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PRESENTACION

1. Situacion da unidade docente na Licenciatura

A materia “Analise bioléxica e diagnostico de laboratorio 11" esta vinculada a
duas areas de cofiecemento, Microbioloxia e Parasitoloxia, ten caracter
troncal e impartese durante o segundo cuadrimestre no cuarto curso da
Licenciatura en Farmacia. Esta por tanto dirixida a alumnos que xa tefien
cofiecementos basicos de Microbioloxia, Parasitoloxia, Fisioloxia, Anatomia,
Citoloxia, Histoloxia, Inmunoloxia e Bioquimica.

A presente unidade didactica é a primeira do programa da materia
impartida pola area de Microbioloxia. Nesta unidade didactica abdérdanse
temas cuxo cofiecemento é basico para o bo funcionamento do laboratorio
de microbioloxia e para garantir a proteccibn do seu persoal, da
comunidade e do medio. O cofiecemento da estrutura xeral dun laboratorio
de microbioloxia clinica e a correcta aplicacion das normas de calidade e
seguridade permitiran que o laboratorio de microbioloxia sexa un lugar
seguro, eficiente e cémodo.

2. Xustificacion

Entre as competencias da licenciatura en Farmacia destaca a capacidade
para realizar actividades relacionadas coa fabricacion e o control de
calidade dos medicamentos e produtos sanitarios, asi como para realizar
intervenciéns diagndsticas e terapéuticas que contriblan a mellorar a
proteccion e promocion da saude.

E importante que o alumno cofieza a estrutura xeral e as normas
basicas de seguridade dun laboratorio de microbioloxia clinica, que
comprenda a importancia que ten o control de calidade no laboratorio de
microbioloxia e cofieza os métodos e areas de control de calidade e que
sexa consciente da necesidade de traballar con métodos, equipamento,
reactivos e normas de seguridade e calidade que garantan os resultados
das analises microbioléxicas e a preservacion da saude do analista e do
resto dos membros da comunidade.

A duracion da unidade estimase en 2 horas de docencia expositiva
e 1 hora de practicas especificas durante as cales se fai unha introducion
ao concepto de seguridade bioloxica. A continuacion, describese a estrutura
xeral dos laboratorios de microbioloxia clinica, a clasificacion dos axentes
bioldxicos segundo o seu grupo de risco, os fundamentos e os niveis da
seguridade bioldxica asi como as normas xerais de seguridade e hixiene no
traballo. Finalmente, introducese o alumno nos métodos e areas de control
de calidade. O cofiecemento por parte do alumnado das normas de
seguridade e control de calidade nun laboratorio de microbioloxia é esencial
para o correcto desenvolvemento do resto do programa da materia no que
se explican técnicas moleculares e seroldxicas aplicadas ao diagndstico
clinico asi como & analise de mostras de auga, alimento e ambientais.
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OBXECTIVOS

1. Obxectivos xerais da materia

Co estudo da materia de “Analise bioldxica e diagnéstico de laboratorio II”
preténdese achegar aos alumnos os aspectos reais da practica asistencial
do laboratorio clinico e proporcionarlles unha formacion orientada a
especializacién profesional e a investigacién no campo da Analise Bioldxica,
desenvolver a sua capacidade de xestion, analise, sintese e actualizacion
da informacion e de resolucién de problemas.

Ao finalizar a materia o alumno debera:
e Cofiecer e utilizar a metodoloxia para a recollida, transporte e
procesado de mostras de alimentos, ambientais e clinicas para a
analise microbioldxica e parasitoldxica.

e Conecer e realizar as técnicas microbioldxicas, inmunoldxicas e
moleculares mais frecuentemente utilizadas no laboratorio de
microbioloxia e parasitoloxia que contribluen ao diagndstico clinico
de diferentes patoloxias.

o Interpretar correctamente as probas que se usan na practica clinica.

2. Obxectivos especificos da unidade docente

Ao finalizar o estudo da presente unidade docente os alumnos deben:
e Cofiecer a estrutura e as normas de seguridade nun laboratorio de
microbioloxia clinica.

e Ser conscientes da importancia do uso de normas de seguridade e
hixiene no traballo para a proteccién tanto persoal coma da
comunidade.

e Cofiecer os métodos e areas de control de calidade.

¢ Realizar as técnicas sempre igual, seguindo estritamente as normas
establecidas.

e Saber interpretar os resultados, valorandoos de forma obxectiva e
comparandoos sempre cos controis.
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METODOLOXIA DOCENTE

1. Docencia expositiva

Os contidos da presente unidade docente desenvolveranse durante 2 clases
expositivas duns 50 minutos de duracidn con apoio audiovisual
(presentacions powerpoint, videos,...). Presentarase un esquema inicial cos
obxectivos e contidos da unidade didactica antes de iniciar a exposicion dos
seus contidos. Durante o desenvolvemento da clase expositiva intentarase
promover a participacion dos alumnos co fin de asegurar a comprension dos
conceptos basicos da unidade.

2. Docencia practica

Durante o desenvolvemento das practicas os alumnos poderan pofier en
practica os cofiecementos adquiridos sobre seguridade e calidade no
laboratorio de Microbioloxia.

3. Aula virtual

Nela o alumno disp6n do material didactico empregado nas clases

expositivas e de actividades de ensino-aprendizaxe para a autoavaliacion
dos cofiecementos adquiridos
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CONTIDOS

1. Organizacion dun laboratorio de Microbioloxia clinica

A organizacién dun laboratorio de microbioloxia clinica depende do tamafio
e caracteristicas deste, espazo do que se dispon e persoal co que se conta.

Os laboratorios de microbioloxia constan dunha serie de seccions
ou areas basicas e outras mais especializadas.

1) Seccion de toma de mostras: destinado & obtencion de
mostras.

2) Seccion de recepcion e rexistro de mostras: € o lugar onde
se recollen e rexistran todas as mostras, independentemente do lugar de
obtencién, asignandoselles un nimero ou cddigo. Nesta seccién realizase
unha primeira avaliacion das mostras e acéptanse s6 aquelas que cumpran
os requisitos de calidade.

3) Seccion de procesamento de mostras: Pode estar conectada
ou non coa seccion de recepcion e rexistro. Nesta seccién realizase o
procesamento inicial da mostra (preparacién de frotis para tinguiduras,
sementeira en medios de cultivo xerais, selectivos e diferenciais...) e por iso
debe dispofier de métodos claros para o procesamento rutineiro das
mostras.

4) Seccion de preparacion de medios, reactivos e materiais de
laboratorio: é a area onde se preparan e esterilizan os medios de cultivo e
reactivos e se lava e esteriliza o material do laboratorio.

5) Seccion de almacén: area onde se almacenan os medios de
cultivo e reactivos.

6) Seccion de bacterioloxia: nesta seccion interprétanse os
resultados dos cultivos, tinguiduras e técnicas especiais de analise e adoita
estar subdividida en diferentes dreas (urocultivo, hemocultivo...).

7) Outras seccions como Viroloxia, Micoloxia e Bioloxia
molecular desenvélvense s6 nalguns laboratorios, xa que se require maior
grao de especializacion, infraestrutura, persoal cualificado...

8) Seccion de eliminacion de residuos: area onde se acumula o
material contaminado antes da sua esterilizacion para a posterior
eliminacion.

2. Principios basicos da seguridade bioléxica

O estudo das bacterias, virus, parasitos, fungos e outros axentes
infecciosos que poden ser patdéxenos para o0 home, os animais ou outras
formas de vida comporta riscos que varian segundo o axente infeccioso e
os procedementos utilizados.

O manexo e procesado das mostras clinicas implica o illamento
dun gran numero de axentes infecciosos, moitos dos cales tefien facilidade
para formar unha suspension aérea a partir do medio de cultivo. Para que
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se produza unha infeccién han de cumprirse todos e cada un dos elos da
chamada cadea da infeccién (figura 1) como son: 1) patoxenicidade do
axente bioléxico; 2) existencia dun reservorio; 3) liberacién do axente
bioléxico ao medio dende ese reservorio 4) transmision a través do medio;
5) existencia dun portal de entrada; 6) susceptibilidade do hospedador.
Porén, o risco de adquisicion de infeccion nos laboratorios pode verse
minimizado co emprego dun conxunto de normas de seguridade, baseadas
tanto no método de procesamento da mostra como no uso dun equipamento
de proteccioén persoal.

No noso pais, a proteccion dos traballadores fronte aos riscos
relacionados coa exposicion a axentes bioldxicos esta regulada polo Real
Decreto (RD) 664/97 e a adaptacion contida na Orde de 25 de marzo de
1998. Neste RD establécese que o responsable inmediato da Seguridade e
Condiciéns de Traballo no Laboratorio de Microbioloxia Clinica é o Xefe de
Servizo ou do Laboratorio. O xefe do laboratorio debe supervisar e manter
actualizado o Manual de Seguridade, entregarllelo a todos os traballadores
do laboratorio, con constancia por escrito deste feito. O Coordinador e/ou
Supervisor de Seguridade € o responsable do cumprimento diario de dito
Manual, asi como do Rexistro de todos os incidentes. Tanto o Xefe do
Laboratorio como o Supervisor de Seguridade, deberan ter unha estreita
relacion co Servizo de Prevencion de Riscos Laborais co fin de garantir a
axeitada proteccion da seguridade e saude dos traballadores.

As normas de Seguridade Bioldxica pretenden reducir, a un nivel
aceptable, o risco inherente a manipulacién de material perigoso e o seu
obxectivo é conseguir que as persoas que traballan con axentes infecciosos
no Laboratorio de Microbioloxia estean expostas ao minimo risco posible.
Por outra parte, o persoal do Laboratorio de Microbioloxia esta exposto a
riscos non bioléxicos (quimicos, fisicos, eléctricos, etc.), comuns a outros
laboratorios. Por todo iso, a actitude e o modo de proceder daqueles que
traballan no Laboratorio de Microbioloxia determinan a sua propia
seguridade, asi como a dos seus comparieiros e a da colectividade. O
equipamento e o desefio do Laboratorio de Microbioloxia contribuen a esta
s6 se as persoas que traballan nel estan motivadas, cofiecen as normas de
seguridade e as aplican.
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Fig. 1. A cadea de infeccioén (fonte: Lee, S. B. e Johnson, B. 1997. Biohazards in
the work environment, en The occupational environment - its evaluation and
control, editado por DiNardi, S. R.; AIHA Press, Virginia: 243-261).

2.1. Clasificacion dos axentes bioloxicos polo seu grupo de
risco.

O determinante mais importante no risco bioloxico é a patoxenicidade do
microorganismo. Cada axente infeccioso ten asignado un grupo de risco en
funciéon da sua virulencia, o seu potencial epidémico, a dose requirida
para iniciar a infeccion (dose infectiva), a ruta de infeccion ou de
transmision (tanto no laboratorio coma na comunidade), o espectro de
hospedes susceptibles incluindo os reservorios animais e os seus
vectores, a viabilidade do axente infeccioso no ambito do laboratorio e a
existencia de tratamento. Tendo en conta estes criterios os
microorganismos poden clasificarse nos seguintes grupos de risco:

Grupo 1: Aquel que resulta pouco probable que cause unha
enfermidade no home.

Grupo 2: Aquel que pode causar unha enfermidade no home e pode
supofier un perigo para os traballadores, sendo pouco
probable que se propague a colectividade e existindo
xeralmente profilaxe e tratamento eficaz.
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Grupo 3: Aquel que pode causar unha enfermidade no ser humano e
pode supofier un perigo para os traballadores, con risco
de se propagar & colectividade e existindo xeralmente
profilaxe e tratamento eficaz.

Grupo 4: Aquel que causando enfermidade grave no ser humano
supdén un serio perigo para os traballadores, con moitas
probabilidades de que se propague a comunidade e sen que
exista xeralmente unha profilaxe e un tratamento eficaz.

Na Taboa 1 méstrase unha lista de bacterias e fungos clasificados en
funcion do seu grupo de risco.

Taboa 1. Clasificacién dalgins microorganismos en grupos

de risco.
Listeria monocytogenes 2
Bacillus anthracis 3
Pseudomonas aeruginosa 1
Candida albicans 2
Blastomyces dermatitidis 3

2.2. Actuacions sobre os axentes bioléxicos

Para manter os contaminantes bioldxicos a niveis aceptables é necesario
realizar unha limpeza, desinfeccién e esterilizacion axeitada do lugar de
traballo e dos materiais utilizados. A limpeza serve para rebaixar os niveis
microbioléxicos das superficies ou instrumentos.

A desinfeccion de instrumentos e superficies, sobre todo nos
laboratorios que manexan mostras bioléxicas, considérase a forma mais
axeitada de evitar un posible contaxio.

A esterilizacion destrue todos os xermes, incluidas as esporas
bacterianas, que poida conter un material.
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2.3. Niveis de contencidn ou de seguridade bioléxica

O artigo 15 do Real decreto 664/1977 establece que os laboratorios que
emprendan traballos que impliguen a manipulacién de axentes bioldxicos
dos grupos 2, 3 ou 4 con fins de investigacion, desenvolvemento, ensino ou
diagnostico deberan establecer medidas de contencién de conformidade co
anexo IV deste Real decreto, co fin de reducir ao minimo o risco de
infeccion. Atendendo ao risco relativo que entrafian os microorganismos que
neles se manipulan, os laboratorios clasificanse en catro niveis de
seguridade bioloxica, niveis de contencién bioléxica 1, 2, 3 e 4, para
traballar, respectivamente, con axentes bioléxicos pertencentes aos grupos
derisco 1, 2,3 e 4.

A seguridade bioloxica fundaméntase en tres elementos: as técnicas
de laboratorio, o equipo de seguridade ou barreiras primarias e o desefio da
instalaciéon ou barreiras secundarias. O termo seguridade bioldxica
emprégase para describir os métodos que fan seguro o manexo de
materiais infecciosos no laboratorio, para reducir ao minimo a exposiciéon do
persoal. Na Taboa 2 mostranse exemplos de tipo de laboratorio e de
microorganismos para cada un dos niveis de seguridade bioloxica.

Taboa 2. Niveis de seguridade bioléxica en relacién con alguns
microorganismos e tipos de laboratorio.

Nivels de Exemplos de tipos de Exemplos de
seguridade laboratorios microorganismos
bioléxica
1 Ensino secundario Bacillus subtilis
Escherichia coll
2 Ensino universitario Salmonelia typhi
Hospitais Virus de la Hepatitis B
3 Diagndstico Brucella sp.
especializado Histoplasma
4 Maxima seguridade Virus Ebola, Marburg

Nivel 1: Os laboratorios de nivel de contencién bioloxica 1 non estan
directamente contemplados polo Real decreto 664/1997. Requiren
instalaciéns basicas e o uso de practicas microbioloxicas estandar.
Traballase con microorganismos cofiecidos, non patdxenos ou
patéxenos oportunistas (Ex: Escherichia coli, Bacillus subtilis, etc).
Microorganismos con escaso risco individual e comunitario que tefien
poucas probabilidades de provocar enfermidades en humanos ou en
animais. Corresponde a laboratorios de ensino de Microbioloxia.
Neste nivel deben observarse as seguintes normas:
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a) As portas do laboratorio permaneceran pechadas mentres se
traballa.

b) Hai que realizar unha desinfeccion diaria das mesas de traballo
ao finalizar o traballo e cada vez que sexa necesario (derramo de
mostra...).

c) O material contaminado debe ser esterilizado antes de desbotalo.

d) Hase de traballar con bata que se quitara ao sair do laboratorio.

e) Non se debe pipetear directamente coa boca sendén utilizar
dispositivos axeitados.

f) Non comer, fumar, aplicarse cosméticos, morder os lapis ou
boligrafos ou ter alimentos no laboratorio.

g) Lavar as mans despois de traballar con microorganismos e ao
rematar a xornada.

h) Realizar as técnicas correctamente evitando a producion de
aerosois.

i) Os materiais que non poidan ser esterilizados no mesmo
laboratorio trasladaranse en colectores pechados ata o lugar
onde se encontre a autoclave que debe ser no mesmo edificio.

I) Deben levarse a cabo programas de desinfeccion e desratizacion.

m) O desefo do laboratorio debe permitir unha doada limpeza deste
entre os mobles que deben ser resistentes aos acidos, alcalis e
relativamente ao lume asi como de superficie impermeable.

n) Cada laboratorio ou seccion debe ter un lavabo.

f) Nos laboratorios onde as ventas se poidan abrir deben estar
protexidas con mosquiteiros.

Nivel 2: Microorganismos con risco individual moderado e risco
comunitario baixo, que poden provocar enfermidades en humanos ou
en animais, pero tefien poucas probabilidades de entranar un risco
grave no persoal de laboratorio, a comunidade, os animais e o
medioambiente. A exposicidon no laboratorio pode provocar infeccion
grave, pero disponse de medidas eficaces e o risco de propagacion &
limitado. E o caso de laboratorios de hospitais ou centros de saltde
primaria. Ademais das de nivel 1, comprende as seguintes normas:

a) E obrigatorio o uso de pixamas ou batas que non deben usarse
féra do laboratorio, especialmente no comedor ou cafetaria ou
féra do edificio.

b) As técnicas seroloxicas con antixenos sen capacidade infectante
poden realizarse nas mesas de traballo.

c) O acceso ao laboratorio debe estar limitado. Non esta permitida a
entrada a persoas alleas, especialmente nenos, embarazadas ou
persoas con calquera tipo de inmunosupresion. Nas zonas onde
se traballa con produtos ou animais potencialmente perigosos
débese colocar o simbolo de perigo bioldxico.

d) Débense utilizar luvas en todas as técnicas en que se manexen
animais ou produtos potencialmente perigosos.
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e) Cando aconteza un accidente de exposicion a produtos
contaminados (derramamentos, picadas, etc) débese: comunicar
ao responsable do laboratorio, escribir un informe da acontecido,
realizar unha avaliacion médica e pofier o tratamento axeitado.

f) Débese tomar unha mostra de soro a todo o persoal cando
empece a traballar que se arquivara como soro base.

g) Existira un manual no laboratorio de normas de seguridade que
todo o mundo debe cofiecer e onde estea exposto que facer en
caso de accidente.

h) Traballarase con cabinas de seguridade de nivel I, Il ou Ill cando
se utilicen técnicas que poidan producir aerosois como
centrifugacién, homoxeneizacion de mostras, axitacion vigorosa,
sonificacion, apertura de viais con microorganismos liofilizados,
sementa ou procesamento de mostras en xeral.

Nivel 3: Microorganismos con risco individual elevado e risco
comunitario baixo, que adoita provocar enfermidades graves en
humanos ou en animais pero que xeralmente non se propaga dun
individuo infectado a outro. Disponse de medidas eficaces e de
prevencion. Comprende as normas dos niveis 1 e 2 e ademais:

a) Todas as actividades con microorganismos ou produtos
potencialmente patoxenos realizaranse en cabinas de
seguridade, ningunha nas mesas de laboratorio.

b) Utilizaranse batas abertas polas costas que non deben usarse
féra do laboratorio. Utilizaranse luvas cando se traballe con
material contaminado ou animais que se esterilizaran antes de
desbotalos. Nos cuartos onde se tefien os animais utilizaranse
mascaras rixidas.

c) No laboratorio non debe de haber plantas nin animais que non se
utilicen no traballo.

Nivel 4: Este nivel sé se establece en laboratorios de
experimentaciéon e non en laboratorios de microbioloxia clinica.
Necesitase ese nivel para manexar microorganismos de alto risco ou
exéticos nese pais, especialmente virus.
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2.3.1. Barreiras primarias

As barreiras primarias inclien os equipos ou roupa de proteccion persoal e
as cabinas de seguridade bioldxica. As boas técnicas microbioléxicas son
asi mesmo unha barreira primaria de contencion (figura 2).

Entre os equipos de proteccion individual (EPI) que poden ser
necesarios, nalgun momento, nun Laboratorio de Microbioloxia Clinica
atopanse: os protectores dos ollos e da cara (lentes de seguridade,
pantallas faciais), os protectores das vias respiratorias (mascaras), os
protectores de mans e brazos (luvas, manguitos), os protectores da
totalidade do corpo (batas) e os protectores do oido (tapéns, cascos). E
infrecuente que neste ambito laboral se precise algun tipo de calzado de
seguridade, pero si € necesario cofiecer que deben evitarse os modelos que
non cubran por completo o pé e, ademais, que esta peza é unha fonte
importante de arrastre de contaminacion.

As cabinas de seguridade son camaras de circulacion forzada do
aire que, segundo as suUas especificacions e desefio, proporcionan
diferentes niveis de proteccion. E necesario distinguir entre as cabinas de
fluxo laminar e as cabinas de seguridade bioloxica.

As cabinas de fluxo laminar son recintos que empregan un
ventilador para forzar o paso de aire a través dun filtro HEPA (High
Efficiency Particulate Air) varrendo a superficie de traballo. O fluxo de aire
pode ser vertical ou horizontal. Estas cabinas ofrecen proteccion
unicamente ao material que se manexa no seu interior, pero nunca ao
operador polo que non son recomendables para o traballo con material
bioléxico.

As cabinas de seguridade bioléxica (CSB) son recintos ventilados
desefiados para limitar ao maximo o risco do persoal do laboratorio exposto
a axentes infecciosos. Ademais, algunhas delas, ofrecen proteccién ao
material que se manipula. As CSB dispofien de dous sistemas que impiden
a saida de contaminacioén: as barreiras de aire e os filtros. A barreira de
aire créase permitindo que este flia nunha soa direccion e a unha
velocidade constante dando lugar a unha verdadeira "cortina" de aire, sen
turbulencias, que se cofece como fluxo de aire laminar. Os filtros HEPA
tefien como finalidade atrapar as particulas contidas neste fluxo de aire.
Existen tres tipos de CSB: Clase | (figura 3), Clase Il (figura 4) e Clase lll
(figura 5).
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Barreiras primarias

Equipos ou pezas de proteccion persoal
Proteccion de ollos e da cara
lentes e careta
Proteccién das mans e brazos
luvas e manguitos
Cabinas de seguridade bioléxica
Cabinas de fluxo laminar evitan a contaminacion de material bioloxico
(non protexen o persoal)
Cabinas de seguridade bioloxica
protexen o persoal e evitan a saida do material bioldxico

Determinadas pola construccion e o desefio do laboratorio.
Localizacién: Non lugar de paso.

Lavabo

Lavaollos

Superficie de traballo: Doado de limpar.

Sinalizacién de risco bioléxico

Presion negativa do laboratorio respecto ao exterior (corredor)

Fig. 2 . Barreiras primarias e secundarias.
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Fig. 3. Esquema xeral dunha cabina de seguridade bioléxica Clase 1.

,‘ Ao ventilador extractor

Filtro HEPA

Fig. 4. Esquema xeral dunha CBS clase Il.

Indicador do fluxe do aire
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Fig. 5. Esquema dunha CSB Clase Il

2.3.2. Barreiras secundarias

Ten que ver co desefio e construcion da instalacion (figura 2). O desefio e
construcion dun laboratorio contrible a proteccion do propio persoal do
laboratorio, proporciona unha barreira para protexer as persoas que se
localizan fora do laboratorio (resto do edificio) e as persoas da comunidade
fronte a posibles escapes accidentais de axentes infecciosos. A magnitude
das barreiras secundarias dependera do axente infeccioso en cuestion e
das manipulacions que con el se realicen. Vira determinada pola avaliacion
de riscos. En moitos dos grupos de traballadores nos que o contacto con
este tipo de axentes patdéxenos sexa secundario a sua actividade
profesional, cobran principalmente relevancia as normas de traballo e os
equipos de proteccién persoal, mentres que cando a manipulacién é
deliberada entraran en xogo, tamén, con moita mais importancia, as
barreiras secundarias.

20 - UNIDADE DIDACTICA 14. Control de calidade e seguridade en laboratorios de
Microbioloxia



2.4. Normas xerais de seguridade e hixiene no traballo

No noso pais, a proteccion dos traballadores fronte aos riscos relacionados
coa exposicion a axentes bioldxicos esta regulada polo Real decreto (RD)
664/97 e a adaptacion contida en a Orde de 25 de marzo de 1998. Segundo
este decreto o responsable inmediato da Seguridade e as Condiciéns de
Traballo no Laboratorio é o xefe do laboratorio. Debe supervisar e manter
actualizado o Manual de Seguridade propio que debe ser entregado a todos
os traballadores do laboratorio. As normas xerais son comuns para as
distintas areas do laboratorio.

Seguridade

O persoal do laboratorio debe implicarse no cumprimento das
normas de seguridade.

Acceso ao laboratorio esta limitado a persoal autorizado.

As portas de acceso ao laboratorio e a area de traballo deben estar
debidamente marcadas coa sinalizacion internacional de risco
bioloxico e o seu nivel de contencion bioloxica. Tamén se
sinalizaran os conxeladores e refrixeradores utilizados para gardar
microorganismos de risco de tipo 2.

As portas e ventas deben permanecer pechadas para manter a
axeitada contencion bioldxica.

O laboratorio estara separado do corredor de circulacion por un
vestibulo.

O laboratorio debe ser aireado regularmente.

Todas as superficies de traballo se limparan e desinfectaran
diariamente e sempre que se produza un derramo.

Os residuos e mostras perigosas que van ser incinerados féra do
laboratorio deben ser transportados en colectores pechados,
resistentes e impermeables, seguindo as normas especificas para
cada tipo de residuo. A area do laboratorio debe permanecer limpa
e ordenada.

A Unidade debera dispofier dun lavabo para o lavado das mans que
funcionara premendo co cébado ou co pé.

O transporte de mostras dentro ou entre laboratorios realizarase en
caixas herméticas ou neveiras transportables debidamente
rotuladas e que non poderan utilizarse para outros fins. Baixo
ningun concepto se transportaran mostras en man.

Todo o persoal debe evitar o contacto da pel con materiais
potencialmente infecciosos. As luvas sempre seran desbotadas
antes de sair da area de traballo e inmediatamente realizarase un
lavado de mans.

Usaranse lentes protectores e mascaras faciais se existe risco de
salpicaduras ou aerosois.

Os derramamentos e accidentes seran informados inmediatamente
ao supervisor ou xefe do laboratorio e faranse constar por escrito.
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o Esta rigorosamente prohibido pipetear coa boca.

e Na zona de traballo non debe colocarse material de escritorio nin
libros xa que o papel contaminado é de moi dificil esterilizacion.

e E necesario dispofier de autoclave.

e As centrifugas deben ser de peche hermético e con tubos de
seguridade.

Hixiene

e Persoal co cabelo longo debe levalo recollido.

e Comer, beber, fumar e aplicarse cosméticos esta formalmente
prohibido na area de traballo do Ilaboratorio, asi como o
almacenamento de comida ou bebida.

e O persoal debe lavar as mans frecuentemente durante as
actividades rutineiras, tras rematar a xornada laboral e sempre
antes de abandonar o laboratorio. Utilizarase xabén antiséptico e o
secado realizarase con papel.

e As feridas e cortes nas mans, se se producen no laboratorio,
comunicaranse ao responsable de Seccién asi como ao supervisor,
que o rexistrara facendo constar todas as circunstancias.

e As feridas seran vendadas convenientemente antes de pofer as
luvas.

2.5. Almacenamento, transporte e envio de material bioléxico

O material infeccioso debe almacenarse en zonas de acceso restrinxido
para minimizar a posibilidade de contaminacién do persoal e do ambiente.
Ainda que non se encontran descritos casos de enfermidades atribuibles a
infeccidons producidas polo transporte de mostras bioldxicas, existen
distintas recomendaciéns de seguridade destinadas & proteccion dos
transportistas e dos receptores das mesmas de cara a evitar o uso de
embalaxes defectuosas ou a deterioracién destes, co conseguinte risco para
os intervenientes no proceso e o publico en xeral. Como norma xeral, esta
prohibido o envio de materias infecciosas sen identificar e as compafiias
aéreas prohiben rigorosamente transportar a man materiais infecciosos, asi
como o seu envio por valixa diplomatica.

Na clasificacién de mercadorias perigosas da Organizacion das
Nacions Unidas (ONU), os materiais que contefien axentes bioldxicos
perigosos clasificanse como "substancias infecciosas" na clase 6.2, e tefien
asignados distintos numeros ONU. Para o seu envio debe aplicarse a
instrucion de embalaxe 620 do regulamento de transporte por estrada
(ADR), ferrocarril (RID) e maritimo (IMDG) e a 602 da Organizacion de
Aviacion Civil Internacional (OACI) e Asociacion de Transporte Aéreo
Internacional (IATA) (Taboa 3).

Definense como substancias infecciosas aquelas que contefien
microorganismos viables (bacterias, virus, rickettsias, parasitos, fungos ou
recombinantes, hibridos ou mutantes) que, con certeza ou sospeita
razoable, poden causar enfermidades tanto no home coma nos animais.
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Ainda que esta definicién non inclie os pridns causantes da Encefalopatia
Esponxiforme Transmisible, xa que se trata de proteinas, o sentido comun
preventivo indica que deben considerarse incluidos. Se afectan a humanos
identificanse co nimero ONU 2814, mentres que se afectan soamente a
animais se identifican co niumero ONU 2900.

As mostras (espécimes) para diagnéstico son materiais de orixe
humana ou animal consistentes, entre outras cousas, en excretores,
secrecions, sangue e os seus compofientes, tecidos, e liquidos tisulares,
enviados con fins de diagnoéstico; excliense os animais vivos infectados.
Corresponden ao niumero ONU 3373. Para o seu envio debe aplicarse a
instrucion de embalaxe 650 de ADR, RID e OACI. Tamén é recomendable
empregar, se é o caso, o simbolo referente a material biol6xico perecedoiro.

As embalaxes para o envio de substancias infecciosas e as mostras
de diagndstico constan de tres capas: a) un recipiente primario estanco no
que se coloca a mostra; b) un recipiente secundario estanco que contén
material absorbente en cantidade abondo para absorber todo o liquido da
mostra en caso de fuga; c) unha envoltura exterior para protexer o
recipiente secundario das influencias exteriores (deterioracion fisica e auga)
durante o transporte (Figura 6). O recipiente secundario debe levar adherido
na sua parte exterior un exemplar do formulario de datos relativos @ mostra,
asi como indicacions que permitan identificala ou describila.

Recipiente primario
para o cultivo

Material absorbente de
embalaxe

Tapa —%=

Recipiente
secundario

Rexistro da mostra

Tapa de rosca
Etiqueta de risco
bioléxico

Recipiente
exterior

Etiqueta para
direceién

Fig. 6. Embalaxe para o envio de substancias infecciosas e as
mostras de diagnéstico.
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Taboa 3. Clasificacion e instrucions para a embalaxe de substancias infecciosas e

as mostras de diagnéstico.

Material

Clasificacion
ONU

Instruciéons de embalaxe

Observacions

Clase

NO

ADR

RID

OACI

IMDG

Substancias
infecciosas
para o ser
humano

6.2

2814

620

620

602

620

Grupos de risco
2,34

Substancias
infecciosas
s6 para
animais

6.2

2900

620

620

602

620

Grupos de risco
3,4.Se s6 se
considera a
presenza de
grupo de risco
2, deben
tratarse como
materia toxica,
grupo e
embalaxe Il

Mostras para
diagndstico

6.2

3373

660

660

650

Grupos de risco
1,2e3.Seso
se considera a
presenza de
grupo de risco
2, deben
tratarse como
materia toxica,
grupo e
embalaxe .

Residuos
clinicos

6.2

3291

621

621

622

621

Agas se
contefien
substancias
infecciosas,
como por
exemplo,
materiais
especificos de
risco. Poden
requirir unha
temperatura
determinada
(refrixeracion)
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2.6. Eliminacion de materiais e refugallos contaminados

Debera adoptarse un sistema de identificacion e separacion do material
infeccioso e o0s seus recipientes. Seguiranse as normas nacionais e
internacionais, tendo en conta as seguintes categorias:

1. Refugallos non contaminados (non infecciosos) que poidan
reutilizarse ou reciclarse ou eliminarse coma se fosen «lixo» en
xeral.

2. Obxectos cortantes e punzantes contaminados (infecciosos): agullas
hipodérmicas, bisturis, coitelas, vidro roto; recolleranse sempre en
recipientes a proba de perforacién dotados de tapadeiras e seran
tratados como material infeccioso.

3. Material contaminado destinado ao tratamento en autoclave que

despois poida lavarse e volver utilizarse ou reciclarse.

. Material contaminado destinado ao tratamento en autoclave e a

eliminacion.

5. Material contaminado destinado a incineracién directa.

SN

3. Control de calidade en Microbioloxia clinica

3.1.Calidade e aseguramento da calidade

O laboratorio clinico de microbioloxia clinica require para o seu correcto
funcionamento dun axeitado e constante control de calidade sobre todas as
etapas: toma e transporte da mostra, recepcion, procesamento, analise e
emision de informes.

O control de calidade no laboratorio ten como obxectivo que o
produto final do traballo tefia un grao aceptable de seguridade de
conformidade cos limites previamente establecidos. Debido a que a maioria
dos resultados en microbioloxia son produto de interpretacions e avaliacion
de reacciéns bioquimicas de seres vivos, onde a capacidade e experiencia
do avaliador tefien un gran valor, os calculos de coeficientes de variacion e
desviacions estandares que son parte de funciéns analiticas, tefien pouca
aplicacién no laboratorio de microbioloxia. E por iso que algins expertos
consideran que o control de calidade en microbioloxia € mais unha arte que
unha ciencia.

O Aseguramento da Calidade € un concepto un tanto mais dificil de
cuantificar que o control de calidade, xa que o seu foco é o impacto das
probas de laboratorio no coidado do paciente. Este control indicanos ata
que punto € bo o noso traballo e establece mecanismos para asegurar a
xeracion de informacién de utilidade clinica rapida e segura. Estas accions
poden incluir a promocién do uso rutineiro do control de calidade interno,
apoio a programas de ensaios de aptitude e todas as medidas adoptadas
para mellorar a reproducibilidade.
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Un programa de control de calidade debe incluir, como elementos
minimos, un Manual de Procedementos, a validacién de metodoloxias e
equipos, o desenvolvemento de ciclos de educacion continuada, elementos
de bioseguridade e unha supervision sobre a informaciéon xerada. Neste
sentido faise énfase na correcta valoracién das probas de laboratorio, os
axentes causais de enfermidades, o cofecemento da flora normal, a
taxonomia bacteriana e a interpretacion correcta das probas de
susceptibilidade aos antibidticos.

3.2.Métodos e areas de control de calidade

As areas concretas de control de calidade que se consideran mais utiles
tras estudos de custo-beneficio son as que se expofien a continuacion:

3.2.1. Mostras

O laboratorio de Microbioloxia clinica debe controlar as mostras dende a
stia obtencion, transporte e procesamento ata a emision dos resultados
seguindo unha serie de procedementos:

e Elaboracion dun manual de normas de obtencién e transporte de
mostras.
Establecer horarios fixos de recepciéon de mostras.
Avaliar a calidade da mostra ao recibila.

¢ Informar con rapidez os resultados clinicamente mais utiles antes de
emitir o informe definitivo.

3.2.2. Medios de cultivo

Os medios de cultivo comerciais e todos os preparados no propio
laboratorio deben someterse a un control que abrangue os seguintes
aspectos:

e Control de esterilidade: Debe controlarse a esterilidade de cada
lote que se introduce na autoclave ou se filtra. Para iso, elixese ao
azar un numero de unidades do medio que sexa representativa,
normalmente 1 tubo ou placa por cada 20 do lote. O control
realizase mediante a incubacién en estufa a 35-37°C durante 18-24
horas para os medios comuns e de 48 h para os que contefien
sangue. Non debe aparecer crecemento bacteriano despois da
incubacion.

e Control de crecemento: Realizase cada vez que se prepara ou se
recibe un novo lote de medio. O control realizase inoculando no
medio un microorganismos control (cepa dunha coleccion de
cultivos tipo). E importante utilizar un inéculo reducido, que asegure
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o crecemento cando na mostra clinica exista un pequeno nimero de
microorganismos. Como inéculo estandar preparase unha dilucion
1:10 dunha suspension do microorganismo cunha turbidez
equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland. Para o ensaio
seméntanse cunha asa calibrada 0,001 mL da suspensiéon do
microorganismo.

e Control de calidade: ten por obxecto comprobar que o medio
contén aqueles compofientes que o caracterizan. Utilizanse xermes
que crecen sobre o medio, ou dan positiva unha reaccién, e xermes
que non crecen, ou dan negativa a reaccion.

3.2.3. Reactivos de identificacion

Os reactivos de identificacion poden obterse comercialmente ou prepararse
no laboratorio. Os reactivos deben etiquetarse coa data do primeiro uso, a
data de preparacion e caducidade e deben almacenarse e usarse seguindo
as indicacions do fabricante, empregando sempre, en paralelo coa mostra,
os controis positivos e negativos recomendados (Taboa 4).

Taboa 4. Control dos reactivos e discos de identificacion.

Produto

Bacitracina discos* Streptocaccus B-hemoliticos Grupo A Sensible=halo de inhibicidn
Enterococcus faecm'fs Resistente= non hai halo de inhibicién
Catalasa (H,0,)*S Staphylococcus oureus PﬁSim{a (burbullas)
Streptococcus viridans Negativa (no burbullas)
Coagulasa®s Staphylococcus aureus Pﬂsi'fifa (forma codgulo en 4h)
S, epidrmidis Negativa
X, Vi XV factores* H. influenzae Crece alrededor de XV
ONPG discos* E. coli Positigo (amarela)
P. vlgaris Negativo

*Control de cada lote; 5, Contral semanal

3.24. Cepas control

As cepas que se utilizan para o control de calidade poden obterse de
coleccions de cultivos tipo (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Coleccion
Americana de cultivos Tipo...) ou outras fontes comerciais, ou ben pédense
utilizar cepas illadas no propio laboratorio cuxa identificacion se confirme
nun centro de referencia. As cepas control deben conservarse de maneira
que non perdan as suas caracteristicas tipicas, sendo a liofilizacion e a

UNIDADE DIDACTICA 14. Control de calidade e seguridade en laboratorios de
Microbioloxia



conxelacion a -20°C e -70°C os métodos que permiten a conservacion dos
microorganismos durante periodos de tempo mais prolongados.

3.2.5. Control de aparatos

O laboratorio debe estar provisto de todos os equipos necesarios
para a execucion correcta dos ensaios e medicions para os cales é
competente. Se excepcionalmente o laboratorio se ve obrigado a utilizar un
equipo alleo debera asegurarse da sua calidade. Todos os instrumentos
utilizados no laboratorio clinico deben estar amparados por un programa de
control de calidade e de mantemento preventivo, baseados nas instrucions
do fabricante e os procedementos establecidos. Se excepcionalmente o
laboratorio se ve obrigado a utilizar un equipo alleo debera asegurarse da
sua calidade. Todos os equipos se manteran axeitadamente e os
procedementos de mantemento deben estar dispoiiibles (Taboa 5).

Calquera equipo que sufrise un dano ou resulte defectuoso ao
realizar a sUa calibracion, debera ser posto féra de servizo e almacenado
nun lugar especifico debidamente etiquetado ata que sexa reparado e
calibrado.

Taboa 5. Control de aparatos

Aparatos Controis necesarios Periodicidade

Neveiras Limpeza Anual
Temperatura 2-8°C Diaria
Desconxelacion Anual

Conxeladores Limpeza Anual
Temperatura -20 € -80°C | Diaria
Desconxelacion Anual

Estufas Limpeza Semestral
Temperatura 35°C Diaria
CO, Diaria

3.2.6 Persoal

Cada laboratorio debe dispofier dunha estrutura organizativa e contar cun
persoal que tefia a formacién, cofiecementos técnicos e experiencia
axeitada para o desempefio das funcidons que tefia asignadas. A Direccion
do laboratorio debe definir os niveis minimos de titulacién, cualificacion e
experiencia necesarios para as persoas que ocupan postos claves no
laboratorio.

e Director técnico e os responsables das diferentes seccions e de
garantia de calidade do laboratorio seran titulados e expertos na
area que dirixen.
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e Os analistas e persoal sen titulacion especifica poderan realizar
ensaios sempre que se demostre documentalmente que recibiron a
formacién axeitada ou traballen baixo supervision.

e A competencia do persoal debe ser avaliada de forma continua, por
exemplo mediante técnicas de control de calidade (Ex. analise por
duplicado dunha mesma mostra por distintos analistas, uso de
materiais de referencia).

e O laboratorio debe asegurar a formacién permanente do persoal e
manter actualizada a informacion relativa a cualificacion, cursos de
formacioén e experiencia do persoal.

3.3. Control de calidade intra e interlaboratorios

Control de calidade interno: O laboratorio debe dispofier dun programa de
control de calidade interno para avaliar con caracter continuo as suas
actividades. Estas probas permitennos revisar as nosas técnicas e localizar
os fallos que puidesen existir, dende o procesamento ata a interpretacion
dos resultados. O devandito programa pode incluir:

recontos cruzados entre analistas;
analises duplicadas dunha mesma mostra por distintos analistas,
uso de materiais de referencia, etc.;

e introducién periddica e regular de mostras simuladas cun resultado
cofiecido

Control de calidade externo: E recomendable que os laboratorios
participen en ensaios de aptitude organizados externamente (por empresas
o sociedades cientificas) como parte dos seus procedementos de
aseguramento da calidade.

A participacion nestes programas permite ao laboratorio unha
avaliacion obxectiva das suas actividades e demostrar a fiabilidade e
precision dos resultados obtidos cos seus métodos analiticos. A
participacion nestes ensaios permite ao laboratorio comparar os seus
resultados cos doutros laboratorios.

e Debe de haber un minimo de catro controis por ano en cada area de
actividade que desenvolva o laboratorio.

e O laboratorio debe analizar as mostras do ensaio de aptitude da
mesma forma e coa mesma frecuencia que as mostras que
normalmente analiza.

e Non debe de existir comunicacion con outros laboratorios co fin de
saber os resultados do test de aptitude. Non se deben enviar a outro
laboratorio as mostras ou submostras do ensaio de aptitude para a
sUa analise.
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AVALIACION DA UNIDADE DIDACTICA

Avaliaciéon da UD

Unha vez rematada a unidade didactica formularase un cuestionario de
autoavaliacion en lifia na aula virtual para ser cuberto por cada alumno de
xeito individual.

Avaliacion da materia
Terase en conta:

e A asistencia e participacion na clase (ata o 10% da nota final).

e A asistencia e participacion nas clases practicas e o seu
aproveitamento mediante exame escrito (ata 20% da nota final).

e Exame escrito dos contidos (ata o 70%). O exame incluira tanto
preguntas de resposta curta como preguntas de resposta multiple
cunha soa resposta correcta. As respostas incorrectas puntian
negativo.

IDEAS CLAVE DA UNIDADE DIDACTICA

Ao finalizar esta unidade didactica o alumno ha de ter claras as seguintes
ideas:

1) As areas ou seccions basicas (toma de mostra, recepcion e rexistro de
mostras, almacén..) e as areas ou seccidons especializadas
(bacterioloxia, parasitoloxia, bioloxia molecular...) das que consta un
laboratorio de microbioloxia clinica.

2) Os laboratorios de microbioloxia estrutiranse en 4 niveis de seguridade
bioldxica, segundo o risco dos microorganismos cos que se traballa.

Nivel 1: microorganismos non patéxenos e patéxenos oportunistas.

Nivel 2: microorganismos e mostras cun potencial de risco de
moderado a alto.

Nivel 3: microorganismos e mostras de alto risco.

Nivel 4: microorganismos de alto risco.

3) O control de calidade nos laboratorios de Microbioloxia serve para:
Garantir a fiabilidade das técnicas que se realizan no laboratorio.
Asegurar resultados rapidos, precisos e utiles clinicamente.
Controlar a calidade das mostras.

Aumentar a profesionalidade do persoal do laboratorio e a confianza
dos clinicos nos resultados que reciben.

4) Nos medios de cultivo débese controlar a esterilidade, calidade e
caducidade.

5) Os reactivos de identificacion débense utilizar sempre cun control positivo
e negativo.
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6) A participacion en probas de aptitude intra e interlaboratorios permite ao
laboratorio avaliar de forma obxectiva as suas actividades e demostrar a
fiabilidade e precision dos resultados obtidos cos seus métodos
analiticos.

CUESTIONARIO PARA O REPASO

1.Cite duas normas de seguridade que se deben seguir nun laboratorio de
nivel 1 e nun laboratorio de nivel 2.
2. Indique que nivel de seguridade se require para traballar con:
Escherichia coli
Virus da hepatite B
Brucella
Salmonella typhi
S. aureus
3. Cite que tipos de control deben realizarse aos medios de cultivo.
4. O control de calidade no laboratorio de microbioloxia ten por obxecto
E=ET=T [0 = SRR
5. Cite tres areas e métodos de control de calidade.
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