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Para la microbiologia clinica, Mycobacterium tuberculosis
supone un microorganismo cuya manipulacion es dificil,
ya que entraia el riesgo de exponerse a un patogeno de
transmision principalmente aérea que requiere una
contencion de nivel 3. En estos momentos, la mayoria de
los accidentes en el laboratorio de micobacterias puede
reducirse mediante la practica de procedimientos
microbioldgicos adecuados, el uso de dispositivos de
contencion y proteccion y un disefo de las instalaciones
apropiado. La legislacion actual contempla el grado de
responsabilidad de las instituciones sanitarias y del
personal del laboratorio, y define especificamente el nivel
de bioseguridad requerido para el procesamiento de
muestras para micobacterias. El respeto a las
recomendaciones en contencion primaria y secundaria, asi
como el control sistematico del personal de laboratorio y
la elaboracion de planes de actuacion frente a accidentes,
contribuyen a minimizar los riesgos de ser infectado y
proteger a la comunidad.
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Biosafety recommendations in the mycobacteriology
laboratory and review of legislation

In clinical microbiology, Mycobacterium tuberculosis is a
difficult microorganism to manipulate because of the risk
of exposure to this mostly air-borne transmitted pathogen
which requires level 3 biosafety. At present, most
laboratory accidents involving mycobacteria can be
reduced by carrying out suitable microbiologic procedures,
the use of safety and protection devices, and the design of
appropriate installations. Current legislation defines the
level of responsibility of healthcare institutions and
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laboratory personnel and specifically stipulates the level of
biosafety required for processing specimens containing
mycobacteria. Adherence to primary and secondary safety
recommendations, systematic monitoring of laboratory
personnel, and the design of proactive plans to prevent
accidents help to minimize the risk of infection and provide
adequate protection for the community.

Key words: Biosafety. Mycobacteriology laboratory.
Legislation.

Introduccion

El personal de laboratorios clinicos y de investigacién
esta expuesto a un riesgo significativo de infeccién por pa-
tégenos; uno de los mas importantes es Mycobacterium tu-
berculosis. La incidencia de tuberculosis en el personal
que maneja muestras potencialmente contaminadas con
M. tuberculosis es de 3 a 9 veces més frecuente que la ob-
servada en individuos que no trabajan con ese tipo de
muestras'?. Las especies del complejo M. tuberculosis son
patégenos de transmisién fundamentalmente aérea, in-
cluidas en el grupo de riesgo 3 segun la directiva europea*
y la legislacién espafiola®. La inclusién de M. tuberculosis
en este grupo se debe a que puede producir enfermedad
grave y propagarse a la comunidad, pero para la que se
dispone de tratamiento eficaz. Otras micobacterias que es-
tan incluidas dentro del mismo riesgo biol6gico son Myco-
bacterium leprae y Mycobacterium ulcerans, aunque no se
han descrito infecciones en personal de laboratorio. Una
mencién deberia hacerse sobre la aparicién reciente de ce-
pas de M. tuberculosis multirresistentes (MDR-TB) y con
multirresistencia ampliada (XDR-TB)é que, a pesar de que
pueden producir infecciones de muy dificil tratamiento, no
reciben una consideracién especial por las clasificaciones
internacionales de riesgo biolégico. Tampoco se han docu-
mentado hasta la fecha infecciones accidentales por este
tipo de cepas multirresistentes en personal de laborato-
rio. Aunque son escasas las muestras remitidas que real-
mente contienen micobacterias patégenas (1-10%), en la
valoracion del riesgo que supone su manipulacién deben
considerarse 2 aspectos importantes. En primer lugar, la
dosis infecciosa (ID) en humanos es relativamente baja
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(IDg, 1-10 bacilos), mientras que un esputo de un paciente
bacilifero puede contener > 10° bacilos/ml de muestra’.
En segundo lugar, el tamario de los aerosoles que se gene-
ran en cada procedimiento. Las gotas pequeiias se secan
rapidamente, transforméandose en pequenos nicleos des-
hidratados (didmetro <5 um) que pueden permanecer en
el aire durante horas y ser inhaladas. Las gotas grandes
no se secan facilmente y pueden contaminar superficies y
dedos, y pueden dar lugar a contaminacién secundaria de
la boca y la cavidad nasal. En la contaminacién secunda-
ria hay que tener en cuenta que la supervivencia estimada
de M. tuberculosis es de 90 a 120 dias en el polvo, 105 dias
en papel y 45 dias en la ropa®.

En estos momentos disponemos de material, equipo y
conocimientos que pueden disminuir las infecciones ocu-
pacionales en el laboratorio. A pesar de ello, en una en-
cuesta realizada en nuestro pais en 26 laboratorios de mi-
cobacterias, mas de un tercio del personal observaba
deficiencias, como falta de sistemas de filtracién efectivos
0 presién negativa en la zona de trabajo®. Teniendo en
cuenta el riesgo inherente al manejo de muestras y culti-
vos para micobacterias, es importante revisar las norma-
tivas y recomendaciones que contemplan aspectos de bio-
seguridad en el laboratorio de micobacterias, considerando
tanto la contencién primaria como la secundaria y el con-
trol del personal.

Ademas de las distintas medidas que se desarrollan a
continuacion, la bioseguridad en el laboratorio de mico-
bacterias debe entenderse con una visién amplia que se
aplique a todas las actuaciones, y con una filosofia de mo-
nitorizacion continua tendente a minimizar, en todo lo po-
sible, el riesgo y las posibilidades del azar. Es por ello que
es necesario que los laboratorios dispongan de protocolos
de trabajo desarrollados de todas las técnicas relacionadas
con la instalacién, asi como de un manual de bioseguri-
dad propio que, ademas de la informacién sobre las medi-
das de contencién primaria, secundaria y de prevencién
sanitaria del personal, contemple las operaciones, la fre-
cuencia y los criterios de aceptacién de las revisiones de
mantenimiento, asi como las actuaciones en caso de inci-
dentes y accidentes. La eficacia de estas medidas exige
que todos los trabajadores del laboratorio de micobacterias
las conozcan.

Contencion primaria

La contencién primaria protege de una forma inmediata
al personal mediante varias medidas: una practica micro-
biolégica adecuada y las medidas de barrera de tipo pri-
mario, como los equipamientos de seguridad y los equipos
de proteccién individual (EPI). Las practicas microbiol6-
gicas adecuadas constituirian las normas universales,
como no comer en el laboratorio, no pipetear con la boca,
eliminacién adecuada de residuos, lavado de manos al sa-
lir del laboratorio, etc., recogidas en la nota técnica de pre-
vencién del Instituto Nacional de Higiene y Seguridad en
el Trabajo (INHST)!° y detalladas en las recomendaciones
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)!! y de los
Centers for Disease Control (CDC) norteamericanos!2. A
estas recomendaciones universales hay que anadir las
practicas propias de un nivel de tipo 3, como el acceso li-
mitado o restringido al personal autorizado por el respon-

sable del laboratorio, cierre obligatorio de las puertas de
acceso, control periédico del personal, restriccién del uso
de material de vidrio y jeringas, asi como la obtencién de
sueros iniciales del personal. Hay que tener en cuenta que
el equipamiento de seguridad o la ingeniera de ventilacién
mas sofisticados no suplen un procesamiento inseguro o
una rutina no controlada.

Equipos de proteccion individual

Respecto a los equipos de proteccién individual, tanto la
normativa europea* como la espafiola® coinciden en que
debe ser la institucion sanitaria la encargada de proveer
de la ropa y los equipos de proteccién individual necesa-
rios, asi como de su lavado, descontaminacién y, si es ne-
cesario, su destruccién. El tipo de EPI que se debe utilizar
no se especifica en estos documentos, pero esté incluido el
uso de guantes, batas y mascarillas en la nota técnica de
prevencién elaborada por el INHST%!4 aunque no se con-
sidera necesario el empleo de calzado especifico.

Una descripcién més detallada del tipo y el uso que se
debe dar a los EPI se encuentra en las recomendaciones de
la OMS!!. El tipo de bata apropiada debe ser de abotona-
dura trasera y de manga que cubra todo el antebrazo. Es
importante el uso de guantes, incluso durante todo el con-
tacto inicial con las muestras, sobre todo teniendo en cuen-
ta que se ha detectado contaminacién con M. tuberculosis
en el exterior del 6,5% de los contenedores de muestras cli-
nicas'®. En la actualidad, no existen guantes especificos
frente al riesgo biolégico. Se considera que los guantes im-
permeables que superan los ensayos de resistencia a la pe-
netracion (al agua y al aire), y se ensayan segun la Nor-
ma UNE-EN 374-2, protegen de forma suficiente, aunque
no frente a perforaciones o cortes. Respecto a la utilizacién
de mascarillas respiratorias u otros dispositivos de protec-
cién respiratoria, se restringe la recomendacion de su em-
pleo a procedimientos de alto riesgo, como limpieza de de-
rrames o apertura de cultivos fuera de una cabina de
seguridad. El diseno de estas mascarillas debe responder
a las especificaciones de eficacia filtrante de FFP3 segin
la ISO/CD 16900-2 para proteger de agentes biolégicos, y
pueden ser desechables o de uso personal. Las mascari-
llas quirtrgicas no se consideran equipos de proteccién
respiratoria, segin la Resolucion de 25 de abril de 1996,
de la Direccién General de Calidad y Seguridad Indus-
trial. Un aspecto importante recogido en la legislacién es-
pafola y europea® es la obligacion del personal del labo-
ratorio de quitarse las prendas protectoras, aunque no
requiere cambio de vestuario completo, asi como los guan-
tes y mascarillas al salir de la zona de trabajo y que sean
almacenadas, o si es necesario destruidas, en lugares se-
parados de otras ropas de trabajo.

Equipamiento de seguridad

Los equipamientos de seguridad incluyen equipos como
las cabinas de seguridad biolégica, centrifugas de seguri-
dad, autoclaves y contenedores de transporte y de re-
siduos. La necesidad de un equipamiento de seguridad
se menciona en la legislaciéon*®, pero no se detalla ni se
especifica el tipo de equipo que debe emplearse durante el
procesamiento de las muestras o los cultivos. Existe una
diferenciacién en cuanto al riesgo biolégico entre las dife-
rentes fases del procesamiento de muestras. Técnicas
como la realizacion de extensiones para tincién o apertu-
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TABLA 1. Medidas recomendadas para laboratorios de nivel 3 de seguridad biologica*>!-1%%

Organismo®
Medidas ASM Unién Europea
CDC-NIH (Manual Clin OMS-WHO Directiva Espaiia
(BMBL 5° ed) Microbiol, 9.* ed) (LBM 3.* ed) (2000/54/CE) (RD 664/1997)
Separacion fisica de Si Si Si Aconsejable Aconsejable
otras areas de trabajo
o pasillos
Filtrado del aire a Si Si Si (dependiendo Si, para el aire Si, para el aire
través de filtros HEPA de los patégenos) extraido extraido
Acceso restringido Si Si Si Si Si
Presion negativa Si Si Si Aconsejable Aconsejable
respecto a la atmosférica
Superficies Si Si Si Si, para el banco Si, para el banco
impermeables y de fécil de trabajo y suelo  de trabajo y suelo
limpieza
Area de trabajo Si Si Si Aconsejable Aconsejable
precintable para su
desinfeccion
Superficies resistentes Si Si Si Si Si
a sustancias quimicas
Ventanillas o dispositivos No especificado No especificado No especificado Aconsejable Aconsejable®
alternativos para poder
ver a los ocupantes
Laboratorio con equipo Si Si Si Aconsejable Aconsejable®
propio
Uso de cabinas de Si Si Si Si Si
bioseguridad para
manipulacién de muestras
o cultivos
Disponibilidad de autoclave Si Si Si Si Si
o incinerador (disponible) (disponible)
Acceso a través de doble Si Si Si No especificado No especificado®

puerta de cierre automaético

Controles periédicos del Si¢ Si
personal mediante prueba
tuberculinica o equivalente

Recomienda controles No especificado®
periddicos, sin

especificar la técnica

No especificado

2Para las abreviaturas de los organismos, véase texto.
’Recomendado en la Guia técnica del INSHT™.

‘Recomendado en Guidelines for Preventing the Transmission of Mycobacterium tuberculosis in Health-Care Settings®!.

ra de contenedores con muestras clinicas pueden llevarse
a cabo en una contencién de nivel 2 segin las recomenda-
ciones de los CDC*2. Sin embargo, durante la fijacién de
las extensiones se pueden generar aerosoles'®, por lo que
este procedimiento deberia realizarse en el interior de ca-
binas de seguridad'>!'”. Adem4s, hay que considerar que
pueden originarse derrames durante el manejo de mues-
tras clinicas, por lo que la OMS'! y la guia técnica del
INSHT! difieren en este aspecto de las indicaciones de
los CDC y recomiendan la apertura de los contenedores
de muestras en la cabina de seguridad. Las recomenda-
ciones de la OMS y de los CDC especifican la necesidad
de cabinas de seguridad (tipo I, II o III) para toda apertu-
ra de cultivos micobacterianos y todos los procedimientos
que impliquen generacién de aerosoles, como pipeteo u ho-
mogeneizacion con agitadores o vortex.
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Cuando se llevan a cabo extracciones de ADN o ARN
mediante reactivos comerciales, sonicacién o mediante
inactivacion térmica, no se suele tener en cuenta la su-
pervivencia de M. tuberculosis tras estos procesos. Se ha
estudiado que entre un 8 y un 77%'%1° de las muestras
pueden contener bacilos viables tras ser tratadas para ex-
traccién de acidos nucleicos o proteinas, por lo que, cuando
los diferentes procesos de inactivacion y extraccién no pue-
dan garantizar su total inactivacién, deben manipularse
en cabinas. El uso correcto de las cabinas de seguridad que
describen las guias incluye la colocacién de todo el mate-
rial necesario para el trabajo en su interior, priorizando
el equipo que pueda generar aerosoles en la parte poste-
rior, el flujo adecuado de trabajo dentro de la cabina y su
funcionamiento continuo las 24 h del dia, aunque las de
tipo ITA pueden apagarse después de su uso.
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Otros dispositivos de contencién fisica son las centrifu-
gas de seguridad para la concentracién de las muestras tras
la descontaminacién que, segtin las recomendaciones de la
OMS", deben disponer de cubetas de seguridad antiaero-
soles o rotores de contencién. Una alternativa posible, si
sélo se dispone de una centrifuga que careciera de sistema
antiaerosol, o en el caso de microcentrifugas sin tapas de se-
guridad transparentes, es su utilizacion en el interior de
una cabina de seguridad bioldgica, aunque podria suponer
el requerimiento de varias cabinas de seguridad para el
trabajo diario. A este instrumental de contencién primaria
de tipo fisico hay que afiadir los contenedores secundarios de
transporte de muestras, que la OMS recomienda que sean
estancos. Se valora también la conveniencia de una auto-
clave en el laboratorio de micobacterias para el tratamiento
de todo residuo. No se requiere el autoclavado de los resi-
duos en el interior del laboratorio de micobacterias si el ma-
terial de desecho es transportado fuera mediante contene-
dores herméticos, irrompibles e impermeables.

Contencion secundaria

Las barreras o medidas de contencién secundaria son
fundamentalmente las establecidas en las instalaciones
en las que se manipulan cepas o muestras con micobacte-
rias, asi como la regulacién de la eliminacion de residuos,
las condiciones de obtencién y transporte de las muestras
hasta el laboratorio y las normas de acceso de personas a
estas dependencias.

Transporte de las muestras

Contempla el periodo desde la obtencién de las muestras
hasta su recepcion en el laboratorio de micobacterias. En
general, pueden establecerse dos situaciones: el transpor-
te interno dentro de un mismo centro hospitalario o labo-
ratorio y el transporte externo. Este dltimo puede ser, a su
vez, entre centros de una misma ciudad o de diferentes
ciudades o paises, pudiendo intervenir distintos métodos
de transporte. En ningin caso deben transportarse mues-
tras directamente en la mano.

Para el transporte interno deben usarse contenedores ri-
gidos, de facil limpieza y con materiales absorbentes en
su interior que impidan la extravasacion, por ejemplo, las
neveras portatiles. Las muestras en su interior deben ubi-
carse en otros recipientes que impidan su movilidad, como
gradillas de seguridad cuando sean tubos. Son més ade-
cuados los contenedores con asas que permitan transpor-
tarlos cerca del suelo para evitar roturas en caso de caida.
Dentro del hospital o centro es conveniente seleccionar la
ruta que evite el contacto con el publico, usando ascenso-
res y pasillo de uso médico™'.

En el transporte externo pueden utilizarse servicios de
mensajeria, paqueteria, correo u otros sistemas de envio.
Existen unas normas y recomendaciones internacionales
sobre las condiciones de envio y de embalaje. Las normas
parten de recomendaciones de la OMS?® adoptadas por la
ONU y organizaciones internacionales de transporte, ac-
tualizadas en 2003 y 20042122, Las sustancias infecciosas
se clasifican en la clase 6.2 y las muestras con M. tubercu-
losis, al igual que las restantes con agentes biolégicos que
afecten a humanos, corresponden a la identificacion ONU
2814. Como norma general, no est4 permitido el transpor-

te de sustancias infecciosas sin identificar y las companias
aéreas no permiten que los pasajeros las transporten en la
cabina ni tampoco utilizando valija diplomatica. El con-
ductor del vehiculo o responsable del medio de transporte
ha de conocer la naturaleza del material que transporta y
las medidas a tomar en caso de rotura o derrame del con-
tenido de los recipientes.

Deben usarse contenedores internacionalmente homolo-
gados de forma que los embalajes consten de 3 capas: a) un
recipiente primario, de vidrio o plédstico de buena calidad,
capaz de cerrar herméticamente y en el que se coloca la
muestra; el recipiente primario ha de envolverse en mate-
rial absorbente como algodon, celulosa o toallas de papel,
en cantidad suficiente para absorber el contenido si se vier-
te; b) un recipiente secundario que contenga al primario,
utilizando material de relleno para evitar movimientos del
contenedor primario, y ¢) un contenedor externo, de material
suficientemente resistente para protegerlo de influencias
externas. En este dltimo estan las etiquetas de identifica-
cién de destino y procedencia, asi como la sefial indicativa
de riesgo biolégico.

Generalmente, el punto de recepcion es el laboratorio de
microbiologia. Es necesario establecer un sistema de ven-
tanilla para impedir el acceso al interior a personas ajenas
al servicio. La manipulacién de contenedores y recipien-
tes ha de hacerse en el interior de cabinas de seguridad
biolégica. Si en el momento de la recepcién existen dudas
sobre la integridad de las muestras en el interior de los
contenedores o de los recipientes, han de introducirse en
una bolsa de pléstico y abrirlos en el interior de una cabi-
na de seguridad o proceder a su esterilizacion.

Acceso al laboratorio de micobacterias

La legislacién y las normativas espanolas e internacio-
nales establecen las condiciones que deben cumplir las
dependencias que manipulen muestras o cepas de micro-
organismos clasificados en el grupo 34511223 1,35 instala-
ciones donde se lleven a cabo deben estar fisicamente se-
paradas del resto del laboratorio de microbiologia. El
acceso ha de llevarse a cabo mediante un sistema de do-
ble puerta que asegure que la instalacién siempre esté ce-
rrada y sellada, y se recomienda que sean de apertura au-
tomatica. Entre ambas puertas puede existir una antesala
con vestuarios. En lugar visible debe colocarse el simbolo
de peligro biol6gico internacionalmente aceptado. Es acon-
sejable que el laboratorio de micobacterias esté dotado de
una ventanilla de observacién o cdmaras que permitan ver
a sus ocupantes, asi como poner de manifiesto accidentes o
incidentes que puedan ocurrir*®. Asimismo, el acceso ha
de estar restringido a personas relacionadas con el labo-
ratorio de micobacterias o expresamente autorizadas para
realizar tareas de mantenimiento o similares, que deben
llevar ropa protectora (bata u otro tipo de equipo) de uso
exclusivo en el laboratorio, nunca ropa de calle. Por otra
parte, la guia técnica del RD 664/1997% indica que esta
prohibida la entrada en instalaciones de contencién tipo 3
a las personas con elevado riesgo de contraer infecciones o
aquellas para las que puedan resultar especialmente peli-
grosas. En el resto de los casos, el Real Decreto 664/1997
obliga a realizar una evaluacién de riesgos de todo el per-
sonal que vaya a trabajar en estas instalaciones, y es obli-
gatorio mantener un registro de éstos durante un periodo
de 10 afios>.
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Diseiio de las instalaciones

El sistema de ventilacién de la instalacién es una de las
medidas més importantes en la estructura fisica del labo-
ratorio de micobacterias (tabla 1). Asi, la entrada y la sa-
lida del aire han de estar canalizadas, de forma que el aire
entre en el laboratorio de micobacterias desde las zonas de
acceso al interior y que el aire de salida vaya directamen-
te al exterior, sin recirculacién y limpiado mediante fil-
tros HEPA antes de salir. Los filtros HEPA han de estar
dispuestos de forma que permitan ficilmente su revisién y
cambio cuando sea necesario. Para asegurar el flujo de
ventilaciéon adecuado, la legislacién espafiola®!? y de la
Unién Europea* consideran recomendable la instalacién
de un sistema de presién negativa. Normativas de otras
instituciones obligan a esta instalacién!12%, Kl sistema de
presion negativa poseera dispositivos que permitan moni-
torizar la integridad de su funcionamiento por parte del
personal del laboratorio. En este sentido, cabe instalar
alarmas sonoras y/o visuales que indiquen cambios en el
sistema de presién negativa!'-??, Si hay tomas de vacio,
también deberan dotarse de filtro HEPA. Las superficies
de paredes y techos deberan estar disefiadas de forma que
permitan el funcionamiento del sistema de ventilacién sin
fugas. Estas superficies, ademads del suelo, deberan ser im-
permeables y permitir su limpieza y desinfeccién. La ins-
talacion de aire acondicionado y calefaccién debe ser inde-
pendiente de la del resto del laboratorio de microbiologia,
de forma que no comparta circuito de aire. Ademas, debe-
ran calcularse los flujos de corriente para que no alteren la
presién negativall.

Las normas que establecen los CDC'? para la contencién
de M. tuberculosis indican que pueden ser aceptables la-
boratorios de micobacterias que no cumplan estrictamente
los requisitos estructurales de la instalacién, por ejemplo
respecto al sellado de paredes y techos, siempre y cuando
se mantengan el flujo direccional de aire desde la entrada
al laboratorio hacia la salida al exterior mediante filtros
HEPA y sistema de presién negativa.

El laboratorio de micobacterias debe poseer un sistema
de seguridad para almacenar agentes bioldgicos, y es acon-
sejable que los materiales y reactivos sean de uso propio,
no compartido con el resto del laboratorio de microbio-
logia*510-1223.24 También debe existir en el laboratorio un
lavabo, que pueda accionarse con el pie o con el codo. Asi-
mismo, las tuberias o cafierias en el interior del laborato-
rio de micobacterias deberdn estar debidamente protegi-
das para permitir su limpieza y desinfeccién, y deberan
poseer mecanismos que eviten el reflujo de agua de llega-
da a la instalacién''. El manual de bioseguridad de la
OMS indica que la limpieza de los materiales y superficies
de trabajo y estructurales del laboratorio debe realizarla
personal del laboratorio!!. Del mismo modo, las poyatas,
las mesas y el mobiliario deberdn ser de materiales ro-
bustos, de facil limpieza y resistentes a 4cidos, dlcalis y di-
SOlVenteS4’5’10-12’23’24.

Debe asegurarse de forma periédica el mantenimiento
y revision del funcionamiento de los sistemas de ventila-
cién y filtrado HEPA. La legislacion espanola®'® y de la
Unién Europea* no indican con qué periodicidad han de
llevarse a cabo, aunque los CDC'? seiialan que debe ser
anual. Las normas de la OMS! no hacen mencién respec-
to a los laboratorios con contencién tipo 3, aunque indican
que en los laboratorios tipo 4 los filtros HEPA deben revi-
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sarse anualmente. Otras normas, como la Guia de biose-
guridad canadiense?®, especifican los rangos de las condi-
ciones fisicas, leidas por manémetros u otros dispositivos
indicadores, que aseguran un buen funcionamiento y, por
tanto, cudndo debe calibrarse o cambiarse la instalacién.

La legislacién espafiola®!? también indica que debe dis-
ponerse de un control eficiente de vectores, como roedores
e insectos, con procedimientos de desinfeccion especifica-
dos, y considera aconsejable que pueda precintarse para
su desinfeccion.

Desinfeccion y eliminacion de residuos

El uso de desinfectantes esta reservado para cuando no
sea posible la esterilizacién. En la practica, deben aplicar-
se para la limpieza de superficies, materiales y neutrali-
zacion de derrames y vertidos. Su efectividad esta influida
por diversos factores, como son la presencia de materia
organica (sangre, esputo, tejidos y otras muestras), que
disminuyen la actividad de los hipocloritos, por la tempe-
ratura, la humedad relativa, la concentracion del desin-
fectante y su tiempo de contacto. La eleccion del desinfec-
tante adecuado es compleja debido a la amplia gama de
oferta existente, aunque, en general, la mayoria contiene
alguno de los siguientes compuestos o combinaciones de
ellos: compuestos de cloro, de amonio cuaternario, de yodo,
de fenol y de alcoholes. Atendiendo a su espectro de accién,
se dividen en desinfectantes de actividad elevada, inter-
media y baja. Entre los primeros destacan los aldehidos, el
peroxido de hidrégeno y el dcido paracético. Los compues-
tos de amonio cuaternario se consideran de baja actividad.
Los de actividad intermedia son adecuados para el uso en
instalaciones en que se manipulen muestras o cultivos con
M. tuberculosis. En general, requieren un tiempo minimo
de 20 min de contacto y comprenden los compuestos de clo-
ro, fenol, yodo y los alcoholes. De los compuestos de cloro,
el mas usual es el hipoclorito sédico y de ellos la lejia do-
méstica. Se utiliza habitualmente en la limpieza de super-
ficies y suelos, a concentracion de 1 g de cloro/l (dilucion
1/50 de lejia doméstica) para desinfeccién limpiay de 5 g
de cloro/l (dilucién 1/10 de lejia doméstica) para desinfec-
cién sucia (derrames o presencia de materias orgdnicas).
La eleccion de los desinfectantes se basa en diversos crite-
rios, como son su actividad germicida, los efectos téxicos o
irritantes para las personas, su efecto corrosivo sobre los
materiales de metal y su persistencia residual después de
su utilizacion (tabla 2)1%12,

Los materiales contaminados, liquidos y sé6lidos, han
de depositarse en contenedores apropiados y deberan es-
terilizarse antes de su eliminacién. Si se dispone de au-
toclave en el interior del laboratorio de micobacterias, se
esterilizardn antes de trasladarlos fuera de la instala-
cién. Si no es posible, se sacaran los desechos para este-
rilizar en el interior de contenedores herméticos que no

puedan romperse ni verterse y debidamente precinta-
dog5-10-12,23,24

Instalaciones radiactivas

En la actualidad, todavia hay en funcionamiento equi-
pos semiautomatizados para la deteccién de micobacterias
mediante cultivo en medio liquido marcado radiactiva-
mente. Estos sistemas, ademaés de las consideraciones so-
bre seguridad biol6gica anteriormente expuestas, deben
cumplir obligatoriamente la normativa legal vigente sobre
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TABLA 2. Caracteristicas de los desinfectantes tuberculocidas utilizables en laboratorios de microbacterias™

Tipo Concentracion Mecanismo Ventajas Inconvenientes Efectos sobre las
personas
Compuestos de fenol 0,4-0,5% Desnaturalizaciéon Baratos Téxicos, corrosivos, Irritantes, toxicos,
de proteinas residuos corrosivos
Todéforos 75 ppm Yodacién y oxidacién Baratos Caros, inactivados Irritantes de piel
de proteinas por materia organica y mucosas
Glutaraldehido 2% Entrecruzamiento No corrosivo, Vapores irritantes, Irritante, toxico
de proteinas no se afecta por téxico
otros compuestos
Hipoclorito 500 ppm Inactivacién Barato Téxico, corrosivo, Téxico, corrosivo
(cloro libre) enzimaética inactivado por
materia orgdnica
Peréxido de hidrégeno 3% Radicales libres Estable Caro, corrosivo -

instalaciones radiactivas, incluidos los controles del perso-
nal que marca la ley en funcién de este riesgo®.

Control de personal

Al margen de las medidas de contencién descritas pre-
viamente, una parte muy importante del control biolégico
en el laboratorio de micobacterias descansa en el estable-
cimiento de medidas destinadas al seguimiento y preven-
cién de la enfermedad en los trabajadores. Este punto es
especialmente importante, por cuanto, en numerosas oca-
siones, las medidas de contencién pueden no aplicarse co-
rrectamente, bien por ausencia de éstas, bien por desco-
nocimiento del personal técnico, tal y como se estableci6 en
diversos estudios®%.

De acuerdo con la Ley de Prevencién de Riesgos Labo-
rales, es responsabilidad del trabajador el uso de los me-
dios aportados para la prevencién por parte de la empre-
sa?’. El establecimiento de protocolos especificos para el
seguimiento de los trabajadores es fundamental. En la ac-
tualidad, la legislacién vigente*® no establece normas es-
pecificas para el seguimiento del personal en los laborato-
rios de nivel 3 de seguridad biolégica en general, y del
laboratorio de micobacterias en particular. No obstante,
si que establecen como responsabilidad del empresario o
de la institucion la vigilancia adecuada y especifica de la
salud de los trabajadores en relacién con los riesgos por
exposicién a agentes biolégicos (articulo 8 del RD 664/97,
articulo 14 de la Directiva 2000/54/CE)*5. Asimismo, en la
misma normativa se establece la necesidad de una forma-
cion adecuada del personal sanitario en relacién con los
riesgos y las precauciones que deben tomar, asi como de
establecer un programa de vacunacién del personal en
caso de existir vacunas eficaces frente al patégeno con el
que se trabaje*®. El hecho de que estas directivas legales
sean de caracter general hace que no puedan encontrarse
en ellas normativas especificas para los laboratorios de
micobacterias. Sin embargo, existen numerosas guias téc-
nicas y recomendaciones de diversas autoridades y socie-
dades cientificas que si especifican més detalladamente
cuéles deben ser esas normas.

En el caso de la tuberculosis (y, por tanto, de los labora-
torios destinados a su diagndstico), el control del personal
sanitario descansa en la deteccién temprana de la infec-

cién tuberculosa, con el objetivo de establecer, en aquellos
casos en los que sea recomendable, un tratamiento de ésta
para evitar la aparicién de cuadros de enfermedad. Ese
control se viene realizando hasta ahora mediante la prue-
ba tuberculinica; la més frecuentemente empleada en
nuestro medio es la reacciéon de Mantoux. La realizacién
de esta prueba es ampliamente recomendada por todas las
instituciones y sociedades cientificas!®172%3!, En ese senti-
do, cada vez que se incorpore un nuevo miembro al labo-
ratorio de microbiologia en general, y al de micobacterias
en particular, es obligado realizar una historia clinica de
exposicién a la tuberculosis, asi como la realizacién de una
prueba tuberculinica, cuyo resultado se considerara como
basal a efectos de seguimiento. En caso de ser positiva, se
recomienda la realizacién de una radiografia de térax y, en
caso de que esté recomendado, el inicio de un tratamiento
de la infeccion latente mediante isoniazida durante 6 me-
ses a 1 afio?®. En caso de negatividad, se recomienda la re-
peticién de la prueba a los 15 dias para evaluar un posible
efecto booster'?17:282931 En esta primera historia clinica se
debe registrar la existencia o no de una vacunacién pre-
via con BCG, por el efecto que ésta pudiese tener en el re-
sultado de la prueba tuberculinica.

En caso de que la prueba basal de tuberculina fuese ne-
gativa, la recomendacién generalizada es que el estudio
debe realizarse periédicamente en los casos en los que sea
previsible una exposiciéon a M. tuberculosis, como es el
caso del personal del laboratorio de micobacterias. La pe-
riodicidad del estudio, sin embargo, puede ser variable, de-
pendiendo del riesgo relativo de exposicién al patégeno.
En ese sentido, existe un consenso virtualmente undnime
en que debe realizarse al menos un estudio anual en las
personas en que el resultado sea negativo!217.28.29.31-3¢ 'y
puede hacerse con mds frecuencia (semestral) en los casos
de elevado riesgo de exposicién o en trabajadores espe-
cialmente predispuestos por la existencia de algian factor
de riesgo, tales como enfermedades que causen inmunode-
presién!’. Sin embargo, es fundamental explicar adecua-
damente la necesidad de estos estudios al personal, pues-
to que uno de los principales problemas que se detectan
es la baja tolerancia de aquél a la repeticién de los estu-
dios, maxime en una prueba cuyo resultado es visible, lo
que puede conducir a que el trabajador no acuda a la lec-
tura de la prueba por que interpreta que es negativa y, por
consiguiente, a que ese resultado no sea registrado o in-
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TABLA 3. Actuaciones frente a la exposicion accidental segun el tipo de accidente

Orden de la actuaciéon Pinchazo | Aerosoles Derrame o rotura

12 Lavado de la herida Cierre de la centrifuga (1 h) Cubrir con papel absorbente
22 Desinfeccion Evacuacion Desinfectante

3.2 Atencién médica Restriccion de la entrada (1-24 h) Retirada de vidrio con pinzas
42 Control posterior Descontaminacién con: Retirada del material

* Ropa protectora
e EPI respiratorio

desinfectado al contenedor
de residuos

cluso sea mal evaluado por personal inexperto en la lectu-
ra de la prueba®..

A la hora de realizar la interpretacién de los resultados,
se debe considerar al personal sanitario como de alto riesgo
de contagio, por lo que en nuestro pais el valor a emplear
para evaluar la positividad de la prueba serd de > 5 mm?>.
Los criterios de conversién que deben aplicarse seréan los
mismos que para la poblacién general y los recomendados
para el personal sanitario. Ademads, en caso de detectarse
un caso de conversion, se recomienda la realizacién de una
prueba extraordinaria al resto del personal, que se repeti-
rd a intervalos de 3 meses, en tanto y en cuanto aparezcan
nuevas conversiones!’28,

Recientemente, se ha aprobado en Estados Unidos una
normativa para el empleo de las pruebas de deteccién de
liberacién de interfer6n gamma (IGRA)%¢. En este docu-
mento se autoriza el empleo de estas pruebas para los mis-
mos casos en que se empleen las pruebas tuberculinicas
clasicas, incluido el seguimiento de trabajadores sanita-
rios con alto riesgo de contagio. En las nuevas recomen-
daciones de los CDC sobre prevencién de transmisién de la
tuberculosis en instituciones sanitarias, ya se incluyen
estas nuevas pruebas como una alternativa al Mantoux, y
se establecen incluso pautas para la interpretacion de los
resultados?®!, por lo que esas pruebas podrian figurar como
parte de los protocolos de seguimiento del personal ex-
puesto al contagio, como es el que trabaja en los laborato-
rios de micobacterias.

Un segundo apartado que se debe contemplar en el segui-
miento del personal es la posibilidad de vacunacién. La le-
gislacién vigente establece como obligacién del empresario
el establecer un sistema de vacunacién del personal siem-
pre que exista una vacuna eficaz*%. Sin embargo, el hecho
de que la actual vacuna BCG tenga una utilidad poco pre-
cisa hace que la mayoria de las instituciones opte por no
recomendar la vacunacion sistematica del personal del la-
boratorio de micobacterias!®1%.2829:3233 Ng obstante, en el
caso del personal que trabaje habitualmente con cepas de
M. tuberculosis multirresistentes, o donde la posibilidad de
contagio por parte de estos organismos sea grande, si que se
recomienda la vacunacién con BCG para las personas cuya
prueba tuberculinica sea negativa. Esta recomendacién se
realiza fundamentalmente por la falta de tratamientos efi-
caces para la infeccién latente causada por esas cepas!™?$2,

En caso de accidente en el trabajo que implique la ae-
rosolizacién de cultivos positivos, el seguimiento del per-
sonal cambia, y deben realizarse pruebas tuberculinicas
basales en el momento inmediatamente posterior al ac-
cidente y posteriormente cada 2-3 meses mientras se de-
tecten conversiones entre los miembros del laboratorio
expuestos al contagio?17:29.33,
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No existe, en el momento actual, ninguna contraindica-
cién oficial para trabajar en el laboratorio de micobacte-
rias durante el embarazo*>?%, En este caso, el seguimien-
to puede hacerse normalmente?!. Habria que tener en
cuenta el estado de la paciente sélo si se necesita realizar
radiografias en caso de conversion de la prueba tuberculi-
nica. En cualquier caso, dado el riesgo que puede presen-
tar la tuberculosis para la madre y el feto, la realizacién de
ese estudio no estaria contraindicada®!. De la misma for-
ma, no estaria contraindicado el tratamiento de la infec-
cién tuberculosa latente con los protocolos habituales ba-
sados en el empleo de isoniazida.

Actuacion en caso de accidente

La legislacién europea y la espafiola*® recogen de forma
especifica que es responsabilidad de la institucién sanita-
ria la elaboracién de un plan de urgencia contra una ex-
posicién a un agente bioldgico del grupo 3 en caso de fallo
de la contencién fisica. Ambas normativas también deta-
llan que debe estar, por escrito y en el lugar de trabajo, el
procedimiento a seguir en caso de accidente, y que el per-
sonal del laboratorio debe comunicar inmediatamen-
te cualquier accidente o incidente a la persona responsa-
ble de la seguridad en el laboratorio. Existen 3 posibles
accidentes dentro del laboratorio de micobacterias: a) de-
rrames o rotura de viales de cultivo liquido; b) fallo en la
contencién de aerosoles por rotura de centrifuga, y ¢) pin-
chazos accidentales. La implantacién de procedimientos
seguros ha conseguido que algunos accidentes sean ex-
cepcionales, como la ingesta accidental debido a la prohi-
bicién universal del pipeteo con la boca, y la aerosolizacién
mediante el calentamiento de asas, al usar asas desecha-
bles. El pinchazo accidental es poco frecuente, pero puede
producir transmisién de tuberculosis en el personal®’. El
plan de emergencia debe incluir: notificacién inmediata,
evacuacion, eliminacion del agente y control tras la expo-
sicién. En el manual de seguridad de la OMS!! se detallan
las actuaciones recomendadas en cada tipo de accidente
(tabla 3).
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