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11 termine *bioaerosol” e’ ﬁsato per descrivere
collettivamente il materiale particellare di origine
biologica -aerodisperso.

I biloaerosocl p;ésenti negli ambienti interni (indoor)
possono provenire da .fonti esterne e avere una origine
interna. legata alla diffusione e all’accumulo di materia
biologica e dal_suo_sviluppo su substrati idonei.

Le ﬁarticelle biologiché che si ritrovano e sono diffusé.
nell‘aria indoor sono costituite per la maggior parte da

batteri, wvirus, funghi dermatofiti, attinomiceti, ma anche

da frammenti di insetti e aracnidi. Inoltre, possono
ritrovarsi, come sastanze volatili e/o sclubili,
endotossine batteriche e, teoricamente, micotossine

funqipe, p:odoﬁti del mgtabolismo di micrqrgﬁnismi che
crescornoc sﬁlle superfiﬁi delle. strutture e éli'intérno ai
| appa;edchiafure. | |
Potenzialmente, qualsiasi substrato che comprenda uda'
fonte di carbonio ed acqua puo’ esseré utilizzato pef la
crescita d4di microrganismi‘ {cellulosa, 1lignina, .piastg;a,.
ecc;). In agni caso, comungue, un requisito necessario per
tutti { tipi 4i céntaﬁinazione aerea degli ambienti interni
e’ 1’ umidita’. |
Organismi saprofiti e patogeni possono essere emessi

parlando, tossende e starnutendo e rimanere diffusi



. nell’arla di ambienti chiusi per periodi di tempo variabili
a seconda della loro diménsione, della temperatura e
dell‘umidita’relativa ed essere cosi’diffusi negli ambienti
dai sistemi di circolazione d’afia eventualmente presenti.
Il numero di_microrganismi'diffusi parlando é'variabile, ma
uno starnuto diffonde 105 - 106 goccioline che sono un
importante veicolo di diffusione di microrganismi (1).

L*impiego di nuovi materiali e l'applicazioné di nuove
tecniche cos;ruttive e di arredo in ambienti destinati ad
uso abitativo o di laveoro, mentre da una parte hanno
‘introdotto una situazione  di miglioramento nella
funzionalita’' generale degli ambienti, dall’altra hanno
creato problemi di salubrita‘e igiene. Il rivestimento in
moguette deil pavimen?i, specialmente se éssociato al
éondizionémentq dell’aria, e’'un esempio, ;iportato sempre
-piu'-speséﬁ in lettgratura (2), éhe-risulta legdto a rischi
di. varia ‘natura: -fisica, chimico—tosqicolpgica,
micrebiologica. |

E’ noto, inoltfe, che una varieta’ di attrezzature
possono  costituire, nggii ambienti iﬁdoor, riserve
potenziali e siti di moltiplicazione per I microrganismi:
sistemi di risca;damento,' ventilézi&he e condizionaﬁento;.
nonche’ umidificatori, vaporizzatori e frigdriferi
autosbrinanti. Infatti 1l1l’acgua in essi contenuﬁa e’
generalmente stagnante e, gquando non pulita, costituisce un

ideale substrato di arricchimento per 1 microrganismi il



cul sviluppo dipende dalle caratteristiche dell’acqua:
tenore in elementi nutfitivi, PH e temperatura. In questi
apparecchi, l’acqua_stagnante, generalmente contaminata,
sovente e’ in contatte con una corrente di aria .in
movimento che puo’ raccogliere piccole pafticelle
{({batteri, antigeni) eltrésferirle néll’ambiente. Cosgi’,
correnti di aria prodotte par convezione da calore radiante
oppure da aria circolanﬁe meccanicamente, tramite s;stemi
ad aria fdrzata, possono mettére‘in'circﬁld e diffondere le
particelle biologiche che, se inalate, possono costituire,
un rischio per la éalute. |

I microrganismi possono essere diffusi nell’aria
associati a nuclei precursori della formazioqe di
gbccioline {droplet-nuclei), a goécioline e a polvere
{tabella 1).
‘ r droplet—nuclei 39n9_1e parttce1le piu® piccele: 'Qondlw
éosﬁituiti .da battéri e virus e loro :eéidui, rimangqno
'_sospési per lunghi periodi e §odo-trasportati da cérrenti
.d'aria. Quélli infefiori ai 5 um possono facilmente
penetrare negli alveoli dei pelmoni. E”™ stato evidenziato -
che qgueste particelle, in cui sono comprese anche' quelle
emesse éarlando © tossendo, poSsono essere implicate
nell’s-33% delle infezioni ospedaliere (3}.

Le goccioline e le polveri, a causa della loro alta
velocita’ di sedimentazione ricadone sulle  superfici

orizzontali: quelle di piu’grandi dimensioni ricadono entro



Tabella 1. Caratteristiche delle par:icallc di origine biologica aereodisperse
e sisteni di camplonamento adatti al loro rilevamento (l).

FONTI

PRODUZIONE

MODO DI .
DISPERSIONE

DIAMETRO
VELOCITA' DI
SEDIMENTAZIONE

SISTEMI DI
CAMPTONAMENTQ

POLVERE -

GOCCIOLINE

DROPLET NUCLEI

materiali solidi
cellulosa

pelle

pollini

attrito

diffusi in aria
da superfici.

- Possono ricadere

a8 1 m dalla fonte
di emissione

10 ~ 100 pm

5 - 300 om ~ s-l

Campionatori
centrifughi e
ratantci

fluidi da nase
a gola

atomizzazione
di fluidd

diffusi in aria
da tosss &
starnuti.
Posgono diffon-
dersi a distanze
superiori a

10 m

< 100 pm

<300 mm - s}

Campioratori
rotanti e
agpiranti

residul solidi
di goccioline
evaporate

evaporazione di
gocciloline

sospesi in aria.
Permangono per
Iunghi perfodi

2 -10 pm

<Smm - s

Campionatori
aspirantl e
filtranti




1 m dalla fonte di emissione. Le goccioline piu’ piccole,
durante ia diffusione in aria possono seccarsi e formare
quindi droplet-nuclei.

La contaminaéione dell’aria indoor e’ staﬁa messa in
relazione a fattori stagionali (4), meteorologici fs;,
oltre che a condizioni strutturali e microclimatiche
specifiche. (6,7) dei:. diversi ambienti considerati
fabitazioni, scucle, uffici, ospedali, fabbriche, ecc.). E*
stato dimoétréto infatti- {B}.che la §en£ilazione e la
ci:colazione di aria negli edifici 50n0 faftqri che possono.
indurre un incremento nella densita’ microbica dell’afia
interna. Riley (9) ha dimostrato il ruolo del sistema di
ventilazioﬁe in una epidemia di morbillo 1in una scuola
eiemenéare. Houk (10) ha evidenziatoc come la circolazione
d’aria in una nave era implicata in una epidemia di
;tubercolosi.__ _. | o
.'Studi_ quantitativi sulla ¢6n&entfazione' midgdbiéé. di
Spa;i intramurali sono stati principalméﬁté .s;éitil in
ospedali (11), scuole (1Z). e fabbriche (13}. Uno studio
sulla qﬁalita'ldall’aria di condotte di ventilazione di un
edificio con appartamenti di abitazione ha messo in rilievo
una concéntrazidne media di batteri di circa 17,2 UEC -m ™3
=1 aria (Unita’ Formanti Colonia per metro cubo). Se si
considerava l’'aria totale immessa (ciréa 400 w- midl }, la
densita’batterica media era, all’internc delle stanze,

. & - . .
Circa pari a 10 UFC per giorno. 1I valori - ottenuti sono



stati comunque considerati delle sottostime dei valori
reali in quanto 1la tecnica di campionamente non era
efficiente al 100%. 1 cocechi gram positivi erano i
pPiu’frequenti (73.9%), seguiti dai bacilli gram positivi
(14.2%), bacilli gram negativi (12.0%} e éocchi gr#m
negétivi (0.3%). Non era stato possibile evidenziare nessun
virus in 1200 m di aria (14).

Si deve- considerare, comungue che il rilevamento e
1'enumerazione dei microrganismi aerogeni dipende da
diversi fattori. Pfimo fra tutti la loro possibilita’ dji
sopfavvivere nell’aria.

E’' stato osservato che la perdita di wvitalita’ degli
organismi aerogeni e’il risultato di una serie di fenomeni
- complessi in cgiVsi individua una prima fase di mortalita
che procede rapiﬁamente e dura circa 1 minuto seguita da
una seconda in CUi il numero di organismi vitali declina
esponenzialmente (15, z16}.

¥ fﬁttori che governano la sopravvivenza, e quindi 1la
vitalita®” dei batteri dispersi nell’aria, sono numerosi.
Temperatura, umidita’relativa, dimensioni Qelle particélle,_
presenza di sosﬁanzé tossiche hanno un ruolo fondamentale.
.E’ stato dimostrato che 1la sopravvivenza e’ innanzi tutto
in relazioﬁe alle dimensioni delle particelle aerodisperse
S5Uu cui sono adesi i microrganismi stessi (17).
Sembra inoltre essere di. éarticolare importanza

l’influenza dell’'umidita’ (18}.



Gli studi effettuati a questo proposito sono numerosi,
anche se discordanti, Alcuni ricercatori (19) hanno
evidenziato che per 1 bicaerosol sono letali altj livelli
di umidita’relativa, mentre altri hanno dimostrato che sono
i livelli intermedi quelli in cui si creano le condizioni
piu’‘sfavorevoli per la sopravviveazé (20). Altri studiosi
(21) sostengqno, invece, che queste si associano a basse
percentuali di umidita’relativa. Ricerche svolte da Whathes
€ coll. (22) avrebbero messc in evidenza una correlazione
tra sopravvivenza di Escherichia goli aercogeno e umidita’
relativa per c¢ui risulterebbe che qﬁesto genere viene
eliminato nell’aria tanto piu’'rapidamente quénto piu’questa.
e’ secca e alta la temperatura. Infatti, a temperatura
intorno ai 15" C la secon&a fase (riduzione esponenziale) si
svolgerebbe, con 1l 50% di umidita’relativa, . 6 volte
piu’ velocemenﬁe _ch&_a livelli piu’elevati di umidita;. A
valori equivalenti di umidita‘’relativa, ma a 30°C, 1la
riduzione sarebbe ¢ volte piu’veloce che a 15,

Allo stesso modo, studi effettuati su Legionella (23)
hanno evidenziato che questo microrgaﬁismo puo’ essere
apcoré recuperato dopo agrqsolizzazione a diversi wvalori di
umidifa’dopo piu’'di 2 ore e che sopravvive piu‘a lungo con
valori di umidita’relativa intorno al 65%.

Il meccanisme con cui_ l'umidita” influenza la
sopravvivenza dei batteri: aerodispersi e’ stato

originariamente attribuito alla rapida evaporazione di



acqua libera dalle goccioline di aerosol immediatamente
dqpo aerosolizzazione e alla diffusione di acgua legata
délla cellula batterica. Tuttavia, Cox (24) ha dimostrato
che responsabile degli effetti dell’umidita’ e’'la pressione
di reidratazione, e nbn di disidratazione. Una atmosfera
umida favorisce 1la sintesi-di RNA, mentre in condizioni 4di
scarsa umidita’gli enzimi flavina-legati sono danneggiati
dall’azione dell’ossigeno. Tuttavia, l’'esistenza di un
elevato numero di processi letali concomitanti rende
difficile identificarne uno come causa'séecifica dell’
eliminazione di batteri dall’aria,

Gli studi.riportati in letteratura sulla sopravvivenza
dei virus negli aerosol sono altrettanto discordanti. Anche
in questo caso appare evidente una relazione tra
Soepravvivenza dei virﬁs e valpri di umidita’® relativa e
temperaﬁura. Tuttavia sembra che non si possa applicare ﬁna
semplice generalizzazione in quanto nelle stesse condizioni
ambientali ogni éipo di virus si comporta in modo
diversa,. Infatti, e’ stato evidenziato da Ijaz e coll,
(25) che alcuni virus ad RNA sopravvivono piu’é lungo a
bassi wvalori 4i umidita‘’relativa, .meﬁtre per altri dello
Stesso gruppo si verifica l’effetto opposto; Indagini
effettuate su rotavirus (agenti = eziologici di
gastroenteriti) hanno Permesso di osservare che questi
hanno migliori capacita’di sopravvivenza a medi e bassi

valori di umidita’ in contraste ad altri wvirus non



capsulati, come i poliovirus: i rotavirus si
comporterebbero quindi come molti tipi d&i virus capsulati
{26}.

In ogni caso sembra che le particelle virali aerogene
rimangano vitalli per un considerevole lasso di tempo (piu’
di 24 ore)} in condizioni favorevoli. Pur tuttavia queste
condizioni non sono le stesse per tutti i virus ed ‘essi
mostrano, rispetto ai batteri, una piu’ampia variébilita'di
comportaménto in relazione ai diversi parametri ambientali

(27).



10
1. ASPETTI SANITARI

Glji effetti sulla salute da parte dei biocaerosol
contaminanti dell’aria degli ambienti interni possono
essere 4i 3 tipi: patggéni, allergici, e.tossicologici.

E’ epidemiologicamente-'provata la trasmissione aerea
delle malattiel inféttive per contatto diretto o tramite
droplet-nuclei da perscna a persona - (agenti virali
dell’influeﬁza e delle maiattie ésantematiche, agenti
batterici della tubercolosi e della meningite). La
trasmissione di patogeni diffusi per contaminazione di
Strutture e di apparecchiature degli ambienti interni e’
invece dimostrata solo per le infeziomi da ngigngila sp.
{28).

~Oltre a bét;eri e virus anche alcuni funghi saprofiti
possonoc comportarsi' da opportunisti_éatoggni e causare
affezioni resﬁiratorie e sistemiche che possono diffondersi
dai polﬁoni ad altri organi (Aapgxgillgs fumigatys). Alcune
specie di Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladesporium
e Phialophora, riconosciute patogene, sono state isolate da
impianti di umidificazione (29).

L'incidenza delle infezioni tfasmesse dall’aria degli
ambienti interni dipende da diversi fattori: il numerc di
Persone infette che diffondono aerosol idfettiﬁi, il numero
41 persone suscettibili alla infezione, la permanenza

&ll'esposizione, la ventilazione dell’'ambiente, il potere
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11

di sedimentazione delle particelle aerosoclizzate e 1la
sopravvivenza dei patogeni nell’aria.

La contaminazione dell’aria degli ambienti indoor e’'stata
piu’ frequentemente e facilmente messa in relazione a
reazioni di tipo allergico. I funghi sono le particelle
aeree piu’comunemente associate a reazioni allergiche di
ipersensibilizzazione che péssono variare per intensita’ e
tipo: riniti allergiche, asma bronchiale e alveoliti
alleréiche. Queste ultime sono considerate le piu’ grévi
reazioni da sostanze sensibilizzanti comportando una gréndé
produzione di anticorpi IgG, ipersensibilita’cellulare e
formazione di granulomi Iinterstiziali .con progressiva
distruzione degli alveoli (30). I funghi aerogeni, che
includono spore e frammenti ifali, sono considerati tra i
maggiori contaminanti aerei degli ambienti indecor {31).

In tabella 2 e’ riportato il numero medio di funghi_isolapi
in.-abitazipni in cui erano presenti 6 no problemi di
contaminaiione aerea dé funghi (32). |
Studi micologici dell’aria hanno dimostrato che le muffe -
che si ¢rovano nell’aria indoor sono generalmente il
riflesso della' flora di base e spesso sono 1in basse
concentrazioni rispetto all’aria.esterna .(32). E' stato
evidenziato (33) che ‘nelle stanze di .appartamenti di
abitazione i problemi relativi a presenza di mdffe
generalmenté si veriﬁicano dopo prolungati o ripetuti danni

dovuti a perdita o stagnamento di acqua su una varieta’ di



Tabella 2. Numero medio di fungh{ rilevati durante analisi di campioni di
aria raccolti in abitazioni in cul erana presenti (+) o no (-)

problemi di contaminazione aerea (32),

GENERE

Alternaria

Aspergiliug

Beauveria

Cléddsporium

Fusarium

Miceli non sporigeni
Fenicillium
Rhinocladiella

Ulocladium

non identificati

media totala:m
@enery pid -
frequentt)

media totale.m >
generi isolaci)

numerc medio di funghi m_3 di ariaz -

(+)

65
591
43
759
30
34
138
5512

158

814

7595

(=)
47
16
12
253
18
12
32
219
12
24
24

61

597




materiali organici che possono comprendere legne, tessuti,
tappeti, carta da parati, 1libri, pelli, infissi, paglia,
vimini. Un’umidita’ relativa tra il 25% e il 70% influisce
favorehdo la concentrazione di spore fungine. In condizioni
normali, nell’'ambiente aereo esterno, la densita’di spore
fungine e’ superiore rispetto all’aria indoor. E’  stato
tuttavia osservato, <che , in condizioni di scarsa igiene o
in presenza di alti valori di umidita’, la concentrazione
puo’ aumenfare notevolmente e. risultare maggiore . che
all’esterno del 200-400% (29).

I Jdati ottenuti da analisi aeromicoiogiche di ambienti
domestici danno informazioni a livello di genere e hanno
mostrato variazioni stagionali e geografiche (34).
Cladosporium, Alfernaria, Epicoccum, Benicillium e
Aspergillus sono quelli prevalenti.

Un& ' studio condotte negli USA  sull’aria di 68
_Tgpparﬁéﬁenti hé.éegnal&to ﬁna.media'di 437,?_spore_ m ; con
val&ri' compresi_-tra 36 e 5984, gCladosporium e’ stato
identificato in tutti i campionamenti. Gli altri generi
iéolati'incluﬁevano Egnigilligm (91,2%), Alternaria (87%),
Ehisgcgnm .(52,9%), Aspergillus (48,5%) e Drechslera
(38,2%) (33). | | :

Le patologie da ipersensibilita’ sono state anche
associate alla presenza di altri microrganismi. In
particolare, la cosiddetta febbre da umidificatori e’stata

attribuita ad Attinomiceti termofili (Thermoactvpomycetes
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vulgaris) (35) le cul spore sono di dimensioni inferiori o
uguali a 1 um e.ad amebe di diverse specie (Acanthamoebsa e
Nggglg;ia) { 36, 37) con spere di dimensioni superiori o
uguali a 7 um. Anche lieviti come Sporotrix e Geotricum
‘sono stgti segqnalati come colonizzatori di impianti di
vaporizzazione (38). : -

Per qﬁanto attieqe -l'aspetto tossicologico dei
biocaerosol c¢’e’ da considerare che alcuni funghi sono in
'gradb di produrre potenti micoﬁossine. Meﬁtre, pero’ sono
conosciuti gli effetti sulla salute da ingestione di
micotossine, nulla si sa su gquellli dovuti alla loro
inalazione. Funghi come Aspergilius fumigatus e Aspergillus
paragsiticys sono patogeni, tossigeni e allergici. Le loro
spore contengono micotossine anche spesso a ~concentrazioni
molto  basse. Stachvbotris, Fusarium, Irichotecium,
Trichod ;, . . 1ing e .
producorio tossine che possono dare luoge = a
immunOSOppressione; lesioni gastrointestinali, 509§ressione
epatopoietica e delle funzioni riproduttive (39). Un
esempio di possibile intossicazione da micotossine e'quellé
associata al fungo Stachybotris che e’ un saprofita éhe
cresce su substrati ricchi di cellulosa con basse
concentrazioni di azoto e su substrati poveri come polvere
e carta delle pareti. Comungue, funghi tossigeni non sempre
producono le loro tossine, specialmente in vitro,

Numerosi studi (40, 41, 42) sulla c¢contaminazione aerea



sono stati effettuati in ambienti ospedalieri. ZInfatti
1l’analisi della qualita’dell’aria, in questi ambienti,
risulta di maggiore interesse se si censidera che
microrganismi virulenti o patogeni occasionali possono
venire 1in contatto con individui immunodepressi e gquindi
piu’facilmente esposti alle infezioni, Indagini svolte
(43, 44, 45) hanﬁo evidenziato che polveri diffuse
nell’aria dai pavimenti, dai letti, dai vestiti e dalla
pelle deil pazienti sono importanti Qeicoli di trasporto
per i microrganismi, come anche aeroscl da nebulizzatori e
da apparecchi di suzione (46, 47). |

Oltre al rischio per la salute legato alla diffusione di
funghi e lieviti (Aspergillus, Cryptococcus), negli
ambienti ospedalieri, risulta di particolare interesse
anche quello legato ai batteri aerogeni. E’ documentato
f'[43, 49, 50) che possonc verificarsi infezioni del tratto
fespiratcfio per 1inalazione 'di. 5;anhzlgggg;u§ aureus,
Streptococcus pyogenes, Eseudomonas aeruginosa, mentre e’
difficile dimostrare 1l'evenienza, tramite l'aria, di
contaminazione 4di ferite e ustioni. B’ stato suggerito (51)
che' Staphylococcus aureus puo’ rappresentare 1°'1% degli
organismi totaii diffusi nell’aria degli ambienti
ospedalieri. Quindi e’ stato calcolato che 17,5-35 UF
particeile-m_3(Unita’Formanti particelle per metrocubo) di
aria campionata possono essere significative nel causare

infezioni da parte di questo microrganismo. Campionamenti
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di aria effettuati durante le pulizie del pavimenti dai
lucghi di degenza, con wuna scopa, hanno dimestrato
che, 1in questo caso, si ha un aumento del 500% del numero
di organismi risospesi (52).

Nei . campionamenti di aria risulta difficile mettere
in evidenza 1la presenza di bacilli gram negativi, come
anche di Pseudomeonas agxugingsa; anche in prossimita’ di
pazienti con infezioni respiratorie da gram negativi per 1la
rapidita’ con cui qguesti microrganismi 'sono eliminati
nell’aria per disidratazione (4%). Allc stessoc modo, anche
se la diffusione aerea di Neisseria meningitidis e’ la
principale via di trasmissione di questa infezione, risulta
altrettanto difficile ritrovare questo microfganismo
nell’aria anche in presenza di persone infette (53}.

Soprattutte negli ospedali aerosol provenienti da torri
di raffreddamento e dé sistemi 4i aria condizionata sono
stati considéfati responﬁabili della diffusione di
Legionella (54). Aerosol originati dalla nebulizzazione di
acqua dai diffusori delle docce sono statl causa di
infezioni in pazienti immunocompromessi (5%). Comungue, il
rischio di contrarre l’infezione da_parte di individui sani
.risulta piuttosto basso, forse per la sua alta dose
infettiva. Il genere Legionella e’considerato responsabile
della maggior parte delle malattie respiratorie in ambienti
ospedalieri. E’ stato stimateo che dall’1 al 13% di tutte le

polmoniti che si verificane negli ospedali degli USA,
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Canada, UK, Germania sono provocate da arganismi
appartenenti a .questo genere, la cuil trasmissione, in
alcuni casi, e’ stata correlata direttamente alla qualita’
dell’aria fornita da sistemi di condizionamento {56].
Nonostante alcune riserve circa 1la sensibilita’ e
specificita’'del sistemi di monitoraggio, i seguenti wvalori
si possonoc considerare come indicato:i di riferimento delle
concentraéioni limite in ambienti indoor provyisti -di
sistemi di condizionamento d’aria:
- 1x103 unita’formanti colonia (UFC) in un m3 di aria
- lxlo6 funghi per g di polvere
- 1x10° batteri o funghi per mL di acgqua stagnante
Livelli superiori a tali wvalori non implicano

necessariamente condizioni insalubri o a rischio (57).
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Come recentemente raccomandato dalla ACGIH (American

Conference of Governamental Industrial Hygienists) (58}, in

generale, il campionamento di bicaeroscl dovrebbe essere
effettuato solo nei casi in cui si evidenzi una relazione
biuniveoca tra alcune patologie e contaminazione biolegica:
febbre da umidificatori, pneumoniti da iperseﬁsibilita’,
asma allergica e rinite allergica. Quando venga accertata
questa possibilita’e’consigliabile eseguire un soprallucgo
nell’ambiente interessate allo scopo di  individuare le
potenziali sorgenti di biocaerescl contaminanti guali:
materiali organici umidi o superfici porose umide. inoltre,
dovrebbero essere’ ispezionati tutti i siti che possono
rappresentaré potenziali serbatoi o amplificatori di
crescita 4di microrganismi, specialmente nei sistemi di
.condizionamento dell’'aria (HVAC) ( Heating Ventilating -
Air Conditioning}.

Nel <caso 1in cuil venga 1identificata una presumibile
sorgente di aerosol durante l’ispezione, e’'opportunco, anche
per—le successive analisi di campioni aerei, raccogliere ed
analizzare campioni "in massa" dalle presunte sorgenti {ad
esempio, campioni di acqua stagnante, di depositi dai
serbatoil di drenaggio, ecc.).

L’obiettivo primaric del campionamento dell’aria e’

l'identificazione della sorgente da cui si originano i

.

T T e e T T
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microrganismi contaminanti in modo tale da provvedere le
necessarie azioni correttive, 1Inoltre, puo’risultare utile
per 1’individuazione della sorgente contaminante la
classificazione dei microrgaﬁismi rilevati durante il
camplionamento. ‘

Il campionamento delle particelle di origine biologica
aerodisperse costituisce un problema notevolmente complesso
a causa della considerevole ampiezza del loro intervallo
dimensionale ed 'della loro enorme eterogeneicita’
qualitativa. Per quanto riguarda la valutazione del rischio
legato all’esposizione a bicaerosol contaminanti, sarebbe
necessario avere come riferimento dei protocolli che
stabiliscanoc quale tipo di campionamento sia il piu’ idoneo
per cilascun geﬁere di microrganismo da ricercare e come
dovrebberc essere interpretati i risultati.

I siétemi di -campionaﬁento attualmente . disponibili-
possono essere suddivisi in 3 principali categories:
campionatori gravitazionali, impattori iﬁerziali e sistemi
di filtrazione.

Il sistema gravitaéionale.si basa sia sull’effetto di
caduta .per gravita’, sia ‘su effetti inerziali. Le
particelle aeree vengono in tal caso lasciate depasitare su
determinate superfici di raccolta (generalmente superfici
di vetro'ricoperte di sostanze adesive o terreni di coltura
in piastra). Poiche’l’aria per sua natura non e’'mai ferma,

'la gravita’'in realta’ha un ruole molto poco importante in
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L

questo tipo di céhpionamento. In effetti, guesto sistema
puo’ essere considerato come un campionatore inerziale con
una componente gravitazionale che varia inversamente con la
velocita’dell’aria e la sua turbolenza (59). Questo metodo
non e’ mail volumetrico,. produce dati guantitativamente
errati per le spore di maggiori dimensioni (sodrastime], e
sottostima le particelle piu’ piccole che scno 4di maggiore
interesse sanitario. Sfoftunatamente esso e’ tuttora il
metodo piu’ usateo negli USA per il campionamento delle
particelle biologiche aerodisperse (59).

I sistemi basati sull’impatto inerziale sfruttano, per
i1 campicnamento dell’aria, il moto delle particelle. Essi
operanco in condizioni di wvelocita’” dell’aria éostanti
muovendo le ;uperfici di raccolta nell’aria stessa a
velocita’éostante oppure accelerando l’'aria per aspirazione
meccanica (pompa o ventole) sulla Superfiéie di raccolta
fissa. In questa categoria sono compresi gli impattori
rotanti, gli impingers a liquido e gli impattori aspiranti.

Gli impattori rotanti o centrifughi hanno una efficienza
di campionamenfo che wvaria con le dimensioni delle
particelle. Essa e’'soddisfacente per particelle biolegiche
con dimensioni comprese tra 20 e 10 pm (58). Particelle di
queste dimensioni comprendono tutti i tipi di pollini e una
grande varieta’di spore fungine, tra cui molte allergogene;
Tuttavia una gran parte di pateogeni umani non vengono

raccolti con efficenza sufficiente da questi strumenti.
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Gli impingers a liquido aspirano l'aria attraverso un
liquido, spesso dopo 1’impatto della corrente di aria

stessa su di una superficie solida sommersa. Essi sono

‘particolarmente utili per il campionamento di particelle

vitali e germinabili in situazioni di elevate
concentrazioni di aerosol poiche'il fluido puc’essere posto
in coltura dopo diluizione. Inoltre, gquesto metodo puo”
essere utile per il recupero di  sostanze ' solubili
{micotbssine, endotossine, antigeni) e per il campionémento
di batteri e virus,

Gli impattori aspiranti comprendono 1 campionatori a
fenditura (slit samplers, come il Burkard spore trap}, e
gli impattori a cascata (come_il tipo Andersen).

Nel primo tipo l"aria viene aspirata attraverso uno

stretto orifizia, che serve ad accelerare il flusso d’afia,

" situate wvicino .ad una superficie ricoperta 41 materiale

édesivo o a piastre contenenti terreni d4i coltura. Il tipo -
Burkard raccoglie le particelle su di un tamburo mobile
perméttendo .in tal modo campionamenti temporali
sequenziali. Negli impattori a cascata 1’aria entra
attraverso una apertura relativamente grande, quindi viene
accelerata gradatamente per passaggi successivi attraverso
piastre con fori via via piu'piccoli. L’impatto ‘avviene su
superfici poste sotto.ogni piastra perforata. Le particelle”
piu’ grandi impattano nelle zone a velocita’piu’bassa e le

piu’ piccole dove la velocita’ del flusso d’aria e
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maggiore. In tal modo viene a realizzarsi un campionamento
a selezione dimensionale. L’impiego di questi campionatori
ha mostrato che, mentre le spore fungine tendono a viaggiare
&ome singole unita’, i batteri molto piccoli sono invece
trasportati sotto forma di dispersioni aderentil a materiali
di supporto (goccioline, staglie di pelle, ecc.) (59). I
campionatori inerziali, in .genere, sono abbastanza
efficienti per un large spettro di tipi di §articelle,
tuttavia possono vefificarsi delle perdite: per deposizione
di particelle piu’'grandi lungo le pareti degli strumenti,
oppure a causa del superamento delle superfici di impatto
da parte delle particelle piu'piCColé.

Un sistema di campionamento che opera sulla base di
meccanismi di impatto inerziale, di diffusione e di
setacciamento, e’ costituito dalla filtrazione dell’aria su
adatti mezzi filtranti o membrane. L'efficienza di raccolta
delle pafticelle aerodisperse.in questo caso e’'molto vicina
al 100%. Il sistema di.campionamento e’molt§ semplice ed e’
realizzato usando uﬁ portafiltro di adatte dimensioni; in
cul e’ inseritoc un mezzo filtrante (membrana) di . adeguata
porosita’, connesso <con una pompa aspirante. I campi&ni
dfaria, raccolti su membrana, possono essere posti in
coltura direttamente sul terreno di crescita specifico per
1’organismo -che si vuéle ricercare ed esaminati poi al
microscopio, oppure possono essere rimessi dalla membrana

per lavaggio (eluizione) e quindi analizzatl con varie
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tecniche: microscopiche, biologiche, bicchimiche a
immunologiche.

Nella figura 1 vengono schematicamente riportate 1lea
dimensioni delle principali specie di particelle di origine

biologica -
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3. ANALISI DEI CAMPIONT

Le principali metodologie 4di indagine di campioni 4di
aria comprendono metodi di coltura diretta e analisi
biologiche, biochimiche ed immunologiche.

Con la metodica colturale diretta gli organismi raccolti
sul terreno di coltura, direttamente o per mezzo di
membrane filtranti, si evidenziano e si enumerano peréhe’si
sviluppano' in colonie (UFC)} e possono essere identificati
macroscopicamente, microscopicamente o mediante test
biochimici, Questa metodica puo’essere utilizzata gquando il
campionamento e’ effettuato con campionatori filtranti e
aspiranti (tipo Andefsen) e per enumerare i campioni
raccolti dopo eluizione-da membraﬁa oppure per analizzare
polveri e tamponi prelevati dalle superfici.’
| Il metodo dellfenumerazione diretta te‘ adattq ' pgr'
evidenziare, oltre alla_flora aerodispersa contaminante di
base, anche agenti infettivi come stafilococchi e funghi
patogeni, come Aspergillus fumigatus. Purtroppo, spesso le
colture in terreno agarizzato forniscono sottostime delle
densita’reali dei microrganismi presenti negli aerosol. Le
cause sono diverse:
~ alcuni organismi Thanno richieste di crescita molto
specializzate. E’ il casc di Legionella che, con i metodi
attualmente in uso, non si e'in grado 4i .evidenziare

routinariamente Infatrtl, per quanto il terreno per la sua
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crescita possa essere selettive e specifico, il suo
rilevamento guantitativo da’spesso risultati negativi o
valori piu’bassi di quelli reali.

— alcuni -microrganismi producono sostanze che possono
rallentare o inibire del tutto la crescita di altri, che
quindi non vengoﬁo rilevati.

~ una densita’ eccessiva di microrganismi sul terremoc di
coltura agarizzato. puo’ drasticamente ridurre,

quantitativamente, 11 recupero degli organismi ricercati

sia per la presenza di fattori solubili di inibizione,
sia per inibizione "da contatto" dovuta a crescita
adiacente. |

- con 1 campionamenti effettuati mediante filtrazione

w

dell’aria, 1la disidratazione e la conseguente morte dei
microrganismi dQurante il periodo di campionamento possono

-

diventare significativ1 e ridurne, 1in questo caso, il
numero . i

Nella ricerca dei saprofiti presenti nell’aria, come
avviene nel caso delle analisi microbiologiche delle acque
o dil qualsiasi campione di natura ambientale, si possono
utilizzare terreni che permettanc la crescita ad una larga
fascia di microrganismi (conta batterica totale). In guesto
caso la temperatura di incubazione deve essere mirata a
mettere in evidenza microrganismi di specifica natura

ambientale (25°- 30 °C), o di piu’ristretta origine umana

(30°- 37° C). Per il rilevamento dei funghi, patogeni e non,
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sono consigliati i terreni specifici che vengono di routine
usati nella microbiologia ambientale. Il Sabouraud, il Malt
extract agar e il rosa bengala, parailelamente all’'uso di
temperature adatte alla crescita di questi microrganismi
(22°- 25° C), sono ritenuti i piu’idonei (S58).

In tabella - 3 sono riportati i metodi e le
caratteristiche di campionamento dei bicasrosol (59).

Microrganismi . specifici, Quali stafilococchi,
attinomiceti, enterobatteri, ngignglla, richiedono l’uso
di metodiche e di tefreni Selettivamente adatti per la loro
ricerca.

L'enumerazione ¢ la successiva identificazione delle
colonie cresciute sul terreno di coltura dovrebbe essere
effettuata secondo le-indicazioni specifiche date dalla
casa di produzione del terreno stessoc. In égni caso  puo’
risultare wutile utilizzare microrganismi di controllo
Bacillus subtilis) per saggiare l'efficienza e la
sterilita’ dei terreni adoperati..:

Le colonie batte:ich& e fungine possono essere contate
mediante céntaéo;onie o pig'accuratamente mediante esame
microscdpico | (10x). Per la identificazione . e
classificazione dei funghi e’ comungue necessaria
un’esperienza in materia.

Bicaerosol contaminanti la cui presenza nell’aria, e non

necessariamente la loro wvitalita’ (pollini, spore non
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Tabella 3. Sistemi di camplopamento dei bioaerosol (59).

TIFO DI PRINCIFID FLUSSO DURATA DEL QUANTTTA' MINIMA
CAMPIONATORE OPERATIVO  (l-mia~l) CANPIONAMENTO OETERMINAAILE

CANSIGLYIATA {UFC)

Campicnatora Impatto se Lo{?) 1l nin 50

l.
cancrifugo strilsce d1 2
CaTTAND &~
garizzato
2. Iapingscs Izpaceo su 12.5 30 atn 3
di vetro liquide
3. lapattori & Iapacto su 30 - 700 . dipends dal apdellc a
fanditura plascrs di dalls circoscanze
(salic) (a, b} carrema a- .
garizzato
posts su
suparficia
rotante
4. Impactori a
cascats :
{1 = & actadie Impacco su W eld5 lolmn 22 o L6
singala agar in 2 1]
portacile (b} pilascra rodak
iL - & stadio Impatto su 28 ! min 35
siogolo agar in pia-
(a o) stra {100 om)
1ii= a I stadi Imspatto wu 25 1 min : 35
(c) 2 plastrs di ' '
tecrano aga=-
. rvizzaco (IO em)
5. Parcafileri Piltrazfone s [ -2 13 ~ 60 min 84 =-33
e £113ri - - wembrane
(cassscte) (a)
1. Non puo‘asesra calibrate. Piccolo, portatila, utils coma indicacors.
2. T fuoghi richisdono un agencsa temsicactive. Ucils per un ampio inter—
valla df conceatraxicai.
3. Fornisca dati di coucentraziome :u].].’lm di cempi lunghi. Ingombrante
Funzions a corrents &ltarzaca,
4, 1 « LTafficienza o' cirea il 40X 41 quella dol tipe 3, Portatile,
" utile comse indicatore.
ii ~ Efficisnza sinile al Cipo 3. Relactivamsate ingombracts. Funziona
a corysnts sltsrmaca.
11i— Coma 1l precedsncs, ma divide 1l campions in I frazioci: aerossl
Teapirabili ¢ oon respirabili.
5. Posaibilli sottostias per essiccamanto. Parcatila, bHasso costo. utile

come lodicators.

s = richisde powpa sspirante s {lussisetro.
b = lz pompa e' incorporata ¢ tl Flussa deve essars callbratoe.

¢ = Fichlade una pompa da vuoto com un flusso di 15 l-win ™7,
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germinanti), e’sufficiente a provocare effetti sulla salute
{ipersensibilita’ ¢ tossicita’), creanc problemi per quanto
riguarda la loro evidenziazione., In guesto caso possono
essere utilizzatl metodi biologici <¢he permettono di
evidenziare, la presenza di contaminanti in base a reazioni
di sensibilita’da pafte di individui allergici a specifici
antigeni.

La riﬁerca di micotossine che hanno una ben definita
struttura molecolare.e un Comportamento noto nei sisteﬁi di
cromatografia pueo’ essere effettuata con indagini
biochimiche (60). Per guesti studi possono anché essere
utilizzati metodi immunologici come 1°ELISA {enzyme-linked
immunosorbent assayi e 1l RAST (radio-allergosorbent test)
(61) che sfruttano la specificica’ antigenefanticorpq che

viene messa in evidenza anche tramite sostanze radiocattive

(62).

Si deve cﬁnsiaerare che, sebbene, questi metodi siano
attualmente i piu” efficaci nel rilevamento di
biocontaminanti dell’aria, possonc essere utilizzatli solo
nei casi in cui antigeni o tossine siano noti e devono

essere quindi usati per la loro ricerca quantitativa (58).
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4. STRATEGIE DI GCAMPIONAMENTO E INTERPRETAZIONE DEI
RISULTATI

In generale e’il tipo particolare di biocaerosol a cui e’
"rivolto l’'interesse che determina la scelta del sistema di
campionamento da utilizzare in associazioﬁe con la
specifica tecnica analitica. Per quanto e’ possibile, nel
caso di indagini mirate a specifici tipi di contaminanti
biologici, occorre identificare il particoiare metodo di
campionamentc che permetta di massimizzare la raccolta di
un particolare organismo ¢ gruppo di organismi.

Per i batteri, in genére, risultano appropriati:sisfemi
dI campionamento come gli impinger -a liquide o gli

impattori a cascata.

I campionatori a fessura (slit), . cosl’” come la
filtrazione su vari mezzi filtranti, associati ad una
tecnica di analisi ottica, vengonoe considerati piu”

vantaggiosi nel conteggio totale di spore fungine ed, in

particolar modo, nel caso di speore di grandi dimensioni

(Alternaria) (s8). | |
Tuttavia, poiche’ non esiste un solo metode di

campionamento-analisi che riesca a soddisfare tutte le

specifiche esigenze, e’ necessario adottare diversi
approcci, anche se nessuno di essi puo’ risultare
completamente idoneo. . In tal modo &' possibile la

determinazione di un wvasto spettro di microrganismi
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aerodispersi combinando 1'uso di diversi sistemi
campionatori, come quelli a fessura, gli impattori a
cascata dotati di pilastre con diversi mezzi di coltura, i
fileri e gli impingers (58}.

La preparazione di un corretto . programma di
campionamento ed analisi richiede i'imposfazione del volumi
da prelevare. Considerando che nella maggior parte delle
situazidni 50 UFC non costituiscono un problema di
contamihazibne, il volume del campione deve essere tale da
provvedere una sensibilita’ intorno alle S0 uFc,
Contemporaneamente . occorre evitare un sovraccarico,
specialmente nel caso dei campionatori attrezzati con
*piﬁstre di terreno di coltura. Inoltre, per ogni mezzo di
coltura e tipo di campiconatore usato in ciascun punto di
prelievo e’ opportuno raccoqliére urr numeroc minimd di
”;ampioﬁi.in doppio o in triplo. |

Il 3luogo e il periodo di campionamento devono essere
'stabiliti tenendo conto deileﬂ potenziali .sorgenti e
sﬁegliendo gli opportuni siti per i valori di riferimento
da usare nel confroato tra concentrazioni esterne ed
interne.

Di particolare importanza e’la scelta dei vari mezzi d4i
coltuk& e del 1loro controllo di qualita’e sterilita’,
nonche’ dei tempi e dei modi di incubazione. Nel caso
dell’analisi mediante conteggio diretto di colonie o di

spore sono importanti i criteri adottati nalIa_coﬁta (58).
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Bencﬁe’attualmente non esistano valori di concentrazioﬁe
s#andard di riferimento ai quali e’peossibile associare un
determinato rischio, tuttavia possono essere considerate
alcune. indicazioni sperimentali. Normalmente, durante la
stagione dello §viluppo; la concentrazione di spore fungine
aerodisperse nell’aria esterna oscilla tra 1000 e 100000
per m3 ., ILa coqcentfazione. negli ambienti interni non
contaminati, in‘ cui 1l’unica sorgente e’ rappresentata
dall’aria esterna, dovrebbe essere di norma circa meno di
un terzo della concentrazione presente all’'esterno,
Inoltre, 1le specie dei-componenti aerodispersi all’interno
dovrebbero essere gualitativamente le stesse che
all'esterno (S8). '

Per la valutazione del_contfibuto dell’aria esterna.alla
jpopolazions interna 4i bioaerbsol, il metodo -attualmenta
piu’ idoneo e utilizzato e’quello della classifiéazione
delle  specie piu;maggiormente rappresentate dal _puhto ai
vista quantitativo nei dﬁe tipi di ambiente (58).

La pianificazione statistica delle indagini ambientalil
mirate alla determinazione dei bicaercosol resta un compito

molto complesso e difficile. Cio’ e’ dovuto alla
interazione di diversi fattori specificamente ambientali
con fattori tipici dei siétemi di campionamento, ﬁonche'
delle diverse specie di microrganismi. Le stesse sorgenti

sono caratterizzate da una variabilita’ complicata che

produce relazioni non lineari e distribuzioni difficilmente



normali. Da cio’ consegue che nella maggior parte dei casi

e necessario utilizzare, per guanto possibile, metodi

statistici nen parametrici per il trattamento dei dati

(58).
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CONCLUSIONI

I biocaerosol possono essére una delle principali cause
del decadimento di gqualita’dell’aria degli ambienti indoor,

Sebbehe- le problematiche inerenti la contaminazione
biclogica dell’aria siano state affrontate da tempo, non si
hanno informazioni definitive confermate da risultati
significativi e le conoscenze al riguardo sono ancora, per
lo piu’, limitate e, in alcuni casi, frammentarie e
contraddittorie,

Infatti, noﬁostante la crescente attenzione rivolta al
problema, relativamente scarsé sono le informazioni sﬁlle
fonti, sui rischi_di esposizione ai -biocontaminanti aerei
da parte ‘degli indiﬁidui, nonche’sugli effetti per 1la
salute a breve e lungo termine. |

Per stabilire una strategia globale di svilupéo e di
approfondimento ‘del prbbléma e’'necessario quindi che 1le’
ricerche e gli studi venQano'indirizzati in piu’ direzioni,

L’agenzia americana per 1la pfotezione dell ’ambiente
(EPA) (63) ha pubblicato recentemente un rapporto in cui
vengono raccomandate delle linee di indagipne da sviluppare
e seguiré-nell’ambito dello studioc sulla biocontaminazione
aerea che possono essefe conéiderate come un utile
riferimento.

Risulta innanzitutto indispensabile metteré a punto

tecniche standardizzate di campionamento e di analisi e,--im
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base a queste, stabilire quali siano le concentrazioni

normali di fondo dei piu importanti a comuni
biocontaminanti dell‘’aria indoor nei diversi ambienti
(ospedali, industrie, uffici, scuole, abitazioni),

In seguitd, in considerazione delle concentrazioni di’

fondo della flora batterica e fungina aerodispersa, i

risultati ottenuti dalle indagini svolte potranno essere

utilizzati per «costituire la base di riferimento per

'effettuare valutazioni di rischio per la salute delie
popolazioni esposte.

Dovra’quindi essere presa in considerazione 1'influenza
sulla bioflora indoor di base che possono avere <c¢lima,
condizioni geografiche, fattori fisico-chimici (umidita’,
temperatura, ventilazione, presenza di sostanze di natura
chimica)], tipi di edifici, sistemi meccanici di aereazione,

superftici interne (mobili, taépéti, mogquette} e valori
.esterni dei bioéoﬁtaminanti. -

A questo riguardo sara’ necessario tentare di stabilire
relazioni dose-effetto per costituire la base scientifica
aa cul derivare eventuali valori 1limite di riferimento
oltre 1 quali il rischioc 4di esposizione Qiventerebbe
significativo: | da qui lo sviluppo - di programmi
epidemiologici.

Inoltre, le ricerche dovranno approfondire gli studi
sull’influenza dell’uso di sistemi di aereazione e

ventilazione forzata (HVAC) nel favorire l'accumulo e 1la



36

diffusione di agenti aerei infettivi e allergici ' (funghi,
Legionella), <che sono riconosciuti gquali céntaminanti in
ambienti indoor forniti di guesti sistemi.

Schematicamente le necessita’prioritarie per sviluppare
la ricerca nel campo della biocontaminazione aerea poséono
essere cosi”riassunte (63):

1. Stesura“ di rapporti che orientine la ricerca su
contaminanti biologici aereodispersi ed effetti sulla
salute ad essi associati. ‘

2, Messa a punto di metodologie di campionamento ed
anaiisi standardizzate.

3. Identificazione delle piu’ importanti classi ai
biocontaminénti aerei e definizione delle = 1loro
concentrazioni naturali 4i fondo negli ambienti indoor,

%. Studio del contributo dei sistemi -HVAC' sulle
concentrazioni.ihdoor dei.biocontaminanti;

La realizzazione di programmi di questo tipo costituisce
i; necessario fondamento scientifico a cui fare riferimento
per impostare piani 4i intervento-mirati alla eliminazione
di eventuali rischi per la salute e soprattutto alla loro

prevenzione,
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