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INTRODUCCION

La informacion sobre la evaluacién microbiologica ambiental
en animalarios se centra en la deteccion de bacterias y hongos
ambientales con técnicas microbiolégicas clasicas. Basicamente,
el andlisis se realiza en el agua, aire, suelos y techos (Bozik et al.,
1995; Kowalsy et al., 2000, 2002; Edstrom and Curran, 2003; Parker
et al, 2003; Williams et al, 2005). Debido a esto, tanto los
protocolos utilizados como los limites de tolerabilidad se han
inspirado en normativas y guias para el control de quiréfanos y
salas blancas (NTP 203; NTP 335; Monge, 2001; Norma UNE 100-
713-2005; Caballero, 2007).

En el control ambiental destaca la alta importancia de los
sistemas de climatizacién y su validacion en caso de incidencias
(Monge, 2001; Kowalski et al., 2002; Caballero, 2007). Por lo
general, se monitorizan los mescfilos totales, expresados en
ufc/m’ (unidades formadoras de colonias por metro cubico), sin
busqueda de patogenicidad de los mismos. En el caso de
ambientes hospitalarios también se monitorizan hongos
oportunistas (Aspergillus spp, Rhizopus, Mucor, Scedosporium) y
saprofitos. Los métodos mas utilizados son la impactacion y la
sedimentacién en placas de Petri (Norma UNE 100-713-2005;
Norma UNE 100-012-2005; NTP 203; NTP 299; NTP 335; NTP 609;
Baskerville and Seamer, 1982; Sehulster and Chinn, 2003).

Esimportante mencionar las nuevas orientaciones del control
microbiolégico ambiental en animalarios. A esto han contribuido
dos hechos: por un lado, el auge y perfeccionamiento de las
técnicas de diagnostico microbiolégico por PCR que permiten
detectar en el ambiente la presencia de agentes infecciosos
patégenos para animales de laboratorio; y por el otro, el uso cada
vez mas extendido del alojamiento de los animales en estanterias
con jaulas ventiladas individualmente (Compton et al, 2004;
Jensenetal., 2013).

El control de superficies se considera un método eficaz parala
validacion de métodos de limpieza y desinfeccion. Las superficies
planas se monitorizan con placas de contacto. Para superficies no
planas o de dificil acceso se utiliza el muestreo con hisopo,
aunque es muy cuestionado. También se puede utilizar el test de
proteina residual de superficies - ATP (Parker et al., 2003; Williams
etal, 2005; Brielmeier etal., 2006).

En relacién con el control de aguas se considera que los
valores de potabilidad del agua para humano (RD 140/2003) son
suficientes para el consumo de animales inmunocompetentes, ya
que por lo general su consumo no produce ninguna alteracion en
este tipo de animales. Para animales inmunodeprimidos, y
debido a su mayor susceptibilidad, estos valores deberan ser mas
exigentes (Boziketal., 1995).

Antecedentes

SECAL promovio la realizacion de una encuesta entre sus
socios para conocer la situacion actual a nivel nacional con
relacion a los controles ambientales realizados en los diferentes
centros. Las preguntas de dicha encuesta se muestran en la
siguiente tabla:

-

Tipo de animalario

Raali treil T
i o mic q os?

La recogida, analisisy resultados

Fo -

En caso afirmativo

a) Tipos de muestras

b) Método de muestreo

¢} Puntos de mue streo

d} Frecuencia

e} Parametros estudiados

f] Limites aceptados

g
h

Legislacion

Actuacion en caso valores fuera de limites

Imagen suministrada por la autoria




Articulos

Se recibieron 22 encuestas de diferentes centros. Un 74%
realiza controles microbioldgicos. De ellos, el 61% realiza control
de superficies, el 52% control ambiental y el 57% control del agua
(verFigura 1). Unicamente el 30% realiza todos los controles.
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Figura 1.- Tipos de controles microbioldgicos que realizan los diferentes
centros encuestados.

En relacion al control ambiental, la toma de muestras se
realiza con los equipos en funcionamiento en el 91% de los
animalarios. La impactacion se utiliza un 70%, la sedimentacién
un 20% y las dos técnicas un 10% (ver Figura 2). La principal zona
de muestreo son las salas (85%) frente a la salida de aire (14%; ver
Figura 3). Se analizan aerobios mesdfilos y hongos filamentosos
en el 100% y 78% de los casos, respectivamente (ver Figura 4). En
casila mitad, 45%, la frecuencia de muestreo es trimestral.
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Figura 2.- Técnicas de control ambiental utilizadas en los diferentes
centros encuestados.
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Figura 3.- Lugares de muestreo del control ambiental que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 4.- Agentes analizados en el control ambiental que realizan los
diferentes centros encuestados.

Para el control de superficies, el 100% utiliza placas Rodacy un
21% utiliza también hisopos o escobillones (ver Figura 5).
Ninguno utiliza sélo escobillones. La mayoria de los controles
incluyen paredes, pero en el 61% de los centros, se incluyen al
menos dos localizaciones distintas. Las jaulas se muestrean en el
50% de los casos, las paredes en el 78% y las cabinas en el 50% (ver
Figura 6). Tanto los aerobios meséfilos como los hongos
filamentosos se analizan en el 85% de los casos, y con una
frecuencia trimestral en el 43% de los animalarios (ver Figura 7).
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Figura 5.- Toma de muestra del control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 6.- Lugares de muestreo del control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 7.- Agentes analizados en el control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.

Con respecto al analisis del agua, todos los encuestados
basan sus perfiles y criterios en el Real Decreto 140/2003 de aguas
de consumo o hacen un control de esterilidad tras el autoclavado.
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Importanciadelos controles

Hoy en dia, en la practica de la experimentacion animal, nadie
aceptaria un experimento en el que los animales no tengan un
estatus microbiolégico establecido. Esta premisa no esta tan clara
en cuanto al control del ambiente en el que estos animales se
estabulan. Llama mucho la atencién conceptos como animalario
con barrera, de alta seguridad o convencional (CNV), sin saber
exactamente qué condiciones microbioldgicas cumplen.

Actualmente, la inversion en animales SPF o en animalarios
con costosas medidas de barrera esta en el orden del dia. Sin
embargo, no hay un trabajo estructurado en intentar controlar la
eficacia de estas medidas para mantener un nivel microbiolégico
ambiental adecuado, o incluso para establecer qué tipo de nivel
microbiolégico ambiental seria necesario seguin el tipo de
instalacion, porqué, y qué tipo de medidas se tienen que tomar
paramantener estas calidades.

(Valoramos la utilidad de los desinfectantes de superficie?,
isabemos si creamos microorganismos resistentes? ;Cémo
controlamos el correcto seguimiento de la higiene del personal
que entra en nuestras instalaciones? ;Monitorizamos la utilidad y
eficacia de los filtros HEPA en las unidades SPF o donde las
tengamaos?

OBIJETIVO

Recoger en un documento las recomendaciones sobre como
tomar las muestras, con qué frecuencia y los limites aceptables en
funcion del tipo de instalacién para control microbioldgico de
ambientes, superficies y aguas en animalarios, Se incluirdn las
actuaciones a seguir en caso de valores fuera de limites
aceptables.

Por lo tanto, este documento unificaria los diferentes criterios
que actualmente se utilizan, con el consiguiente beneficio tanto
para el personal del animalario como para la calidad de los
estudios con animales, protegiendo su bienestar, y posiblemente
en algunos casos, un ahorro econémico (por la frecuencia a
realizarlos).

Al mismo tiempo, y en funcion de los resultados histéricos
que obtenga cada centro que aplique las recomendaciones aqui
descritas, se considera que los protocolos de limpieza, sistema de
climatizacion y pautas de acceso del personal a las diferentes
dreas de un animalario son correctos.
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GESTION DE MUESTRAS
Superficies

Es recomendable el uso de placas Rodac (Replicate Organisms
Direct Agar Contact) con el medio de cultivo seleccionado
previamente en relacion al objeto de estudio, siendo los
laminocultivos una alternativa vélida que permite la combinacion
de dos cultivos sobre una superficie conocida.

Como método complementario o para zonas de especial
interés pero dificil acceso, se podran usar hisopos.

Imagen suministrada por |a autoria

Figura 8.- A) Placa Rodac. B) Placa de laminocultivo de 10 cm’. €) Hisopos
estériles con medio de transporte.

A) Placas Rodac de contacto

Se cogerd la placa retirando la tapa y se presionara
ligeramente contra la superficie, comprobando que la superficie
del medio de cultivo haga contacto uniformemente con la
superficie atomarla muestra, sin rebasar la misma.

1. La placa deberd permanecer abierta el tiempo
imprescindible y se vigilard de no tocar el interior de la
misma con los dedos (es aconsejable utilizar siempre
guantes estériles).

2. Una vez tomada la muestra, depositarla, por ejemplo, en
un carrode transporte boca abajo.

B) Hisopos o escobillones con medio de tra

Stuart, Amies u otros similares)

Se abre el hisopo y se frota en la superficie (si se puede,
definida previamente con una plantilla del tamano de una placa
Rodac). Para obtener mayor recuperacion, puede sumergirse
previamente en suero fisioldgico estéril (agua de peptona estéril
o similar). Se introduce en el tubo con medio de transporte, se
rotulay se enviaal laboratorio para su procesado.

Muestras aéreas

Existen varias técnicas de muestreo ambiental, aunque la
aspiracién o impactacion es la técnica mas usada por su
versatilidad y reproductibilidad. Otra técnica muy utilizada es la
sedimentacion ya que es mas sencilla y permite la recogida de
muestras de forma pasiva.

A) Muestreo automdtico

Existen varios equipos basados en el método de impactacion
(Recolector de Andersen, Recolector RCS, Muestreador SAS vy
otros similares, ver Figura 9). Estos equipos realizan la aspiracion
automdtica de un volumen de aire conocido que hacen impactar
sobre placas o tiras con el medio de cultivo especifico para los
microorganismos a investigar.

Imagen suministrada por la autoriz

Figura 9.- A) Recolector RCS (Reuter centrifugal system). B) Muestreador
SAS (Surface air system).

Esrecomendable realizar la desinfeccion del cabezal extraible
del equipo de aspiracion. Generalmente este cabezal es
autoclavable y se puede desinfectar con alcohol entre cada toma
de muestra.

1. Alojar en el interior del muestreador de aire la placa o tiras
con el medio de cultivo. Normalmente, estos equipos
disponen de grapas para sujetar la placa, pudiendo
graduarse el diametro de la placa a colocar mediante un
tornilloenunade las grapas.

2. Oprimir el pulsador para su puesta en marcha. Estos
equipos tienen la posibilidad de poder graduar las
fracciones de tiempo que puede permanecer en marcha
(tomandola muestra de aire).

3. Laaltura del muestreador debe ser superior a la cabeza del
técnico que realizard la toma de muestra.
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4, La puerta de la zona donde se realiza debe permanecer
cerrada durante el proceso.

5. Tomar la muestra en difusor o rejilla de impulsion del aire
acondicionado y/o en el centro de la habitacién para
valorar el sistema de aire y el estado de higiene de la sala.

6. Terminada la aspiracion, se coge la placa tapandola
nuevamente. Es importante que la placa permanezca
descubierta el menor tiempo posible y se vigile su
manipulacién para notocarel interior de la misma.

B) Sedimentacion en placas de Petti (toma de muestras pasiva)

Este sisterna permite el muestreo de forma pasiva en
peguenos espacios (una jaula ventilada) y en procesos en los que
queramos monitorizar el desarrollo de una actividad (en una
cabina de cambio o seguridad biolégica).

Utilizar placas de Petri de 90mm con el medio de cultivo
adecuado a los microorganismos a investigar. Abrir las placas de
Petri y colocar sobre una superficie que permita mantenerla en
estas condiciones durante 4 horasy a 1 metrode altura.

Debera de tomarse siempre en el mismo sitio de la sala, para
poder comparar los resultados de distintos dfias.

Muestrasdeagua

La metodologia de recogida debe adaptarse al tipode agua a
controlar. En cualquier caso, la toma de muestra de agua debe
realizarse en recipientes estériles y siempre utilizando guantes
estériles para evitar la contaminacion.

Para el analisis microbiolégico, si es posible esterilizar el grifo
o punto terminal de la instalacion en el caso de instalaciones de
bebida automatizada con alcohol y dejar secar. En algunos casos
es posible flamear el alcohol.

Abrir el grifo y dejar correrel agua durante unos 2 o 3 minutos,
para evitar recoger agua estancada en la cafieria (en funcion de la
instalacion).

Con el grifo abierto, se desenroscara el tapon de la botella, se
colocara la botella debajo del grifo tomando como minimo unos
500 ml, y a continuacion se cerrara la botella. Al igual que con las
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placas, es importante que permanezca abierta el menor tiempo
posible.

Para el control de agua autoclavada se debera recoger un
minimo de 500 ml bajo cabina en un recipiente estéril. Se debera
recoger la muestra del agua en su plazo mas largo de
conservacion antes de ser utilizada; complementariamente, se
podra muestrear en diferentes pasos del proceso para controlarla
eficacia del mismo.

Para las instalaciones de bebida automatizada, se podran
realizar de igual forma muestreos selectivos para el control de los
diferentes sistemas o equipos que puedan conformar la
instalacion.

En cualquier caso, en funcion del objetivo buscado se debera
escoger la muestra que se desee, considerandose el peor de los
escenarios posibles el agua embotellada al retirarla de los
animales.

Enviar para su analisis. Conservar en refrigeracion un maximo
de 24 horas.

Para el analisis microbiologico del agua es recomendable
neutralizar el desinfectante (20 mg. de tiosulfato de sodio por litro
deagua).

Métodos complementarios

Existen otras técnicas de control microbiolégico de
ambientes y superficies que se pueden usar como métodos
complementarios a los ya descritos, si bien su utilidad esta

limitada a aplicaciones concretas:

A) Test de proteina residual (ATP)

Con la aplicacion de las técnicas de bioluminiscencia, para la
deteccion de Adenosin Trifosfato (ATP) presente en todos los
seres vivos sobre las superficies, se puede validar y verificar la
eficacia de los procesos de limpieza y eliminacién de materia
organica. Los procesos de desinfeccion quedan fuera del control
deestetest.

B) Deteccién de patégenos por PCR

Permite la monitorizacion cualitativa de los patdgenos
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ambientales o de superficie mediante el muestreo con hisopos
sobre los conductos o filtros de extraccion. Esta técnica puede
resultar muy util como complemento de la monitorizacion
sanitaria de los animales, aunque es demasiado pronto para
valorar debido a su reciente desarrollo.

Consideraciones importantes

Se debe disponer de una hoja de trabajo en la que estén
incluidos todos los posibles sitios susceptibles de muestreos. Se
tenderd a escoger los puntos de muestreo en funcion del riesgo
de contaminacion, normalmente los puntos identificados con
masriesgo.

Debe de tenerse en cuenta que para hacer un muestreo
significativo sobre un area se recomienda coger al menos 5 placas
por superficie. Es decir, si por ejemplo queremos verificar el suelo
de una sala de alojamiento de animales, deberemos de tomar
cinco muestras del suelo de diferentes lugares aleatoriamente.

identificar las placas, numerando en un margen de la base
con un ndmero en pequeno (nunca en la tapa) conforme a la
numeracion existente en la hoja de trabajo.

Para los casos de las muestras ambientales (aires y/o
sedimentacion) como las de contacto, deberd haber trascurrido al
menos 12 horas desde la ultima actuacion de saneamiento del
area a muestrear, con objeto de evitar los efectos de los
detergentes y desinfectantes residuales.

En el caso del agua, identificar el recipiente con la muestra,
indicar la fecha de la toma de muestra y si corresponden a
diferentessitios, indicar los mismos.

Identificar en la hoja de trabajo los numeros de muestras que
setoman, indicando lafecha y firma del técnico que larealiza.

CONCLUSIONES /RECOMENDACIONES

De todos los datos obtenidos mediante revision bibliogréfica
y de las encuestas en los centros en Espafia se han constatado las
diferencias habidas en criterios de valoracion, en las frecuencias
de monitorizacion y control ambiental, asi como en los métodos
de toma de muestras microbioldgicas de ambientes, superficies y
aguasenanimalarios.

Por todo ello, los miembros de este Grupo de Trabajo hacen
una propuesta en la que se establecen unas recomendaciones

especificas para centros de alojamiento de animales de

experimentacién, teniendo en cuenta lo mencionado en el
parrafoanterior.

Ambientes y superficies

Puntos de control

Para realizar una correcta interpretacion de la calidad
microbiolégica del ambiente de un centro de alojamiento de
animales de experimentacién, se deberan chequear las
superficies y ambientes que estan en contacto con los animales.

En un animalario CNV, se deberia chequear preferentemente
elsueloyelairedelasala.

En un animalario SPF, daremos prioridad al chequeo del aire
de entrada, suelo, paredes y techos. En este tipo de instalaciones,
los racks ventilados (si se dispone de ellos) pueden ser otro punto
interesante de control ambiental utilizando un hisopo.

En un animalario NCB3 (Nivel de Contencion Bioldgica 3),
deberemos anadir ademas de los indicados en el SPF, la superficie
donde trabajemos con los animales (por ej., cabinas de
seguridad), asi como por criterios de contencién (por los
patégenos con que se estén trabajando) el drea de salida del
animalario (vestuario).

Siempre se deberan seleccionar muestras que representen la
totalidad de la instalacién, pero priorizando los focos de mayor
contactodelosanimales.

Es importante que se realice una seleccién de los puntos
criticos y que éstos queden reflejados y referenciados para
realizar el chequeo en los mismos puntos, en las mismas
condiciones de funcionamiento de la instalacion, el mismo dia de
la semana, por la misma persona y cualquier otra variable que se
pueda prever.

Recomendamos realizar el muestreo en funcionamiento
normal de lainstalacion.

Independientemente del tipo de animalario, debemos
también controlar todo el entorno inmediato a los animales; es
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decir, cubetas, rejas, biberones y cualquiera con los que los
animales puedan tener un contactodirecto.

En estos casos, las muestras se tomaran después del proceso
de autoclavado, desinfeccién o saneamiento del material, y
previo al uso por parte de los animales.

Parametros estudiados

Por consenso y en relacion a otros sectores con mayor
tradicién en la monitorizacién microbiolégica, los pardmetros
principales a monitorizar para ambientes y superficies seran los
aerobios mesdfilosy los hongos filamentosos.

Periodicidad

En funcion del objetivo, recomendamos la siguiente
periodicidad de control ambiental:

Antes de la apertura de una nueva instalacion de alojamiento
de animales se recomienda realizar una validacion del sistema de
climatizacion y de los procesos de limpieza y desinfeccion. Este
proceso debeincluir un control de ambientes y superficies tras los
procesos de limpieza y desinfeccion inicial. El personal debera de
acceder a las diferentes salas como si ya hubiera animales
alojados. Con ello, también se comprobara la eficacia sobre los
accesosenelanimalario.

Posteriormente, los controles ambientales se realizaran
mensualmente durante al menos 6 meses. Si se obtienen
resultados inferiores a los limites recomendados, se considerara
suficiente lafrecuencia trimestral.

No obstante, deben tenerse en cuenta los factores de riesgo
para establecer la periodicidad. En un mismo animalario podria
haber distintas periodicidades dependiendo de los riesgos de las
zonas, tipo de investigacion que se lleva a cabo (uso de agentes
infecciosos, etc), especies utilizadas, numero de personas
accediendo al drea, cambio de procedimientos de limpieza,
introduccion de nuevo personal u otros que pudieran afectar.

lores e senfunciondelti instalacio
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Limites recomendados de contaminacion microbiana
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(*} Aplicable cuando es una desinfeccion; en caso de autoclavado, aplica como sifuera un NCB3 o SPF.
Imagen sumlinistrada por la autoria

Limites recomendados de hongos filamentosos
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Accidoncorrectora

Si se obtienen resultados superiores a los limites
recomendados, se establecerdn acciones correctoras y se
revisaran los procedimientos de limpieza y desinfeccion,
aplicaciones, actuaciones especificas del personal, sistema de
climatizacion (filtros) y cualquier otro susceptible de revision. Se
deberian repetir los controles después de llevar a cabo acciones
correctoras, para verificar su eficacia.

Dentro de las posibles acciones correctoras, debe
considerase - en caso de valores superiores a los normales en los
suelos, paredes o techos - la idoneidad del desinfectante
utilizado, y si tenemos contemplado en nuestras rutinas de
limpiezay desinfeccion la alternancia de desinfectantes.

En los casos en gue tengamos pautas de higiene/
desinfeccién ya verificadas como correctas, es posible que por
algiin motivo puntual se obtengan limites superiores a los
recomendados. En estas ocasiones podemos realizar una
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nebulizacién (en ausencia de personal y animales) y repetir los
controles, para verificar su eficacia.

En el caso del aire, verificar la desinfeccion justo donde esté la
impulsion de entrada a la sala y posteriormente, si contintian los
problemas, verificar el estado de los filtros asi como la
estanqueidad de los mismos.

También se requiere un control sobre el personal que accede
al animalario y en qué condiciones. Independientemente del tipo
de animalario (CNV, SPF o NCB3), deberia de accederse con
calzado propio de la instalacidn, protegido con cubrezapatos,
ropa especifica y siempre guantes para la manipulacion de los
animales o los diferentes equipos.

Después de una accién correctora, siempre se verificara que
haya sido efectiva y se hayan alcanzado los valores
recomendables.

Agua

El origen del agua de bebida de los animales es muy distinto
(agua de red, agua mineral embotellada, agua autoclavada, agua
de osmosis inversa con paso por sistema de luz ultravioleta, u
otros).

Si bien los sistemas de desinfeccién o esterilizacion utilizados
pueden ser distintos, deben asegurar una calidad microbiolégica
aceptable paralos animales.

Punto de control

El punto de control estara en funcion del sistema: automatico,
botellatipo biberénuotro.

Se tomara una muestra del punto de salida de agua durante
suuso habitual. En el caso de biberdn, tras el periodo mas largo de
almacenamiento en el centro.

Pardametros estudiados

En base a lo establecido en el Real Decreto 140/2003 que
establece los criterios de calidad para aguas de consumo
humano, se recomienda verificar los siguientes parametros en el
agua de bebida de los animales de experimentacion: aerobios
mesdfilos a 22°C, aerobios mesofilos a 37°C, Coliformes totales,

Escherichia coli, Enterococo, Clostridium perfringens y
Pseudomonas aeruginosa.

Es de especial importancia el control del agua en animales
inmunodeprimidos.

Periodicidad

En animales estabulados durante mucho tiempo,
recomendamos una periodicidad de andlisis semestral, en caso
de animales inmunodeprimidos y para el resto de animales
trimestral.

En cualquier caso, deberia hacerse una analitica de agua
comominimo anualmente.

Valores recomendados

Limites recomendados en control de agua

:x't_{
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Accion correctora

Si los valores obtenidos superan los valores recomendados,
deberdn de tomarse acciones correctoras.

En el caso de agua de red, proceder a la desinfeccion del
punto desde donde se toma el agua para el llenado de biberones.
En algunos casos es posible, segun la construccion del ramal de
agua, proceder a una desinfeccién dela tuberia.
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Si hay una desviacién de valores después de un autoclavado,
verificar el proceso de esterilizacion del autoclave y el de
conservacion o almacenamiento del agua autoclavada (en cada
autoclavado se debe incluir al menos un control, para comprobar
que el ciclode autoclavado haya sido correcto).

En el caso de circuitos de agua de osmosis inversa con luz
ultravioleta incorporado, proceder a una limpieza del mismo
(incluyendo losfiltros). El tubo de luz ultravioleta debe de tener
un contador de uso de horas en marcha, ya que éstos pierden
eficacia aungue sigan funcionando (proceder al cambio segun
recomendacion del fabricante).

Siempre después de una accién correctora se verificard que
ésta haya sido efectiva y que se hayan alcanzado los valores
recomendables.
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