcion analizada res-
pecto de toda la superficie Util de la preparacion microsco-
pica (K3).

- El volumen de aire que aspira el captador, normal-
mente 10 I/minuto, que, a cabo de un dia equivalen a 14,4
m? de aire (K,).

Muchos de los parametros se mantienen constantes
(mientras no se cambie de microscopio o de objetivo-ocu-
lar y se siga una rutina de recuento), de manera que es ha-
bitual tenerlos establecidos para que la operacion de con-
version de los datos brutos diarios a concentraciones
medias diarias quede reducida a una simple multiplicacion
entre una constante y el nimero de particulas detectadas.

La formula a aplicar en el caso de la metodologia
Hirst es:

Concentracion media semana = K x N
- Donde K es una constante que incorpora todos
aquellos valores fijos cuando la metodologia se aplica si-
guiendo siempre la mismarutina (I, K; aK,).

Ademas de estandarizar el captador que se utiliza
hay que estandarizar también la metodologia de recuento.
En Espafia, tanto el Comité de Aerobiologia de la Socie-
dad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica® como
la Red Espafiola de Aerobiologia® siguen € mismo proto-
colo, que consiste en contar los granos de polen presentes
en cuatro lineas longitudinales, repartidas homogéneamen-
te a lo ancho de la preparacién microscopica correspon-
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diente a un dia.

En el mercado hay actualmente dos marcas comer-
ciales que fabrican y distribuyen captadores basados en €l
método Hirst: la britanica Burkard y la italiana Lanzoni.

Un captador Cour* es un muestreador por filtracion
independiente del fluido eléctrico que consiste en un gje
perpendicular al suelo, que sostiene, encajado en su extre-
mo superior, un ge paralelo al suelo capaz de girar 360°.
En el extremo delantero de este ge hay dos marcos prote-
gidos, cada uno, por una visera mientras que en la parte
posterior hay una veleta (que mantiene orientados los mar-
cos siempre a viento dominante). Levantando las viseras
de los marcos se puede encgjar la superficie que intercep-
tara las particulas aerotransportadas, un filtro preparado
con cinco pliegues de gasa hidréfila untados con una mez-
cla de aceite de silicona y rodeado por un marco de plasti-
co. Este filtro es cuadrado y mide 20 cm de lado. En el
captador se exponen dos filtros. uno se cambia una vez
por semana, normalmente los lunes, y €l otro se usa como
contrapeso y como resumen mensual. El filtro retirado del
captador se somete a un tratamiento”® que combina proce-
sos quimicos (&cidos sulfarico, fluorhidrico...) con fisicos
(centrifugaciones, decantaciones...) para obtener un sedi-
mento formado, mayoritariamente, por los pélenes y las
esporas retenidos. Para poder medir este sedimento con
precision y prepararlo para €l andlisis a microscopio opti-
o, se incluye en una matriz semiliquida de glicerogelati-
na. Una porcién representativa de esta muestra se analiza-
r& microscopicamente. La consistencia semiliquida del
medio en que se encuentran las particulas y el hecho de
gue € tratamiento incluye la acetolisis®, es decir, la elimi-
nacion de las partes blandas de la célula mediante una di-
gestion quimica, facilita muy notablemente la identifica-
cién de los granos de polen. Hay que sefialar, en
contrapartida, que algunas esporas de hongos se rompen y
no pueden ser estudiadas con precision con esta metodolo-
gia, ya que se obtienen valores por debajo de los redles. Si
Se quiere obtener una lectura representativa de una mues-
tra Cour deben seguirse las indicaciones propuestas a des-
cribir la metodologial® -,

Cuando se trabaja con un captador Cour, es necesa-
rio disponer de un anemoémetro totalizador, aparato dotado
de unas cazoletas, que giran impulsadas por €l viento rei-
nante y estén conectadas a un cuentakilémetros. Este apa-
rato registra los metros equivalentes al espacio recorrido
por €l aire que pasa a través de sus cazoletas. La medida
del recorrido de viento correspondiente a periodo de ex-
posicion de un filtro hace posible interpretar la cantidad



de polenes y esporas por unidad de volumen (se considera
que los polenes y esporas estaban en € interior de un pris-
ma que tiene por base € filtro de 20x20 cm? y por atura
la columna de aire que ha pasado durante la exposicion).

Los resultados que se obtienen de un captador Cour
(datos brutos) son convertidos a concentraciones medias
semanales de polenes y esporas (pélenes/m® y esporas/m?)
mediante un célculo matematico en e que intervienen:

- El nimero de particulas contadas (N).

- La proporcion de sedimento analizado (siempre 50
micrdlitros (K,)) respecto del volumen total de sedimento
semiliquido (V) obtenido &l final del tratamiento.

- La proporcion de filtro tratado (S) respecto a la su-
perficie total del filtro (400 cm?), ya que una parte de él se
guarda como testigo por s fuera necesario repetir € trata-
miento.

- La superficie de muestra analizada al microscopio
optico. Para calcularla se necesita conocer e ndmero (n)
de lineas contadas y su longitud (K,) y anchura (K3) (am-
bas dependen del microscopio y del objetivo que se use en
la lectura). Con estos pardmetros se calcula la proporcion
analizada respecto de toda la superficie Util de la prepara
cién microscopica (K ).

- El recorrido de viento registrado durante el periodo
de exposicion (Rv).

La combinacion de estos factores, multiplicativos o
cocientes seglin los casos, da lugar a una férmula matemé
tica que, aplicada a los datos brutos correspondientes a ca-
da semana, nos permite obtener el valor de la concentra-
cién media semanal.

La féormula a aplicar en el caso de la metodologia
Cour es:

Concentracion media semanal = K X (N x V / nx Sx Rv)

- Donde K es una constante que incorpora todos
aquellos valores fijos cuando la metodologia se aplica si-
guiendo siempre la misma rutina (K; a K,).

- Debe tenerse la precaucién de utilizar las unidades
de medida oportunas (V debe expresarse en micrdlitros; S
en metros cuadrados y Rv en metros)

Por tanto, los resultados que se obtienen a partir de
un captador Cour son concentraciones medias semanales
de pdlenes y esporas (éstas, como ya se ha indicado, infra-
estimadas por la inevitable destruccion de parte de ellas
durante la preparacion de las muestras).

Técnica para la captacion e identificacion de los pdlenes

Diversos autores han realizado estudios comparati-
vos de datos obtenidos con captadores de metodologias di-
versas, entre ellos de las metodologias Hirst y Cour'#®. En
el seminario se presentaran los principales resultados y
conclusiones obtenidos en un estudio® que se esta llevan-
do a cabo.
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