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I- INTRODUCCION

El presente manual tiene por objetivo dar pautas al personal de laboratorio
para reducir los riesgos ocupacionales ante las infecciones en el laboratorio, asi como
las que se puedan presentar en otros actores de la sociedad cercanos a trabajadores
de la salud y asociadas a una mala practica en los laboratorios donde se trabaje con
agentes bioldgicos, especialmente con muestras o cepas que provengan de pacientes
con probable meningitis o neumonia bacteriana.

Es importante tomar conciencia de que “las buenas practicas de laboratorio”
(BPL) son procedimientos de organizacién y trabajo, bajo los cuales los estudios se
planifican, realizan, controlan, registran y exponen. Lo fundamental es tener
internalizado que un buen procedimiento de trabajo es condicién indispensable para
la bioseguridad.

Las normas de bioseguridad que se exponen en este manual son validas para
laboratorios que vayan a manejar muestras y cepas relacionadas con el diagnéstico
de laboratorio de las neumonias y meningitis bacterianas, susceptibles de contener
agentes como Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae. Si bien el riesgo de transmisiéon no es el mismo para los tres
microorganismos indicados, la mayor parte de las normas son validas y pueden ser
englobadas en un solo cédigo de practica. Debe tenerse en cualquier caso presente
que no se han documentado el incremento de riesgo de personal que manipula
Haemophilus spp. o Streptococcus pneumoniae en el laboratorio, pero que sin
embargo esto si estd suficientemente documentado en el caso de Neisseria
meningitidis por lo que las medidas de proteccion deben ser especialmente aplicadas
cuando se manipule este microorganismo. En todo caso, el procesamiento de una
muestra relacionada con meningitis o neumonia debe efectuarse considerando el
nivel de riesgo mas alto, el que corresponde al manejo de N. meningitidis. En
cualquier caso, estas normas se complementan con el Manual de Procedimientos de
SIREVA (http://www.paho.org/Spanish/AD/THS/EV/labs-serotipos.htm) que contempla
los aspectos de seguridad especificos de la Red de SIREVA para laboratorios
trabajando con S. pneumoniae y Haemophilus influenzae.
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- CARACTERIZACION DE LOS AGENTES BIOLOGICOS
(Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, OMS, 2005, Tercera Edicion)

e Grupo de Riesgo 1: agentes biol6gicos que es poco probable que provoquen
enfermedad humana.

e Grupo de Riesgo 2: agentes biol6gicos que causan enfermedad humana vy
pueden suponer un riesgo para el personal del laboratorio; es poco probable que
puedan propagarse a la comunidad y se dispone de profilaxis y/o tratamiento
efectivo.

e Grupo de Riesgo 3: agentes biolégicos que causan enfermedad humana severa
y presentan un riesgo serio para el personal de laboratorio; se puede presentar
riesgo de transmisiéon a la comunidad pero se dispone de profilaxis y/o
tratamiento efectivo.

® Grupo de Riesqgo 4: agentes biolégicos que causan enfermedad humana severa
y presentan un riesgo serio para el personal de laboratorio; hay riesgo de
transmisién a la comunidad y no se dispone de profilaxis y/o tratamiento efectivo.

Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae,
son catalogados como de Grupo 2 y, por lo tanto, deben ser manipulados en
laboratorio con nivel de contencion 2, con una serie de consideraciones particulares
gue se contemplaran a continuacion.

lI- INICIACION Y ENTRENAMIENTO.

Todo el personal que trabaje en el laboratorio con muestras biolégicas debe
ser informado de este manual asi como de los riesgos de la manipulacion de estos
tres microorganismos. Se llevarad un registro en el que cada trabajador certifica que
conoce y entiende el manual y que se compromete a realizar sus labores conforme a
las normas de procedimiento y a informar de cualquier incidente que pudiera ocurrir
en el transcurso de la realizacién de su trabajo. Dicho registro sera igualmente
firmado por el/la responsable del laboratorio en cada caso concreto y recogera
igualmente las posibles auditorias internas y/o externas que el laboratorio pudiera
tener como parte de las buenas practicas de laboratorio.

Asi mismo, el manual debe ser leido y entendido por cualquier visitante
temporal que vaya a manipular muestras biolégicas (aislados y muestras clinicas)
potencialmente con cualquiera de estos tres microorganismos viables. Debe hacerse
figurar en el registro ya mencionado y siempre el Responsable del Laboratorio es
responsable de cerciorarse de que este procedimiento se realice.
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Un ejemplo de registro puede ser el que se presenta a continuacion:

Figura 1: Registro de certificacion de Iniciacion y Entrenamiento

Fecha Firma del Firma del Auditoria
Trabajador Responsable | (Tipo y firma)
(Aclaracion) | del Laboratorio

Leido y entendido el
Manual de Bioseguridad

Ademas cada trabajador estable y aquellos que realicen una estancia temporal,
deberan firmar un documento reflejando su compromiso con las normas expuestas
en este manual:

YO .o, e OO certifico que he leido y entendido el manual de bioseguridad
para la manipulacion de muestras o cepas de Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae 7y Streptococcus pneumoniae y me comprometo a realizar las actividades
conforme a las normas de procedimiento y a informar de cualquier incidente que pudiera
ocurrir en el transcurso de la realizacion de’mi trabajo

Firma del trabajador Firma del jefe del laboratorio

IV VACUNACION

4.1.Para trabajadores que procesan muestras que potencialmente puedan contener
estos microorganismos viables:

e Deben estar vacunados con vacuna anti meningocécica tetravalente conjugada
A+C+Y+W135 o en su defecto con vacuna de polisacarido purificado
A+C+Y+W135. Idealmente se deberia hacer un seguimiento de respuesta de
Actividad Bactericida del Suero, de forma individual, para asegurar que se ha
obtenido un nivel adecuado de respuesta. En el caso de vacuna conjugada es
suficiente una dosis y no hay necesidad de revacunacion. En el caso de la vacuna
de polisacarido purificado, se debera revacunar cada 5 afios. Esta norma de
vacunacion debe ser imperativa, pero debe tenerse en cuenta que la vacunacion
no protege frente al serogrupo B (el serogrupo mas prevalente por regla general
en Latinoamérica y la region del Caribe) y, por lo tanto, el trabajador debe
conocer su riesgo de exposicion aun recibiendo la vacuna.

Nota: Cuando la legislacion prohiba que esta norma sea imperativa y el
trabajador rehuse recibir la vacunacion debera firmar que reconoce los riesgos de
la ausencia de vacunacion y asumir dichos riesgos.
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4.2.

Seria aconsejable que todos los trabajadores que manipulan este tipo de
muestras o cepas, tengan un certificado de vacunacion frente a hepatitis B que
muestre unos resultados protectores. Si la legislacién no permite que esta norma
sea imperativa, se aplicara la misma norma que en parrafo anterior sobre rehusar
la vacunacion.

De igual forma, es aconsejable que los trabajadores que manipulen este tipo de
muestras reciban vacuna conjugada frente a Haemophilus tipo b (aunque se haya
recibido en la infancia, es aconsejable una dosis de vacuna conjugada).

La misma recomendacion se hace para Streptococcus pneumoniae. En este caso,
la conveniencia de recibir vacuna de polisacarido de 23 antigenos o vacuna
conjugada va a depender en gran medida de los serotipos mas prevalentes en el
palis a considerar.

Visitantes temporales al laboratorio:

Vv

Para realizar trabajos que supongan la manipulacién durante un dia o mas de las
muestras o cepas contempladas en este manual, deberdn aportar certificado de
vacunacion con vacuna tetravalente conjugada antimeningocdcica
A+C+Y+W135 en los tres aflos previos a la visita. Es aconsejable que se aporte
igualmente certificado de vacunacién para hepatitis B, Haemophilus vy
Neumococo.

MEDIDAS DE CONTENCION

Area de trabajo

Idealmente el laboratorio donde se manipulen este tipo de muestras debe
encontrarse separado de otras actividades, en un laboratorio especifico. Si esto
no es posible, debe etiquetarse claramente el material utilizado para
manipulacién de estas muestras y el que se utilice para otros fines.

Ropa de trabajo

Los trabajadores deben disponer de ropa de protecciéon (bata) exclusivamente
para su uso en el laboratorio, la cual debera quitarse antes de abandonar el area
de trabajo donde se manipulen las muestras o cepas y nunca debera llevarse en
otras dependencias de la Institucion. La ropa de trabajo sera lavada en la propia
Institucion y nunca se realizara esta tarea en el domicilio del trabajador.

Elementos de laboratorio

Es aconsejable la utilizacion de calzado de uso exclusivo en el laboratorio,
preferentemente calzado de uso profesional tipo zuecos sanitarios por ejemplo.
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El calzado no debera llevarse fuera de las instalaciones dedicadas a laboratorio,
incluyendo zonas de oficina, cafeteria, etc.

e Es aconsejable evitar la utilizacion de elementos de vidrio ya que este tipo de
material debera ser autoclavado y posteriormente limpiado para ser reutilizado,
lo que aumenta las posibilidades de accidentes. Por lo tanto es muy
recomendable la utilizacion de material de plastico descartable que sera
posteriormente destruido siguiendo los protocolos propios de la Institucion.

e Es altamente recomendable la utilizacion de asas de cultivo de plastico
descartables para todo el trabajo que se realice con estos microorganismos y
particularmente con N. meningitidis.

Otras recomendaciones

e Estda absolutamente prohibido comer, beber y maquillarse en el recinto del
laboratorio. Esta prohibicién incluye el almacenamiento de comida y bebidas en
el interior del laboratorio y en los refrigeradores destinados a la conservacion de
medios y reactivos.

e El cabello debera estar recogido para evitar que se contamine con las muestras
e Estad absolutamente prohibido pipetear con la boca.

e No permitir labores de limpieza en el laboratorio, ni la presencia de trabajadores
de oficios generales, en el area de trabajo mientras se esté trabajando en el
mismo.

e La superficie de trabajo debe decontaminarse siempre antes de iniciar y al
terminar el trabajo. Preferiblemente se utilizara una solucién de TEGO al 2%. Si
esta no es asequible, hay una amplia gama de desinfectantes para superficies
tales como etanol al 70% o una solucién de hipoclorito sédico que contenga 1
g/l de cloro libre.

Elementos de contencion

e El laboratorio debe contar con una cabina de seguridad biolégica disefada para
proteger al usuario y al ambiente de los riesgos asociados al manejo de material
infeccioso. Esta cabina debe ser de clase Il. El proceso de verificaciéon o
certificacion de este tipo de cabinas, siguiendo el Estandar NSF 49, que permite
garantizar que la cabina es segura y adecuada para los trabajos que se realizan
en ella, incluye una serie de pruebas que pueden verse en el Anexo | de este
manual.

e Las especificaciones méas concretas de manipulacion en la cabina de seguridad
pueden verse en el siguiente apartado:

11
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Todo el trabajo con este tipo de muestras (aislados y muestras clinicas) sin
excepcion debe ser realizado dentro de la cabina de seguridad biolégica. En
todo momento se usaran guantes descartables de latex, que deberan ser
descartados cada vez que por cualquier caso se interrumpa el trabajo en la
cabina, o bien al finalizar el mismo. Los guantes seran descartados siguiendo
el mismo sistema que se utiliza para desechar material contaminado.

En el caso de que el laboratorio no tenga cabina de seguridad biolégica, las
muestras se deberan remitir a un laboratorio que cuente con las medidas de
contencién apropiadas. Las tareas necesarias para remision de la muestra en
ausencia de cabina de seguridad biolégica debe realizarse con guantes
descartables de latex, mascarilla con filtros HEPA (High Efficient Purific Air)
3M y protector ocular/facial.

Idealmente la cabina debe ser utilizada sélo para la manipulacién de las
muestras contempladas en esta guia. En todo caso se debe llevar un registro
de uso que contemple: fecha, hora de inicio y término, nombre del
trabajador y proceso de desinfeccion. Si la cabina es de uso multiple se hara
constar igualmente el microorganismo o tipo de muestra con la que se haya
trabajado.

Si'la cabina de seguridad biolégica es compartida con actividades adicionales
a las contempladas en esta guia, y por el tipo u organizacién del trabajo se
almacena algun tipo de material en su interior (pinzas, pipetas etc) este
material debe estar claramente rotulado.

Siempre que el manipulador deseche los guantes debera lavarse las manos
con un jaboén desinfectante, en forma inmediata.

Siempre al terminar de trabajar, decontaminar la superficie de trabajo de la
cabina con una solucién de etanol al 70% y dejar actuar la lampara de luz
UV durante 10 min si la cabina cuenta con este dispositivo. Es aconsejable
gue se realice la misma operacién al ir a iniciar el trabajo.

Dentro de la cabina debe guardarse permanentemente un minimo de equipo
gue permita manipular las muestras evitando un continuo aporte de material
del exterior al interior de la cabina lo que implica alteraciones en el flujo de
aire. Este equipo minimo va a estar en funcién del trabajo que se realice pero
siempre debe incluir un sistema para descartar pequefio material como
puntas de pipeta, asas de cultivo descartables etc, que permita su cierre
hermético en el interior antes de ser sacado para su destruccion.

En el interior de la cabina se tendra un juego de boligrafos y marcadores
rotulados como “uso en cabina” que soélo seran utilizados para el trabajo
realizado en cabina y que seran mantenidos en el interior de la cabina y
descartados cuando se agoten y se sustituyan por otros en la misma forma
gue se haria con material potencialmente infeccioso.

Si hay alguna interrupcién de suministro eléctrico durante la manipulaciéon de
muestras en la cabina, el trabajo debe ser interrumpido.

Si'la cabina no cuenta con sefalizadores acusticos de presiéon de flujo de aire,
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siempre debe chequearse el indicador de la misma para verificar que es la
indicada por el fabricante.

e la cabina de seguridad bioldgica debe estar situada alejada de corrientes y
del paso de personas por detrds del manipulador por la formacién de
corrientes de aire que pueden provocar flujos anémalos de circulacién en la
cabina, comprometiendo su eficacia.

e Lla puerta del laboratorio deberd permanecer cerrada cuando se esté
trabajando en la cabina. Las ventanas del laboratorio de microbiologia deben
estar selladas. Si no fuera asi, nunca deben abrirse.

VI REGISTRO DE INCIDENTES

El laboratorio debe llevar un registro de incidentes que especifique fecha del
incidente, tipo de incidente, trabajador que se vio involucrado en el mismo, medidas
gue se tomaron (desinfeccion, quimioprofilaxis, entre otras) y persona responsable de
resolucion del incidente. En este registro deben anotarse fielmente el tipo de
incidente (derrame quimico (especificando el producto) o biolégico (especificando si
fue muestra clinica, cepa aislada, etc.) y zonas o personas afectadas por el derrame,
formacion accidental de aerosol con riesgo de salida al exterior de la cabina y
personas que se encontraban en ese momento en el laboratorio, pinchazo o corte
accidental etc. Un modelo se encuentra en el Anexo Il.

6.1 Incidentes mas comunes:
a) Derrame accidental de productos quimicos.
b) Derrame accidental de productos contaminados con material infeccioso.

c) Caida de la presion de flujo de aire en la cabina de seguridad mientras se esta
trabajando.

d) Pinchazo/corte accidental con material potencialmente contaminado.
6.2 Resolucion del Incidente:

a) Sise produce un derrame accidental de un producto quimico, se limpia con papel
absorbente en el momento de producirse, tanto dentro como fuera de la cabina.
Se procede a neutralizar el producto siguiendo las recomendaciones del
fabricante y se aclara con abundante agua la superficie afectada. No se procede
a decontaminar por ausencia de microorganismo en el derrame.

b) Si el derrame se produce a partir de una suspension bacteriana, dentro de la
cabina de bioseguridad, inmediatamente se coloca papel absorbente sobre el
derrame y se desinfecta con una solucion al 70% de etanol, se detiene el trabajo
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por un periodo minimo de 30 minutos, dando la instruccién que salga todo el
personal del laboratorio. Se procede a cerrar la cabina. Luego se deja actuar la
UV y cuando todo el personal no esté en el laboratorio, se procede a aerosolizar
con una solucion de formalina el interior de la cabina, con las precauciones
debidas cuando se usa formalina. No olvidar neutralizar antes de usar el recinto.
Si el derrame era con suspensién de meningococo, se valora la posible exposicion
del trabajador y se informa al servicio médico y/o aseguradora. Si ha habido
riesgo de inhalacion de meningococo, se recomienda quimioprofilaxis con
ciprofloxacina una sola dosis de 500 mg, siempre con la notificacion vy
seguimiento y valoraciéon de un médico.

Si el derrame se produce accidentalmente fuera de la cabina de bioseguridad
se limpia el derrame con papel absorbente inmediatamente. Se desinfecta el lugar del
derrame (incluyendo zonas con salpicaduras) con hipoclorito sodico (lejia, lavandina
5000 p.p.m.), se deja pasar 30 minutos mientras los aerosoles se despejan,
aclarandose después con abundante agua. Todos los trabajadores excepto el que esté
procediendo a la desinfeccién deben abandonar inmediatamente el laboratorio en el

que se produzca el incidente.

Se valora la posible exposicion de todos los trabajadores presentes en el
laboratorio en el momento del incidente y se informa al servicio médico y/o
aseguradora. Si ha habido riesgo de exposicion a inhalacién con meningococo, se
recomienda quimioprofilaxis con ciprofloxacino a todas las personas que en ese
momento estuvieran en el laboratorio (una sola dosis oral de 500 mg) a aquellas
personas con dicho riesgo. Siempre con supervision y valoracion médica.

Se recomienda mantener en el laboratorio un estuche con todos los
elementos necesarios para utilizar en caso de un derrame: guantes, desinfectante,
papel absorbente, por ejemplo, lo que agiliza la respuesta al accidente

c) Sise produce un corte eléctrico, se interrumpe todo el trabajo programado en la
cabina y se notifica la averia. Una vez subsanada se vuelven a reanudar los
trabajos en la cabina. En caso de caida de corriente mientras se esta trabajando
en cabina, igualmente parar el trabajo y no reanudarlo hasta que, una vez
recuperado el suministro eléctrico se proceda a cerrar la cabina y se haya dejado
actuar la lampara de UV.

d) Al producirse un pinchazo o corte, se procede a desinfectar la zona afectada del
pinchazo o corte con alcohol y povidona yodada, y se informa al servicio médico y/o
aseguradora. En el caso de meningococo se recomienda ceftriaxona 1g intramuscular
como tratamiento preventivo. Siempre con supervision y valoracion médica.
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ANEXO |

Proceso de certificacion o verificacion para cabinas de seguridad bioldgica

Manual de Mantenimiento para Equipo de Laboratorio, OPS/OMS,
THS/EV/2005//007. http://www.paho.org/Spanish/AD/THS/EVILAB_manual-
mantenimiento.pdf

El proceso de certificacion o verificacién para cabinas de seguridad biolégica

debe incluir las siguientes pruebas.

1.

10.

Prueba de estanqueidad. Se realiza sobre las superficies exteriores. Determina si
las uniones, empaques, penetraciones y soldaduras, estan libres de fugas.

Prueba de fugas de los filtros HEPA. Determina la integridad de los filtros HEPA
de suministro y extraccion, sus alojamientos y marcos de montaje.

Prueba de aumento de temperatura. Determina cual es el aumento méaximo de
temperatura en la cabina cuando en la misma se encuentran en operacion el
ventilador y la luces.

Prueba de ruido. Determina cual es el nivel de ruido producido por la cabina.

Prueba de intensidad luminosa. Determina cual es la intensidad luminosa en la
superficie de trabajo de la cabina.

Prueba de vibraciones. Determina la cantidad de vibracion presente en la cabina
cuando la misma se encuentra funcionando.

Prueba de protecciéon al personal, al producto y ensayos biolégicos de
contaminaciéon cruzada. La prueba determina si los aerosoles son contenidos por
la cabina, si los contaminantes externos alcanzan la zona de la mesa de trabajo
y si lo aerosoles son reducidos por la cabina.

Prueba de estabilidad. Determina si la cabina tiene estabilidad estructural.
Analiza la resistencia al volcamiento, a la distorsién por el efecto de fuerzas
aplicadas, a la deflexion de la superficie de trabajo sometida a condiciones de
carga y la resistencia al ladeo de la superficie de trabajo bajo condiciones de
carga.

Prueba de velocidad del flujo vertical. Determina la velocidad del aire que se
desplaza verticalmente hacia la superficie de trabajo.

Prueba de velocidad del flujo de ingreso. Determina la velocidad a la que ingresa
el flujo a la cabina a través de la abertura frontal, y determina el volumen de
extraccion de la cabina.
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11.

12.

13.

14.
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Prueba de patrones de humo. Determina si el flujo del aire a lo largo de todo el
perimetro de la abertura frontal es hacia la cabina y si el flujo vertical es hacia
abajo, no presenta puntos muertos o reflujos sobre la superficie de trabajo.

Prueba de fugas del drenaje. Define la capacidad de contencién de derrames bajo
la superficie de trabajo.

Prueba de funcionamiento del sistema motor/ventilador. Determina si el sistema
brinda la presiéon estatica requerida.

Prueba del sistema eléctrico. Determina si existen riesgos potenciales de
descargas eléctricas. Mide las corrientes de fuga, la polaridad, el funcionamiento
del sistema de proteccién de fallas de tierra y la resistencia del circuito a tierra.
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ANEXO Il

Hoja de notificacion de accidentes e incidentes

FECHA DE LA NOTIFICACION:
COMUNICANTE:

Nombre y apellidos: |

Centro / Dpto. / Servicio: |

PERSONA AFECTADA:

Nombre y apellidos: |

Centro / Dpto. / Servicio: |

Puesto / Funciones |

DATOS ACERCA DEL ACCIDENTE O INCIDENTE:

Fecha:|

Lugar donde se presenta:

Descripcion breve de lo ocurrido:

Medidas preventivas propuestas:

Personas afectadas:

Firma
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