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17.1. Introduccidén

El nivel de bioseguridad laboral sigue siendo
una area de especial interés para el personal que tra-
baja en un laboratorio de Microbiologia clinica.
El manejo y procesado de las muestras clinicas
implica el aislamiento de un gran niimero de agentes
infecciosos, muchos de los cuales, sobre todo los
hongos, tienen gran facilidad para formar una sus-
pension aérea a partir del medio de cultivo. En la
naturaleza, la mayoria de los hongos filamentosos
desarrollan estructuras que se dispersan en el aire
(conidios, cuerpos fructiferos aéreos o artroconi-
dias) y pueden permanecer en el ambiente durante
periodos prolongados de tiempo, resistiendo a la
desecacion.

Entre las infecciones adquiridas en el labora-
torio la infeccion fungica representa el 9%, en su
mayoria debida a hongos dimérficos [1]. Porcentaje
no despreciable teniendo en cuenta la baja frecuen-
cia de aislamiento de estos microorganismos.
Ademas de estas, otras muchas infecciones fungicas
pueden ser adquiridas en el laboratorio, constituyen-
do un riesgo ocupacional bien reconocido para los
micoélogos [2].

Sin embargo, el riesgo de adquisicion de
infeccion en los laboratorios puede verse minimiza-
do con el empleo de un conjunto de normas de segu-
ridad, basadas tanto en el método de procesamiento
de la muestra como en el uso de un equipamiento de
proteccion personal.

La ruta de transmision es uno de los elemen-
tos mas faciles de considerar a la hora de establecer
unas normas de bioseguridad. La via respiratoria y
el contacto directo con piel y mucosas son las vias
mas comunes para la infeccion fungica en el labora-
torio.
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17.2. Principios basicos de
la seguridad bioldgica

17.2.1. Clasificacion de los agentes
biolégicos por su grupo de riesgo

El determinante mas importante en el riesgo
bioldgico es la patogenicidad del microorganismo.
Cada agente infeccioso tiene asignado un grupo de
riesgo en funcidn de su virulencia (historia de infec-
cion adquirida en la comunidad), su potencial epidé-
mico, la dosis requerida para iniciar la infeccion
(dosis infectiva), la ruta de infeccion o de transmi-
sion (tanto en el laboratorio como en la comunidad),
el espectro de huéspedes susceptibles incluyendo los
reservorios animales y sus vectores, la viabilidad del
agente infeccioso en el entorno del laboratorio y la
existencia de tratamiento [3].

Se define como agente biologico de:

Grupo 1: Aquel que resulta poco probable que
cause una enfermedad en el hombre.

Grupo 2: Aquel que puede causar una enfermedad
en el hombre y puede suponer un peligro
para los trabajadores, siendo poco proba-
ble que se propague a la colectividad y
existiendo generalmente profilaxis y tra-
tamiento eficaz.

Grupo 3: Aquel que puede causar una enfermedad
en el hombre y puede suponer un peligro
para los trabajadores, con riesgo de que
se propague a la colectividad y existiendo
generalmente profilaxis y tratamiento efi-
caz.

Grupo 4: Aquel que causando enfermedad grave en
el hombre supone un serio peligro para
los trabajadores, con muchas probabilida-
des que se propague a la comunidad y sin
que exista generalmente una profilaxis y
un tratamiento eficaz.

En la Tabla 17.1 se presenta una lista de dis-
tintos hongos, clasificados en funcion de su riesgo
de infeccion y su capacidad alérgica, segun la nor-
mativa espafiola vigente, descrita en el Real Decreto
664/1997 [4].
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Tabla 17.1. Clasificacion de los hongos en grupos de riesgo seguin el Real Decreto 664/1997 [4].

Hongo

Grupo

Aspergillus fumigatus
Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis)
Candida albicans

Cladophialophora bantiana (Xylohypha bantiana, Cladosporium bantianum o trichoides)

Candida tropicalis
Coccidioides immitis

Cryptococcus neoformans var. neoformans (Filobasidiella neoformans var. neoformans)
Cryptococcus neoformans var. gattii (Filobasidiella bacillispora)

Emmonsia parva var. parva
Emmonsia parva var. crescens
Epydermophyton floccosum
Fonsecaea compacta
Fonsecaea pedrosoi

Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Ajellomyces capsulatus)

Histoplasma capsulatum var. duboisii
Madurella grisea

Madurella mycetomatis

Microsporum spp.

Neotestudina rosatii
Paracoccidioides brasiliensis
Penicillium marneffei

Scedosporium apiospermum (Pseudallescheria boidlii)
Scedosporium prolificans (inflatum)
Sporothrix schenckii

Trichophyton rubrum

Trichophyton spp.
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a: Posibles efectos alérgicos

17.2.2. Niveles de contencion

La seguridad bioldgica se fundamenta en tres
elementos: las técnicas de laboratorio, el equipo de
seguridad o barreras primarias y el disefio de la ins-
talacion o barreras secundarias [3].

El término “contencion” se emplea para des-
cribir los métodos que hacen seguro el manejo de
materiales infecciosos en el laboratorio, para reducir

al minimo la exposicion del personal. Se suelen des-
cribir cuatro niveles de contencién o seguridad bio-
logica, que consiste en la combinacion, en menor y
mayor grado, de los tres elementos de seguridad
bioldgica descritos (técnicas de laboratorio, barreras
primarias y barreras secundarias). En el caso con-
creto del area de Micologia las medidas descritas
para nivel de contencidén 2 son las adecuadas, a
excepcion de aquellos casos en que se conozca la
identidad de la cepa fungica y se corresponda con
un hongo dimorfico (Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis) o con Cladophialo-
phora bantiana que requeririan nivel de contencion
3 (Tabla 17.1). Todas ellas son las que se describen
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en los siguientes Apartados.

17.3. Normas generales de seguridad
biolégica

En nuestro pais, la proteccion de los trabaja-
dores frente a los riesgos relacionados con la expo-
sicion a agentes bioldgicos estd regulada por el Real
Decreto (RD) 664/97 y la adaptacion contenida en
la Orden de 25 de marzo de 1998 [4]. Segun este
decreto el responsable inmediato de la Seguridad y
las Condiciones de Trabajo en el Laboratorio es el
jefe del laboratorio. Debe supervisar y mantener
actualizado el Manual de Seguridad propio que
debe ser entregado a todos los trabajadores del labo-
ratorio.

Las normas generales son comunes para las
distintas areas del laboratorio con nivel de conten-
cion 2 y de obligado cumplimiento en cualquiera de
ellas [3].

17.3.1. Medidas generales

+ El acceso al laboratorio estd limitado a personal
autorizado.

« El personal del laboratorio debe implicarse en el
cumplimiento de las normas de seguridad.

» Las puertas de acceso al laboratorio y al area de
Micologia debe estar debidamente marcada con
la sefializacion internacional de riesgo biologico
(Figura 17.1) y su nivel de contencion bioldgica,
que en el caso del area de Micologia se corres-
ponde con el nivel 2 (NST2). También se sefiali-
zaran los congeladores y refrigeradores
utilizados para guardar microorganismos de ries-
go de tipo 2.

 Las puertas y ventanas deben permanecer cerra-
das para mantener la adecuada contencion biolo-
gica.

« El laboratorio estara separado del pasillo de cir-
culacion por un vestibulo.

« El laboratorio debe ser aireado regularmente.
El aporte de aire nuevo serd como minimo de
60 m’ por persona y hora.

» Todas las superficies de trabajo se limpiaran y
desinfectaran diariamente y siempre que se pro-
duzca un derrame. Los residuos y muestras peli-
grosas que van a ser incinerados fuera del
laboratorio deben ser transportados en contene-
dores cerrados, resistentes e impermeables,
siguiendo las normas especificas para cada tipo
de residuo (ver mas adelante).

 El area del laboratorio debe permanecer limpia y
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Figura 17.1. Sefial de peligro biologico.

ordenada.

La Unidad debera disponer de un lavabo para el
lavado de las manos que funcionara presionando
con el codo o con el pie.

El transporte de muestras dentro o entre labora-
torios se realizara de tal manera, que en caso de
caida, no se produzcan salpicaduras. Lo reco-
mendable es hacerlo en cajas herméticas o neve-
ras transportables. Estas deberan ser rigidas y
resistentes a los golpes, disponer de materiales
absorbentes en su interior y de facil desinfec-
cion. Deberan estar rotuladas de forma oportuna
y no podran utilizarse para otros fines. Bajo nin-
glin concepto se transportaran muestras en
mano.

Todo el personal debe poner especial cuidado en
evitar el contacto de la piel con materiales
potencialmente infecciosos. Para ello deben
usarse guantes cuando se manipulen muestras o
cultivos que contengan posibles patdgenos fun-
gicos. Los guantes siempre seran desechados
antes de salir del area de trabajo. Jamas se saldra
de la misma con los guantes puestos, ni se coge-
ra con ellos el teléfono, las peticiones, etc.
Inmediatamente después de quitarse los guantes,
se realizara un lavado de manos.

Se usaran gafas protectoras y mascarillas facia-
les si existe riesgo de salpicaduras o aerosoles.
Los derrames y accidentes seran informados
inmediatamente al supervisor o jefe del laborato-
rio y se haran constar por escrito.

Esta rigurosamente prohibido pipetear con la
boca.

En la zona de trabajo no debe colocarse material
de escritorio ni libros ya que el papel contamina-
do es de muy dificil esterilizacion.

Es necesario disponer de autoclave.

Las centrifugas deben ser de cierre hermético
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(sistema aerosol free) y con tubos de seguri-
dad.

17.3.2. Higiene

El personal con el cabello largo debe llevarlo
recogido.

Comer, beber, fumar y aplicarse cosméticos esta
formalmente prohibido en el area de trabajo del
laboratorio, asi como el almacenamiento de
comida o bebida.

El personal debe lavarse las manos frecuente-
mente durante las actividades rutinarias, tras
acabar la jornada laboral y siempre antes de
abandonar el laboratorio. Se utilizara jabon anti-
séptico y el secado se realizara con papel.

Las heridas y cortes en las manos, si se producen
el laboratorio, se comunicaran al responsable de
la Seccion asi como al supervisor, que lo regis-
trard haciendo constar todas las circunstancias.
Las heridas seran convenientemente vendadas
antes de ponerse los guantes.

17.3.3. Objetos punzantes y cortantes

Las agujas, jeringas y bisturies, deben ser dese-
chados exclusivamente en contenedores especia-
les disefiados para este proposito.

17.4. Técnicas de laboratorio
en el area de Micologia

Todos los cultivos de hongos (especialmente los
hongos con micelio aéreo) y muestras clinicas
seran manejadas en una cabina de bioseguridad
de clase II, para evitar la contaminacion del
laboratorio y del personal. Es permisible el
manejo de cultivos de levaduras en la mesa de
trabajo del laboratorio aunque siempre tratados
como material infeccioso.

Las placas con medios de cultivo para hongos
deben ser selladas, para evitar su apertura acci-
dental mediante cinta adhesiva permeable al oxi-
geno que no pierda esta propiedad en una estufa
de incubacidén con ambiente humedo (Scotch
N° 483).

« En ambos casos su apertura sélo debera hacerse

en cabina de bioseguridad de clase II.

En el caso de trabajar con aislamientos fungicos
dimérficos conocidos, las precauciones a seguir
son sencillas si se dispone de condiciones de
nivel de contencion 3. En su defecto, sellar las
placas con cinta adhesiva y reservar su apertura
solo en cabina de bioseguridad de clase II. No
hacer preparaciones con cinta adhesiva para su
observacion microscopica, ni cultivos en porta.
Lo aconsejable en este caso es separar una por-
cion de la colonia, para su montaje en porta, en
la cabina de bioseguridad de clase II.

En ningun caso debe descartarse la posibilidad
que se trate de un hongo dimorfico sistémico.
Por ejemplo, Coccidioides immitis es a menudo
considerado hongo de crecimiento rapido no
productor de una masa micelial pigmentada; sin
embargo, en algunos casos puede producir una
pigmentacion rosada o verdosa. Sus artroconi-
dias pueden estar ausentes en su crecimiento en
ciertos medios de cultivo, como en aquellos que
contienen cicloheximida, pero si estan presentes
en otro tipo de medios de cultivo.

Por otro lado, la ausencia de macroconidias

caracteristicas de Histoplasma capsulatum, tam-
poco debe descartar la posibilidad que se trate de
este tipo de hongo, dado que pueden ser de apa-
ricion tardia (ademas, se cree que probablemente
son las microconidias las responsables de la
infeccidn por transmisioén aérea). Todo creci-
miento de hongo filamentoso en medio con
cicloheximida con hifas estériles, especialmente
si son cortas, debe ser considerado con alta capa-
cidad infectiva hasta que no se demuestre lo
contrario.
El mayor problema de seguridad en el laborato-
rio al trabajar con hongos dimérficos no lo
constituye el area de Micologia, donde probable-
mente se trabaja siguiendo una pautas de biose-
guridad adecuadas, sino las otras areas del
laboratorio donde se procesara la misma muestra
para estudio bacterioldgico. En este caso pueden
seguirse dos tipos de conductas:

a)Cualquier medio de cultivo que deba incubar-
se mas de tres dias debe ser sellado y no abier-
to sin antes inspeccionar la presencia de
formas miceliares.

b)Ante la apertura de forma accidental de cual-
quier placa con la presencia de un hongo fila-
mentoso, esta debe ser rapidamente cerrada y
manipulada en una campana de bioseguridad
para su examen microscopico. La presencia o
ausencia de estructuras conidiales en el
momento de la exposicion debe ser tenida en
cuenta para poder tomar medidas médicas
sobre el incidente.

El transporte de este tipo de hongos dimorfi-
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En caso de utilizacién de medios de cultivo en
tubo, estos deberan disponer de tapon de rosca
de seguridad.

cos sistémicos debe realizarse bajo las condiciones
estrictas descritas para los mismos (ver mas adelan-
te), ya que los conidios infecciosos pueden formarse
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durante su transporte y constituir un riesgo para
quien lo transporta o recibe el aislamiento.

« Existen microorganismos que, a pesar de ser
dimorficos, no suelen constituir un riesgo infec-
cioso por medio de aerosoles como es el caso de
Sporothrix schenckii; sin embargo, es un patoge-
no potencial tras inoculacién subcutanea o en
contacto con mucosa ocular. En este caso con-
creto, al no constituir un riesgo infeccioso por
via aérea, podria ser procesado en un nivel de
contencion 2.

También se ha sugerido que los hongos
dematiaceos pueden constituir riesgo de infeccion
por via respiratoria en su forma micelial, dada su
capacidad infectiva, en pacientes inmunodeprimidos
tras contacto con los mismos en la naturaleza.

A pesar de que la mayoria de los restantes
hongos oportunistas y saprofitos, no parecen consti-
tuir un riesgo de infeccion para el personal de labo-
ratorio inmunocompetente, la dispersion de las
conidias en el laboratorio puede producir reacciones
de tipo alérgico, asi como contaminacion de los
medios de cultivo. Por tanto para proteger al traba-
jador como al resto del trabajo del laboratorio,
deben evitarse grandes exposiciones al ambiente,
abriendo tan solo los medios de cultivo positivos en
cabinas de bioseguridad clase II.

 El vertido de todo material infeccioso debe reali-
zarse en recipientes identificados como contene-
dores de material infeccioso, para que puedan
ser decontaminados apropiadamente.

17.5. Medidas de barrera primaria

Estan constituidas por los equipos de protec-
cion personal y las cabinas de seguridad bioldgica

[3].

17.5.1. Equipos o prendas
de proteccién personal

A todo el personal que trabaje en una Unidad
de Micologia se aconseja respete las siguientes
recomendaciones:

17.5.2. Cabinas de seguridad biologica

Son camaras de circulacion forzada que,
segun sus especificaciones y diseflo, proporcionan
diferentes niveles de proteccion. Es necesario distin-
guir entre las campanas de extraccion de gases, las
cabinas de flujo laminar y las cabinas de seguridad
biolodgica.

La campana de gases o vitrina extractora de
gases es un recinto ventilado que captura los humos
y vapores procedentes de las manipulaciones de los
productos quimicos empleados en el laboratorio.
Si bien constituye un equipo muy util en la conten-
cion de riesgo quimico, no ofrece proteccion alguna
frente a riesgos biologicos.

Las cabinas de flujo laminar son recintos
que emplean un ventilador para forzar el paso de
aire a través de un filtro HEPA (High Efficiency
Particulate Air) barriendo la superficie de trabajo.
El flujo de aire puede ser vertical u horizontal. Estas
cabinas ofrecen proteccidon unicamente al material
que se maneja en su interior, pero nunca al operador
por lo que no son recomendables para el trabajo con
material bioldgico. Sin embargo, es un instrumento

Recomendaciones para la proteccion del personal de laboratorio:

(manejar volantes, teléfono, abrir puertas, etc.).

dalias, etc.).

* No se recomienda el uso de lentillas durante el trabajo en el laboratorio.
¢ Los guantes constituyen la medida de barrera mas empleada para la proteccion de manos:
- Las manos deben lavarse obligatoriamente al quitarse los guantes.
- Solo deben emplearse para proteccion contra riesgos bioldgicos y fisicos (calor o frio), pero no para otras tareas

* La mascarilla sélo tiene utilidad para proteccion frente a polvo (particulas), aerosoles, gases y vapores quimicos.
» La bata o pijama como vestuario de proteccion personal:

- No debe salir fuera de su lugar de uso (cafeteria, calle, etc.).
- Nunca deben ser lavados fuera del recinto hospitalario.
- No es aconsejable el empleo de ropa de calle que aumente la superficie corporal expuesta (pantalones cortos, san-
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util en las denominadas “zonas limpias” como pue-
den ser las destinadas a vertido de medios de cultivo,
preparacion de reactivos que deban ser estériles, etc.

Las cabinas de seguridad biologica (CSB)
son recintos ventilados diseflados para limitar al
maximo el riesgo del personal del laboratorio
expuesto a agentes infecciosos. Especialmente por-
que muchas de las actividades realizadas en el labo-
ratorio implican la formacién de aerosoles.
Estos equipos tiene como objetivo principal propor-
cionar una zona de trabajo que minimice la probabi-
lidad que una particula transportada por el aire
tienda a escapar hacia el exterior de la cabina
pudiendo contaminar al operario y la zona que le
rodea. Ademas, algunas de ellas, ofrecen proteccion
al material que se manipula.

Las CSB disponen de dos sistemas que impi-
den la salida de contaminacion: las barreras de aire
y los filtros. La barrera de aire se crea permitiendo
que este fluya en una sola direccidon y a una veloci-
dad constante dando lugar a una verdadera “cortina”
de aire, sin turbulencias, que se conoce como flujo
de aire laminar. Los filtros tienen como finalidad
atrapar las particulas contenidas en este flujo de
aire. Los que se emplean habitualmente son los fil-
tros HEPA, que retiene con una eficacia del 99,9%
particulas de hasta 0,3 micras de diametro. Existen
tres tipos de CSB: Clase I, Clase II y Clase III.
A continuacién se describen sus principales caracte-
risticas, a excepcion de las de Clase 111, ya que estas
no son necesarias en el area de Micologia.

CSB Clase |

Son camaras cerradas con una abertura al
frente para permitir el acceso de los brazos del ope-
rador. El aire penetra por este frontal, atraviesa la
zona de trabajo y todo ¢él sale al exterior a través de
un filtro HEPA. La velocidad de flujo del aire es de
unos 4,4 m/s. Son apropiadas para manipular agen-
tes bioldgicos de los grupos 1, 2 y 3. La mayor des-
ventaja que presentan es que no proporcionan
proteccion al material con el que se trabaja, no evi-
tando que este se pueda contaminar. Por lo tanto se
desaconseja su uso para el trabajo en el area de
Micologia.

CSB Clase Il

Se diferencian de las anteriores porque,
ademas de ofrecer proteccidon al operario y a su
entorno, ofrecen proteccion al producto frente a la
contaminacion. La superficie de trabajo esta bafiada
por aire limpio que ha atravesado un filtro HEPA
(Figura 17.2). La salida de aire se produce a través
de otro filtro HEPA. Son validas para el manejo de
agentes biologicos de los grupos 1, 2 y 3, entre los
que incluyen los hongos y por tanto las recomenda-
das para el laboratorio de Micologia. Existen varios
tipos de cabinas de Clase II segun sus caracteristicas

Figura 17.2. Cabina de seguridad biologica de clase Il A.

de construccion, flujo de aire y sistema de extrac-
cion.
Clase II-A: Expulsa el aire filtrado al laboratorio o

puede ser conducido fuera de él y recir-
cula en un 70%.

Clase 1I-B1: Expulsa el aire filtrado al exterior del
laboratorio y recircula el 30%.

Instalacién de la CSB:

1. Debe situarse lo mas lejos posible de las rejillas de
aire acondicionado, campanas de gases, puertas y
zonas de mucho transito de personal, que puedan
interferir en el flujo laminar.

2. Las ventanas del laboratorio deben permanecer
siempre cerradas.

3. Debe existir al menos 0,3 m entre la salida de aire
de la cabina y el techo del laboratorio.

4. Se instalara sobre una superficie sélida y nunca

movil. Si es posible, en un recinto cerrado de
acceso restringido.
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Al iniciar el trabajo:

Al finalizar el trabajo:

1. Poner en marcha la cabina durante 15-30 min.

2. Comprobar que el manémetro situado en la parte
superior del frontal se estabilice e indique la
presién adecuada.

3. Encender la luz fluorescente.

Limpiar la superficie de trabajo con un compuesto
yodado como la povidona yodada (Betadine,
Topionic, etc.) y enjuagar posteriormente para
retirar los restos de yodo.

5. Antes y después de trabajar en una CSB debe
realizarse lavado de manos y brazos.

6. Se aconseja emplear bata de manga larga y
guantes de latex para minimizar el desplazamien-
to de la flora bacteriana cutanea hacia el interior
del area de trabajo y proteger las manos y los
brazos del operario de toda contaminacion.

Durante la manipulacion:

1. Colocar todo el material a utilizar en la zona de
trabajo antes de empezar, situando el material
contaminado en un extremo de la superficie de
trabajo y el no contaminado en el extremo opues-
to de la misma.

2. Se recomienda trabajar a unos 5-10 cm por enci-
ma de la superficie y alejado de los bordes de la
misma, procurando no obstruir las rejillas de aire
con materiales o residuos.

3. Una vez el trabajo haya comenzado y sea
imprescindible la introduccion de un nuevo mate-
rial, se recomienda esperar de 5 a 10 min antes
de reiniciar la tarea. Ello permite la estabilizacion
del flujo del aire. Debe recordarse que cuanto
mas material se introduzca en la CSB, la probabi-
lidad de provocar turbulencias de aire se incre-
menta.

4. Evitar al maximo las corrientes de aire ambienta-
les provenientes de puertas o ventanas abiertas,
movimientos de personas, sistemas de ventila-
cion del laboratorio, etc. que perturben el flujo
establecido en el interior de la CSB. Asi mismo,
deberian evitarse movimientos bruscos dentro de
la CSB, con movimientos de brazos y manos len-
tos para impedir la formacién de corrientes de
aire que alteren el flujo laminar.

5. Debe evitarse el empleo de mecheros Bunsen,
cuya llama crea turbulencias en el flujo, ademas
de dafnar potencialmente el filiro HEPA. Cuando
se precise el empleo de asas o espatula micoldgi-
ca de nicrom o platino es aconsejable el incinera-
dor eléctrico o bien el empleo de asas
desechables.

6. Si se produce un vertido accidental de material
bioloégico se recogera inmediatamente, deconta-
minando la superficie de trabajo y todo el material
que en ese momento exista dentro de la CSB.

7. No se empleara nunca una CSB cuando esté
sonando alguna de sus alarmas.

Limpiar el exterior del material que se haya conta-
minado.

Vaciar la CSB por completo de cualquier material.

Limpiar y decontaminar la superficie de trabajo
con un jabon desinfectante y después con un
compuesto yodado (povidona yodada). La limpie-
za tiene por objeto eliminar la suciedad que se
halle adherida a la superficie (que sirve de sopor-
te a los microorganismos) y la materia organica,
contribuyendo de forma decisiva a la eficacia de
la decontaminacion posterior con el yodoforo.
A fin de evitar la coloracion residual de los com-
puestos yodoforos en las superficies, estas deben
enjuagarse con agua.

Dejar en marcha la CSB durante un tiempo pru-
dencial (10-15 min).

Cerrar la apertura frontal.

La luz ultravioleta, presente en algunas CSB,
tiene poco poder de penetracion por lo que su
capacidad decontaminante es muy limitada, ade-
mas de constituir una fuente de accidentes por
exposicion, por lo que deberia evitarse su
empleo.

Nunca se debe utilizar la CBS como almacén
transitorio de equipo o material de laboratorio
para evitar el acumulo de polvo.

Evitar introducir en la CSB materiales que emitan
particulas con facilidad, como algodén, papel,
madera, carton, lapices, etc.

Mantenimiento:

SO0 Q0T

Semanalmente conviene levantar la superficie de
trabajo para limpiar y decontaminar por debajo de
ella.

Semanalmente, con un pafo mojado, se limpia-
ran todas las superficies exteriores con objeto de
eliminar el polvo acumulado.

Mensualmente se revisara el estado de las valvu-
las interiores con que vaya equipada.

Anualmente se certificara por una entidad cualifi-
cada.

Se llevara a cabo una desinfeccion completa en
las siguientes situaciones:

. En caso de que se haya producido un vertido
importante

. Antes de cualquier reparacion

. Antes de iniciar los controles periddicos

. Siempre que se cambie el programa de trabajo

. Cuando se substituyan los filtros HEPA
Cuando se cambie de lugar, incluso si el cambio
es dentro del mismo laboratorio.

La desinfeccion completa se realizara con vapo-
res de formaldehido por personal debidamente
entrenado y equipado con prendas de proteccion
adecuadas.
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Clase II-B2: Expulsa el aire filtrado al exterior del
laboratorio y no recircula.

Clase II-B3: Expulsa .el aire ﬁltrado al Oexterlor del Tabla 17.2. Propiedades de algunos desinfectantes
laboratorio y rec1rcu}a el 70%. o sobre microorganismos fungicos [5].

Hasta el momento, no existe en Espafia nin-
guna legislacion relativa a los requisitos que deban
cumplir las CSB. La practica mas habitual consiste
en exigir a los proveedores correspondientes la
declaracion de conformidad, bien con la norma bri-

Tipo de desinfectante Grado de accion
desinfectante

tanica BS 3928 o con la estadounidense NSF 49. Fendlicos +4+
Hipocloritos +
Las recomendaciones generales son las Alcoholes -
siguientes: Formaldehidos 4+
Glutaraldehidos +++
Yodoforos .
Amonios cuaternarios +

+++ buena; ++ media; + débil; - ninguna

Mesa de trabajo o poyata de laboratorio:

* Lalimpieza debe ser diaria al finalizar el trabajo o cuando se produzca un derramamiento.
» Para ello puede emplearse hipoclorito al 0,5%, que se consigue diluyendo la lejia estandar al 1% con agua.

Cabina de bioseguridad:

» Debe procederse a su limpieza con compuesto detergente liquido y papel para realizar el arrastre de materia orga-
nica que pueda existir.

e A continuacion puede emplearse compuestos de yodo de alta eficacia frente a los elementos fungicos. Dada su
accion colorante y corrosiva sobre los metales, es preferible usar los derivados yodéforos como la povidona yodada
(polivinil-pirrolidona) diluida al 2%, que es de accion inmediata. A los pocos minutos es recomendable enjuagar con
agua para eliminar la coloracion residual. Es preferible no utilizar etanol al 70% para eliminar los restos de yodo
dado que en las CSB en las que recircule el aire se desaconseja su uso por su volatilidad.

Estufas:

* Se procedera a su limpieza y desinfeccion mediante detergente liquido y posterior aplicacion de povidona yodada al
2%. En este caso, para eliminar la coloracion residual del yodoéforo puede emplearse etanol al 70%.

* En aquellos casos en que se observe un incremento de las contaminaciones en los medios de cultivo por hongos
ambientales, especialmente Aspergillus spp., puede procederse, tras la limpieza y desinfeccion ya comentada, a la
aplicacion de un compuesto fendlico en dilucion acuosa a niveles de entre 400 y 1300 ppm (fenol en una dilucion
1:1000). A diferencia de los compuestos yodados, este compuesto tiene un efecto residual prolongado.

Derrame accidental:

e Cubrir con un papel de filtro la zona afecta. Ello permite delimitar con claridad la extension de superficie afecta por
el derrame.

* Verter encima del area afecta, con cuidado, hipoclorito a una concentracion superior que la empleada para limpieza
(lejia casera diluida al 1:10). Dejar actuar 20 min. También puede emplearse compuestos de yodo.

« Con guantes retirar los desechos en un contenedor para material infeccioso.
» Enjuagar para evitar coloracion residual.
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17.6. Agentes desinfectantes

En la Tabla 17.2 se describen las propiedades
de algunos desinfectantes frente a los microorganis-
mos fungicos [5,6].

Basandose en ello, los de mayor utilidad en
el area de Micologia son los siguientes:

17.7. Normas de proteccion frente a
productos quimicos

Una forma rapida y fiable para identificar el
riesgo de una sustancia o preparado quimico es su
etiqueta. En ella, el fabricante o proveedor, de
acuerdo con la legislacion existente, debe identificar
las sustancias peligrosas que lo componen e infor-
mar de los riesgos (frases R) y los consejos de pru-
dencia (frases S). Ademas, junto al producto, debe
adjuntarse la ficha de datos de seguridad en la que
se amplia la informacidén y se detallan los riesgos de
su utilizacion y las medidas de seguridad a adoptar

[7].

La exposicion a los compuestos quimicos
puede producir efectos agudos o crénicos y la apari-
cion de enfermedades. Estos efectos son funcion
directa de la toxicidad del agente quimico, la dosis
absorbida y la via de entrada al organismo: por
inhalacion, dérmica (mucosas y piel intacta), diges-
tiva o percutanea.

El correcto almacenamiento de los compues-
tos quimicos constituye la primera medida de actua-
cion, separando aquellas familias de productos
incompatibles. Se separaran acidos de bases, oxi-
dantes de inflamables, sustancias cancerigenas, etc.
Los envases mds pesados asi como los acidos y las
bases fuertes se colocaran en los estantes inferiores.
Los productos peroxidables (éter etilico, éter isopro-
pilico, etc.) pueden provocar detonaciones por con-
tacto con el aire o incluso por choque o friccion, por
ello no es aconsejable almacenarlos una vez abiertos
mas de 6 meses, a no ser que contengan un inhibi-
dor eficaz.

Entre los compuestos mas empleados en el
area de Micologia figuran:

17.7.1. Agentes desinfectantes

Asociacion Espariola de Micologia

Hipoclorito sédico

Los desinfectantes que contienen hipoclorito
sodico (lejia) son potentes agentes oxidantes que
liberan Clz (gas cloro). La exposicion al cloro pro-
duce irritacion de mucosas incluida la del tracto res-
piratorio superior y piel. Debe emplearse bata y
guantes resistentes.

Compuestos cuaternarios

Incorporados a multiples soluciones desin-
fectantes, son generalmente menos causticos que
otros desinfectantes. Sin embargo, debe tenerse cui-
dado con su manipulacidén ya que es conocida su
capacidad para irritar la piel y producir alergias.

Formaldehido y glutaraldehido

Son compuestos altamente toxicos. El for-
maldehido puede estar presente en el laboratorio en
forma gaseosa, liquida (solucién de formalina) o
solida (paraformaldehido). Puede producir, tras
exposicion aguda, irritaciones oculares y del tracto
respiratorio superior; y tras exposicion cronica, der-
matitis, alergias cutdneas y respiratorias. Se sospe-
cha ademads de su poder carcinogénico en humanos.
Ambos compuestos deben ser s6lo manipulados en
campana de gases y con protectores de ojos imper-
meables.

17.7.2. Colorantes

Son utilizados en la mayoria de casos en can-
tidades muy pequefias. Sin embargo, deben tomarse
precauciones para evitar su exposicion especialmen-
te a los derivados de la acridina, como el naranja de
acridina, que son carcinogénicos. El bromuro de eti-
dio es un poderoso mutageno de efecto acumulativo
utilizado en técnicas de biologia molecular. Debe
evitarse estrictamente el contacto con estas sustan-
cias mediante el empleo de guantes.

17.8. Gestidn de residuos

17.8.1. Gestion de residuos infecciosos
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Residuos liquidos

La mayoria de laboratorios someten a los
residuos liquidos a un tratamiento de esterilizacion
por autoclave.

Residuos sélidos

Sus formas mas frecuentes de tratamiento
son la incineracion y la esterilizacion por autoclave.
En el primer caso deben depositarse en recipientes
rigidos que serdn transportados de forma regulada
por empresas autorizadas para su incineracion. Sin
embargo, la esterilizacion por autoclave es la mane-
ra mas comun de tratar este tipo de residuos en el
propio laboratorio. Debe tenerse en cuenta que los
programas para materiales limpios no sirven para
los desechos, siendo recomendable prolongar el
tiempo y aumentar la presion del proceso de auto-
clavado en estos casos. La utilizacion de indicadores
quimicos y bioldgicos (suspensiones de esporas de
Bacillus) no es suficiente para el control de la efica-
cia del proceso. Algunos autores recomiendan no
utilizarlas para evitar una falsa seguridad.
Alternativamente, consideran mas apropiado el con-
trol riguroso sistematico de cada proceso (registro
de presion y temperatura) y un mantenimiento apro-
piado del autoclave.

Objetos punzantes y cortantes

Dado que constituyen un claro riesgo de ino-
culacion accidental deben depositarse en recipientes
especificos que sean resistentes a la punciéon y con
cierre seguro. Una vez llenos, se depositan en los
recipientes rigidos utilizados para los residuos soli-
dos.

17.8.2. Gestion de residuos quimicos

Ante todo se deberia disponer de una lista
que identificara todos aquellos residuos peligrosos
que sean susceptibles de atencion, incluidos aque-
llos que formen parte de reactivos comerciales.
En general pueden eliminarse después de un senci-
llo tratamiento en el propio laboratorio. Cuando no
es posible debe consultarse a las autoridades locales
para su vertido controlado. Se recomienda disponer
de material absorbente inerte especifico para pro-
ductos quimicos. En algunos casos concretos se pro-
cedera de la manera siguiente:

Acidos inorganicos

Salvo roturas accidentales, no suele ser fre-
cuente tener que eliminar acidos concentrados (HCI,

HNO:s, H2SOs, etc.), aunque si soluciones diluidas de
los mismos. Como norma general no debe eliminar-
se directamente aquellas soluciones cuya concentra-
cién sea superior a IN. Los acidos mas
concentrados se diluyen en agua al 1:5 (especial
precaucion con el acido sulfurico), se neutralizan a
pH 6,8 con soluciones de hidroxido sodico y se
vuelven a diluir al 1:10 en agua para poder ser eli-
minados por el desagiie. Las soluciones mas dilui-
das se neutralizan con sosa y se diluyen en agua
antes de eliminarse.

Bases inorganicas, sales basicas y
diluciones basicas

Su gestion es parecida a la aplicada en los
acidos. Las bases y sales basicas se neutralizan con
acido sulfurico diluido. Si son muy concentradas, se
diluyen previamente en agua al 1:5. Una vez neutra-
lizadas, se vuelven a diluir en agua (1:10) y se eli-
minan.

Fenoles

El fenol y sus derivados son irritantes y toxi-
cos. No deben eliminarse a través de los desagiies,
ni tan siquiera diluidos. El procesamiento de des-
truccion quimica no esté al alcance de la mayoria de
laboratorios. Lo mas aconsejable es separarlos en
recipientes especificos y transferirlos a un gestor
autorizado de residuos.

Azida sédica

Esta presente en muchos reactivos comercia-
les como conservante. Nunca debe eliminarse direc-
tamente por desagiies de plomo dado que forma
derivados altamente explosivos. Es un toxico muy
potente y agente mutdgeno. Es conveniente contac-
tar con las autoridades locales autorizadas para
conocer las normas especificas, ya que la destruc-
cion quimica con nitrito sddico no resulta practica
en la mayoria de laboratorios.

Aldehidos, cetonas y disolventes organicos

El formaldehido es el residuo generado en el
laboratorio mas comun dentro de este grupo. No
debe ser eliminado directamente por el desagiie.
Conviene almacenarlo en recipientes seguros para
poderlo eliminar de manera controlada. La destruc-
cion con permanganato potasico es compleja. La eli-
minacion controlada también es aconsejable para los
diversos disolventes organicos (acetona, clorofor-
mo, xileno y otros derivados bencénicos, etc.).
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Bromuro de etidio

Es un mutageno poderoso de efecto acumula-
tivo utilizado en técnicas de biologia molecular.
Deben seguirse de forma estricta los procedimientos
de manipulacidén que eviten su contacto (guantes,
etc.). Los geles tefiidos con bromuro de etidio no
deben eliminarse como una basura convencional,
sino a través de los sistemas de eliminacion de
mutagenos y citostaticos propios del centro hospita-
lario. Las soluciones tampon de electroforesis que
contienen bromuro de etidio tampoco deben elimi-
narse por los desagiies. Deberian tratarse con carbon
activo (100 mg por cada 100 ml de solucion), filtrar
la solucién formada a través de un filtro de papel y
depositarlo todo en el cubo de eliminacion de citos-
taticos. Las superficies pueden decontaminarse apli-
cando una papilla de carbdén activo que se dejard
actuar durante un tiempo, depositandose posterior-
mente en el cubo de eliminacion de citostaticos.

Colorantes

Recomendaciones para la manipulacién de
residuos:

* Los recipientes para desechar los residuos de
riesgo en el area de trabajo deben ser rigidos, de
volumen inferior a 60 |, impermeables y resisten-
tes a acidos y alcalis, de cierre hermético y homo-
logados para ser incinerados.

* El almacenamiento y transporte debera hacerse
en condiciones seguras. Deben existir zonas aco-
tadas para su almacenamiento intermedio espe-
cialmente si los residuos son de riesgo, no
superando en ningun caso las 24 h una vez se ha
cerrado.

» Para los residuos no especificos se utilizaran bol-
sas de color diferenciadas.

* En el caso de objetos cortantes o punzantes
deberan utilizarse recipientes rigidos resistentes a
la perforacién cuyo volumen no supere los 2 I.

los desagiies. Se recomienda efectuar las tinciones
en cubetas que drenen sobre botellas o bidones que
se entregaran, una vez llenos, al gestor de residuos
autorizado. Estas medidas deben ser seguidas de
manera rigurosa en el caso de la tinciéon de aurami-
na. El naranja de acridina es también un compuesto
mutageno, por lo que se recomienda almacenarlo en
recipientes separados.

Metales pesados, mercurio y compuestos
organomercuriales

La rotura de termometros y manoémetros
puede ser una causa de exposicion al mercurio. Se
recomienda recoger los restos mas visibles y deposi-
tarlos en un recipiente cerrado. Los menos visibles
pueden recogerse con ayuda de polvo absorbente o
azufre y guardar el conjunto en otro envase. Los
residuos deben ser almacenados y eliminados de
forma controlada.

17.9. Normas de seguridad en el alma-
cenamiento, transporte y envio de
material bioldgico

17.9.1. Almacenamiento

El material infeccioso debe almacenarse en
zonas de acceso restringido para minimizar la posi-
bilidad de contaminacion del personal y del ambien-
te.

No deberian ser eliminados directamente por

El sistema basico de embalaje estara compuesto
por:

1. Recipiente primario a prueba de filtraciones, eti-
quetado, que contenga la muestra. El recipiente
debe envolverse con material absorbente.

2. Recipiente secundario a prueba de filtraciones,
que encierra y protege el recipiente primario. En él
se pueden colocar varios recipientes primarios,
colocando suficiente material absorbente para evi-
tar choques entre ellos. Los formularios, cartas y
otras informaciones de identificaciéon de la mues-
tra deben colocarse pegados con cinta adhesiva
en el exterior de este recipiente.

3. Recipiente externo de envio donde se coloca el
recipiente secundario para protegerlo de elemen-
tos externos como dafio fisico y agua.
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17.9.2. Transporte y envio

No existen regulaciones ni recomendaciones
especificas para el transporte seguro de microorga-
nismos patdgenos. Sin embargo, si ampliamos la
definicion y los consideramos como “sustancias
infecciosas”, hay varios documentos internacionales

Figura 17.3. Sistema de embalaje para transporte aéreo de mate-
rial biolégico.

Figura 17.4. Sistema de embalaje para transporte terrestre de
material biolégico.

relacionados con el tema, como los de la Unidon
Postal Universal (UPU), la Organizacion
Internacional de Aviacion (OIAC) y la Asociacion
Internacional de Transporte Aéreo (IATA).

Estas directivas y, en general, todos los
documentos internacionales relacionados estan
basados en texto unico comun: Recomendaciones
del Comité de Expertos de las Naciones Unidas para
el transporte de articulos peligrosos.

Estas recomendaciones clasifican las mer-
cancias infecciosas en varias clases, dos de las cua-
les estan relacionadas con los microorganismos
patégenos: clase 6.2 (sustancias infecciosas) y clase
9 (sustancias peligrosas miscelaneas y articulos).

Los embalajes para transporte aéreo
(Figura 17.3) presentan algunas diferencias respecto
a los transportados por via terrestre (Figura 17.4), ya
que deben asegurar la proteccion frente a presiones
muy altas (Carburos Metéalicos, Embalajes y
Mercancias Peligrosas, Esdesla, Sarstedt). En los
vuelos internacionales esta estrictamente prohibido
que los pasajeros transporten sustancias infecciosas.

17.10. Normas de seguridad en
caso de accidente

17.10.1. Riesgos no biolégicos

Quimicos

Pueden deberse a inhalacion accidental por
no usar camara de gases, a deglucioén por pipetear
indebidamente o por contacto (salpicaduras de aci-
dos, alcalis, sustancias toxicas o cancerigenas).
En este ultimo caso la ducha de seguridad puede ser
de ayuda y, en cualquier caso, se debe acudir al
Servicio de Urgencias. Resulta de gran utilidad con-
sultar la ficha de seguridad del producto causante
del accidente y las notas técnicas que se encuentran
disponibles en las paginas web del Ministerio de
Trabajo y Asuntos Sociales [7,8].

Fisicos, eléctricos y fuego

Los accidentes fisicos mas frecuentes son las
heridas causadas por objetos punzantes o cortantes y
las quemaduras por vapor de autoclave. En los casos
que no puedan solucionarse con las medidas de pri-
meros auxilios se acudira al Servicio de Urgencias.

En los accidentes eléctricos jamas se intenta-
ra apartar al afectado de la fuente eléctrica con
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las manos, sino a través de un objeto no conductor, su sofocacion sin extintor, dado que la salida de CO2
procediendo previamente al corte del suministro a alta presion puede producir salpicaduras del liqui-
eléctrico. do inflamable que esta ardiendo.

En caso de fuego su extincion se llevara
acabo mediante extintores de CO:. Si se tratara de

liquidos que ardieran en su superficie, se procurara 17.10.2. Riesgos biolégicos

Tabla 17.3. Infecciones fungicas adquiridas en el laboratorio [9].

Hongo Inhalacién Inoculacién Piel Conjuntiva  Contacto con
transcutanea animal infectado

Blastomyces dermatidis X X

Coccidioides immitis X X

Cryptococcus neoformans X

Histoplasma capsulatum X X

Penicillium marneffei X X

Sporothrix schenckii X X X

Dermatofitos X
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