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PROLOGO

Esta publicacion describe las combinaciones de practicas microbioldgicas
especiales y estandar, equipos de seguridad e instalaciones que constituyen los
Niveles de Bioseguridad 1-4, que son recomendados para trabajar con una
variedad de agentes infecciosos en diversos laboratorios.

Estas recomendaciones son orientativas. Tienen el propdsito de brindar una guia o
codigo de préactica voluntario, asi como también objetivos para mejorar las
operaciones. Asimismo, se ofrecen como una guia y referencia para la
construccion de nuevas instalaciones de laboratorio y para la renovacion de las
instalaciones existentes.

Sin embargo, la aplicacidon de estas recomendaciones a una operacion de
laboratorio especifica debe basarse en la evaluacion del riesgo de los agentes y
actividades especiales, en lugar de utilizarse como un cédigo genérico y universal
aplicable a todas las situaciones.

A partir de la publicacion de la tercera edicion de “Biosafety in Microbiological and
Microbiological Laboratories” (SIC) (Bioseguridad en Laboratorios Microbiologicos
y Microbiologicos), se han producido una serie de hechos que derivaron en
algunas de las modificaciones efectuadas en esta cuarta edicion.

« En respuesta a la preocupacion global respecto de enfermedades
infecciosas emergentes y re-emergentes, la seccion Evaluacion de Riesgos
ha sido ampliada a fin brindar al laboratorista informacion adicional que
facilite dichas determinaciones.

e Se ha producido un gran aumento en el disefio y construccion de
laboratorios microbiolégicos y biomédicos, particularmente en los Niveles
de Bioseguridad 3 y 4. En respuesta, se han incorporado aclaraciones y
agregados en las secciones de “Instalaciones”, particularmente, en las
Secciones lll y IV, como una ampliacion de nuestro enfoque basado en el
desempefio para lograr una contencién apropiada.

e ElI interés en enfermedades de priones se ha incrementado
significativamente con la identificacion de la encefalopatia espongiforme
bovina (BSE) en Inglaterra. En respuesta, se ha incluido un anexo a fin de
abordar las diversas inquietudes en materia de bioseguridad asociadas al
trabajo con estos agentes.

« Se han producido varias infecciones de laboratorio tanto con agentes
conocidos como previamente desconocidos. En respuesta, varios Informes
Resumidos de Agentes se han modificado o sumado a esta edicion.



» Las inquietudes respecto de la transferencia nacional e internacional de
microorganismos han aumentado. Cada Informe Resumido de Agentes
actualmente contiene informacion acerca de los requisitos para obtener
permisos adecuados antes de transferir los agentes de un laboratorio a
otro.

 Finalmente, la creciente preocupacion acerca del bioterrorismo ha
despertado un gran interés en temas vinculados con la bioseguridad en los
ultimos afios. En respuesta, se ha elaborado un anexo adicional que
ayudara a dar mayor importancia a las necesidades de seguridad de
nuestros laboratorios microbiol6gicos.

Agradecemos asimismo la contribucion de muchas personas dentro de la
comunidad cientifica que han aportado ideas para mejorar esta publicacion. En
particular, agradecemos su gran aporte al “Technical Review Committee” (Comité
de Supervision Técnica) de la Asociacion de Seguridad Biologica Americana a
través de sus reflexivos comentarios y sugerencias.



SECCION |
Introduccién

Los laboratorios microbiolégicos constituyen medio ambientes de trabajo
especiales, generalmente Unicos, que pueden presentar riesgos de enfermedades
infecciosas identificables para las personas que se encuentren en o cerca de ellos.
Durante todo el transcurso de la historia de la microbiologia, las infecciones se han
contraido en el laboratorio. Los informes publicados hacia fines del siglo pasado
describieron casos de tifoide, célera, muermo, brucelosis y tétano’ adquiridos en el
laboratorio. En 1941, Meyer y Eddie® publicaron un estudio de 74 infecciones de
laboratorio con brucelosis que se habian producido en los Estados Unidos, y concluyeron
que la “manipulacion de cultivos o especimenes o la inhalacion de polvo con contenido de
organismos de Brucella constituye un peligro inminente para quienes trabajan en los
laboratorios”. Algunos casos se atribuyeron al descuido o a malas técnicas en la
manipulacion de materiales infecciosos.

En 1949, Sulkin y Pike® publicaron la primera serie de estudios de infecciones de
laboratorio. Resumieron 222 infecciones virales, 21 de las cuales resultaron fatales. En
por lo menos un tercio de los casos, se cree que la fuente probable de infeccion estuvo
relacionada con la manipulacibn de animales y tejidos infectados. Se registraron
accidentes conocidos en 27 (12%) de los casos reportados.

En 1951, Sulkin y Pike* publicaron la segunda de las series, basada en un
cuestionario enviado a 5.000 laboratorios. S6lo se habian reportado en la literatura un
tercio de los 1.342 casos citados. Los casos de brucelosis fueron superiores a todas las
infecciones adquiridas en laboratorio, y junto con la tuberculosis, tularemia, tifoide e
infeccidn estreptocdcica, representaron el 72% de todas las infecciones bacterianas vy el
31% de las infecciones causadas por todos los agentes. La tasa total de fatalidad fue del
3%. Solo el 16% de la totalidad de las infecciones registradas estuvieron asociadas a un
accidente documentado. La mayoria de estas infecciones estuvieron relacionadas con la
aspiracién de pipetas con la boca y el uso de agujas y jeringas.

Este estudio fue actualizado en 1965°, agregando 641 casos nuevos O no
previamente reportados, y nuevamente en 1976° resumiendo un total acumulado de
3.921 casos. La brucelosis, tifoidea, tularemia, tuberculosis, hepatitis y la encefalitis
equina venezolana fueron las infecciones méas frecuentemente reportadas. Menos del
20% del total de los casos estuvieron asociados a un accidente conocido. La exposicion a
aerosoles infecciosos fue considerada como una fuente posible pero no confirmada de
infeccion en mas del 80% de los casos registrados en los cuales la persona infectada
habia “trabajado con el agente”.

En 1967, Hanson y otros reportaron’ 428 infecciones directas de laboratorio con
arbovirus. En algunas instancias, la capacidad de un arbovirus determinado de generar
enfermedad humana se confirmé por primera vez como resultado de la infeccién
accidental del personal del laboratorio. La exposicidbn a aerosoles infecciosos fue
considerada la fuente de infeccibn mas comun.

En 1974, Skinholj® publicé los resultados de un estudio que demostré que la
incidencia reportada de la hepatitis en el personal que trabaja en laboratorios quimicos
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clinicos de Dinamarca (2,3 casos por afio cada 1.000 empleados) era siete veces mayor
que en la poblacién en general. Similarmente, un estudio de Harrington y Shannon®
publicado en 1976 indic6 que las personas que trabajan en laboratorios médicos en
Inglaterra tenian “un riesgo cinco veces mayor de contraer tuberculosis que la poblacion
general”. También quedd demostrado que la Hepatitis B y la shigelosis siguen imponiendo
riesgos ocupacionales. Junto con la tuberculosis, éstas fueron las tres infecciones
ocupacionales mas frecuentemente reportadas en Gran Bretafia.

Si bien estos informes sugieren que el personal de laboratorio tiene un mayor
riesgo de infectarse con los agentes que manipulan, las tasas reales de infeccion
generalmente no estan disponibles. No obstante, los estudios de Harrington y Shannon®y
de Skinhoj' indican que el personal de laboratorio tuvo mayores tasas de tuberculosis,
shigelosis y Hepatitis B que la poblacién en general.

En contraposicion a los casos documentados de infecciones adquiridas por el
personal de laboratorio, no se ha demostrado que los laboratorios que trabajan con
agentes infecciosos representen una amenaza para la comunidad. Por ejemplo, si bien se
registraron 109 infecciones de laboratorio en los Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades entre 1947 y 1973, no se reportaron casos secundarios en familiares o
por contactos con la comunidad.

El Centro Nacional de Enfermedades Animales (National Animal Disease Center)
reportd una experiencia similar'? sin que se produjeran casos secundarios en contactos
de laboratorio y fuera del laboratorio de 18 infecciones contraidas en el laboratorio entre
1960 y 1975. Se produjo un caso secundario de enfermedad de Marburg en la esposa de
un caso primario, que pudo ser transmitida sexualmente dos meses después de su
despido del hospital'®. Se reportaron tres casos secundarios de viruela en dos brotes
asociados al laboratorio en Inglaterra en 1973 y 1978%. Previamente, se habian
reportado seis casos de fiebre Q entre el personal de una lavanderia comercial que
lavaba ropa interior y uniformes de un laboratorio que trabajaba con el agente'®, un caso
de fiebre Q en un visitante de un laboratorio'’ y dos casos de fiebre Q en contactos de un
rickettsiélogo con su familia’®. Se report6 un caso de transmisién del virus B de Macacos
de una persona que atendia animales infectados a su esposa, aparentemente debido al
contacto del virus con piel lastimada’®. Estos casos son representativos de la naturaleza
esporadica y poco frecuente de infecciones comunitarias transmitidas por personal de
laboratorio que trabaja con agentes infecciosos.

En su estudio de 1979%°, Pike lleg6 a la conclusion de que “se cuenta con el
conocimiento, las técnicas y los equipos para prevenir la mayoria de las infecciones de
laboratorio”. En los Estados Unidos, sin embargo, ningln otro codigo de précticas,
estandares, normas ni ninguna otra publicacién brindaba descripciones detalladas de
técnicas, equipos y otras consideraciones o recomendaciones para el amplio espectro de
actividades de laboratorio llevadas a cabo con una gran variedad de agentes infecciosos
indigenos y exéticos. El manual Clasificacion de Agentes Etioldgicos en Base al Riesgo™
se utilizd6 como una referencia general para algunas actividades de laboratorio que
utilizaban agentes infecciosos. Este manual, y el concepto de categorizar agentes
infecciosos y las actividades de laboratorio en cuatro clases o niveles, sirvi6 como formato
basico de las ediciones previas de Bioseguridad en Laboratorios Microbiologicos y
Biomédicos (BMBL). Esta cuarta edicion del BMBL describe en forma especifica las
combinaciones de practicas microbiolégicas, instalaciones de laboratorio y equipos de
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seguridad, y recomienda su uso en cuatro categorias o niveles de bioseguridad respecto
de las actividades de laboratorio con agentes seleccionados que son infecciosos para los
humanos.

Las descripciones de los Niveles de Bioseguridad 1-4 coinciden con las que
aparecen en NIH Guidelines for Research Involving Recombinant DNA #*?* (Normas NIH
para Investigaciones de ADN Recombinante) y son consistentes con los criterios
generales utilizados originariamente para asignar agentes a las Clases 1-4 en la
Clasificacién de Agentes Etiologicos en Base al Riesgo®. Se describen también cuatro
niveles de bioseguridad para actividades con enfermedades infecciosas que utilizan
pequefios animales de laboratorio. Las recomendaciones de los niveles de bioseguridad
para agentes especificos se efectian sobre la base del potencial de riesgo del agente y
de la funcién o actividad del laboratorio.

Desde comienzos de la década de 1980, los laboratorios han aplicado estas
normas fundamentales en las actividades asociadas a la manipulacion del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV). Aun antes de que el HIV fuera identificado como agente
causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (AIDS), los principios para la
manipulacion de patdégenos que se transmiten por sangre eran adecuados para el trabajo
de laboratorio seguro. Las normas fueron también promulgadas para los trabajadores de
la salud con el titulo de Precauciones Universales®®. De hecho, las Precauciones
Universales y esta publicacion se han convertido en la base para la manipulacion segura
de sangre vy fluidos corporales, tal como se describe en la reciente publicacion de OSHA,
Bloodborne Pathogen Standard® (Estandar de Pat6genos que se Transmiten por Sangre).

A fines de la década del ‘80, el publico expresd una gran preocupacion acerca de
los desechos médicos, lo cual derivé en la promulgacién de la Ley Medical Waste
Tracking Act, de 1988%". Los principios establecidos en volimenes anteriores de BMBL
para la manipulacibn de desechos potencialmente infecciosos como un riesgo
ocupacional fueron reforzados por el Consejo de Investigacién Nacional en Bioseguridad

en el Laboratorio: Practicas Prudentes para Manipular y Desechar Materiales Infecciosos
28

Cuando esta edicion se envié a impresion, existia una creciente preocupacion
acerca de la re-emergencia de M. Tuberculosis y la seguridad de los trabajadores dentro
del laboratorio y centros de atencién de la salud. Los principios subyacentes de BMBL,
cuyo proposito es asegurar practicas, procedimientos e instalaciones seguras, pueden
aplicarse al control de este patégeno de transmision por aire, inclusive a sus cepas
resistentes a drogas mdaltiples®® *°. Ademas, las tecnologias de DNA recombinante se
aplican rutinariamente en el laboratorio para modificar la composicion genética de varios
microorganismos. Debe llevarse a cabo una evaluacion minuciosa del riesgo cuando
deban abordarse estas actividades y sus inherentes aspectos desconocidos.

La experiencia ha demostrado la prudencia de las practicas, procedimientos e
instalaciones del Nivel de Seguridad 1-4 descriptas para la manipulacion de agentes
etiolégicos en laboratorios e instalaciones de animales. Si bien no existe un sistema de
informacion nacional para reportar infecciones de laboratorio, la informacion anecdética
sugiere que el cumplimiento estricto de estas normas contribuye a lograr un medio
ambiente de trabajo seguro para los laboratoristas, el equipo de trabajo y la comunidad
circundante. Para reducir ain mas el potencial de infecciones de laboratorio, las nhormas
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presentadas en esta publicacion se deben considerar como una orientacién minima para
la contencion. Dichas normas deben adaptarse a cada laboratorio individual y se las
puede utilizar junto con otra informacién cientifica disponible.
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SECCION I
Principios de Bioseguridad

El término “contencién” se utiliza para describir métodos seguros para manejar
materiales infecciosos en el medio ambiente del laboratorio donde son manipulados o
conservados. El objetivo de la contencion es reducir o eliminar la exposicién de quienes
trabajan en laboratorios u otras personas, y del medio ambiente externo a agentes
potencialmente peligrosos.

La contencién primaria, la proteccion del personal y del medio ambiente inmediato
del laboratorio de la exposicion a agentes infecciosos, es provista tanto mediante buenas
técnicas microbioldégicas como a través del uso de equipos de seguridad adecuados. El
uso de vacunas puede brindar un mayor nivel de proteccién del personal. La contencién
secundaria, la proteccion del medio ambiente externo al laboratorio de la exposicién a
materiales infecciosos, se logra a través de una combinacion del disefio de la instalacion y
practicas operativas. Por lo tanto, los tres elementos de contencion incluyen practicas y
técnicas de laboratorio, equipos de seguridad y el disefio de la instalacion. La evaluacion
del riesgo del trabajo a realizar con un agente especifico determinara la combinacion
apropiada de estos elementos.

Practicas y Técnicas de Laboratorio. El elemento mas importante de la
contencion es el cumplimiento estricto de las practicas y técnicas microbiologicas
estandar. Las personas que trabajan con agentes infecciosos o materiales potencialmente
infectados deben conocer los riesgos potenciales, y también deben estar capacitados y
ser expertos en las practicas y técnicas requeridas para manipular dichos materiales en
forma segura. El director o la persona a cargo del laboratorio es responsable de brindar u
organizar la capacitacion adecuada del personal.

Cada laboratorio esté obligado a desarrollar o adoptar un manual de operaciones o
de bioseguridad que identifique los riesgos que se encontraran o puedan producirse, y
que especifique las practicas y procedimientos destinados a minimizar o eliminar las
exposiciones a estos riesgos. Se debe alertar al personal acerca de los riesgos especiales
y se le debe exigir que lea y cumpla las practicas y procedimientos requeridos. Un
cientifico capacitado y bien informado acerca de las técnicas de laboratorio adecuadas,
procedimientos de seguridad y riesgos asociados a la manipulacion de agentes
infecciosos debe ser el responsable de la conduccion de los trabajos con cualquier agente
0 material infeccioso. Esta persona tiene la obligacion de consultar a profesionales
especializados en bioseguridad u otros profesionales de la salud y seguridad respecto de
la evaluacion del riesgo.

Cuando las practicas de laboratorio estandar no son suficientes para controlar los
riesgos asociados a un agente o a un procedimiento de laboratorio particular, quizas sea
necesario aplicar medidas adicionales. El director del laboratorio es responsable de
seleccionar practicas de seguridad adicionales, que deben guardar relacién con los
riesgos relacionados con el agente o procedimiento.



El personal, las practicas de seguridad y las técnicas de laboratorio tienen que
complementarse con un disefio de instalacion y caracteristicas de ingenieria, equipos de
seguridad y practicas de manejo adecuadas.

Equipos de Seguridad (Barreras Primarias). Los equipos de seguridad incluyen
gabinetes de seguridad biologica (BSCs), recipientes cerrados, y otros controles de
ingenieria destinados a eliminar o minimizar las exposiciones a materiales biolégicos
peligrosos. El gabinete de seguridad bioldgica (BSC) es el dispositivo principal utilizado
para proporcionar contencion de salpicaduras o aerosoles infecciosos generados por
diversos procedimientos microbioldgicos. En el Anexo A se describen e ilustran tres
clases de gabinetes de seguridad biologica (Clase |, IlI, Ill) utilizados en laboratorios
microbiologicos. Los gabinetes de seguridad biol6gica Clase |y Clase Il de frente abierto
son barreras primarias que ofrecen niveles significativos de proteccion del personal de
laboratorio y del medio ambiente cuando se los utiliza en combinacion con buenas
técnicas microbiolégicas. El gabinete de seguridad biolégica Clase Il también brinda
protecciébn contra la contaminacion externa de los materiales (por ejemplo, cultivos
celulares, stocks microbiologicos) que se manipulan dentro del gabinete. El gabinete de
seguridad bioldgica Clase 1l estanco al gas ofrece el mayor nivel de proteccion posible
para el personal y el medio ambiente.

Un ejemplo de otra barrera primaria es la cubeta centrifuga de seguridad, un
recipiente cerrado destinado a prevenir la liberacion de aerosoles durante el centrifugado.
Para minimizar este riesgo, se deben utilizar controles de contencion tales como BSCs o
cubetas centrifugas cuando deban manipularse agentes infecciosos que puedan
transmitirse a través de la exposicidén a aerosol.

Los equipos de seguridad pueden también incluir elementos de proteccion
personal, tales como guantes, ambos, delantales, cobertores de zapatos, botas,
respiradores, mascaras faciales, anteojos de seguridad o antiparras. Los equipos de
proteccion personal se utilizan en general en combinacion con gabinetes de seguridad
biologica y otros dispositivos que contienen los agentes, animales o materiales que se
manipulan. En algunas situaciones en las cuales resulta poco practico trabajar en
gabinetes de seguridad biologica, los equipos de proteccion personal pueden formar la
barrera primaria entre el personal y los materiales infecciosos. Los ejemplos incluyen
ciertos estudios y necropsias de animales, actividades de produccion del agente y
actividades relacionadas al mantenimiento, reparacion o soporte de la instalacién del
laboratorio.

Disefio y Construccion de Instalaciones (Barreras Secundarias)

El disefio y la construccion de la instalacion contribuyen a la proteccion de quienes
trabajan en el laboratorio, proporcionan una barrera para proteger a las personas que se
encuentran fuera del laboratorio, y protegen a las personas o animales de la comunidad
de agentes infecciosos que pueden ser liberados accidentalmente del laboratorio. La
gerencia del laboratorio es responsable de la provision de instalaciones que guarden
relacién con la funcion del laboratorio y el nivel de bioseguridad recomendado para los
agentes que se manipulan.

La barrera o barreras recomendadas dependeran del riesgo de transmision de los

agentes especificos. Por ejemplo, los riesgos de exposicion de la mayor parte del trabajo
en instalaciones del nivel de Bioseguridad 1y 2 seran el contacto directo con los agentes
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0 exposiciones a contactos inadvertidos a través de medio ambientes de trabajo
contaminados. Las barreras secundarias en estos laboratorios pueden incluir la
separacion del area de trabajo del laboratorio del acceso al publico, la disponibilidad de
una sistema de descontaminacion (por ejemplo, autoclave) e instalaciones para el lavado
de las manos.

Cuando el riesgo de infeccion por exposicion a un aerosol infeccioso esté
presente, quizas sea necesario implementar un mayor nivel de contencién y barreras
secundarias multiples para evitar que los agentes infecciosos se escapen hacia el medio
ambiente. Dichas caracteristicas de disefio incluyen sistemas de ventilacion
especializados para asegurar el flujo de aire direccional, sistemas de tratamiento de aire
para descontaminar o eliminar agentes del aire de escape, zonas de acceso controladas,
esclusas de aire en las puertas de acceso al laboratorio o edificios 0 moédulos separados
para aislar al laboratorio. Los ingenieros en diseiio de laboratorios pueden consultar las
recomendaciones de ventilacion especificas en el manual Applications Handbook for
Heating, Ventilation and Air-Conditioning (HVCA), publicado por la Sociedad Americana
de Ingenieros en Calefaccion, Refrigeracion y Aire Acondicionado (ASHRAE)™.

Niveles de Bioseguridad. En la Seccion Il se describen cuatro niveles de
bioseguridad (BSLs), que constan de combinaciones de practicas y técnicas de
laboratorio, equipos de seguridad e instalaciones de laboratorio. Cada combinacion es
especificamente apropiada para las operaciones llevadas a cabo, las vias de transmisién
documentadas o sospechadas de los agentes infecciosos, y la funcién o la actividad del
laboratorio.

El o los Niveles de Bioseguridad para los organismos mencionados en la Seccion
VII (Informes Resumidos de Agentes) representan aquellas condiciones bajo las cuales el
agente puede comunmente manipularse en forma segura. El director del laboratorio es la
persona especifica y principalmente responsable de evaluar los riesgos y de aplicar
adecuadamente los niveles de bioseguridad recomendados. En general, el trabajo con
agentes conocidos debe realizarse al nivel de bioseguridad recomendado en la Seccién
VII. Cuando se cuenta con informacion especifica para sugerir que la virulencia, la
patogenicidad, los patrones de resistencia a antibioticos, la disponibilidad de vacuna