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INTRODUCCIO

L'objectiu d'aquest Ilibre és tenir una guia per facilitar el desenvolupament de les practiques
de microbiologia clinica de I'assignatura Microbiologia i Parasitologia Cliniques de la Ilicenciatura de
Farmacia de la Universitat de Barcelona. Aquestes practiques s'adrecen a estudiants que ja han
cursat una microbiologia general (Microbiologia I i IT) i que, per tant, coneixen els microorganismes
i les tecniques de manipulacié basiques.

El Laboratori de Microbiologia Clinica té un paper important en el diagnostic i el control de
les malalties infeccioses. Per poder esbrinar quin és el microorganisme o microorganismes
responsables d'un procés infeccids és necessari que s'hagi recollit una mostra representativa de la
zona infectada amb un minim de contaminacié de biota hormal. Es també necessari que la mostra es
transporti rapidament i de forma adequada al laboratori i que es facin les sembres, les proves
seroldgiques i/o les tecniques moleculars que posin de manifest la presencia d'un determinat
microorganisme.

Els dltims anys les tecniques microbiologiques s’han desenvolupat molt, fet que permet un
diagnostic més rdpid o més acurat. Perc el criteri microbiologic que permet decidir que un
determinat microorganisme dillat és el responsable d'un procés infecciés s'apren amb un bon mestre
i amb experiéncia practica. Aixi doncs, la realitzacié de les practiques és un pas essencial en
I'aprenentatge d'aquesta materia.

Durant les practiques de microbiologia clinica es tracten algunes pautes analitiques que es
desenvolupen en el programa teoric. Cada prdctica consta duna introduccié sobre les
caracteristiques fisioldgiques i microbioldgiques de I'habitat que s'estudia, i a continuacié s'explica
l'objectiu i el procediment de la practica que s'ha de dur a terme, és a dir, com s'han de recollir i
transportar les mostres i com s'han d'analitzar per identificar el microorganisme o microorganismes
responsables del procés infecciés. Per motius de seguretat, de manca d'infraestructura o per
causes economiques hi ha alguns aspectes analitics que no es poden dur a terme completament, pero
si de manera suficient per conéixer el seu procediment i arribar fins un resultat Gtil.

El llibre de practiques s’ha organitzat en nou capitols. En el capitol I s'expliquen les mesures
de seguretat i els diferents tipus de laboratoris depenent de l'origen de la mostra i del
microorganisme que es manipuli. També es detallen les Normes generals d'actuacié en els
laboratoris docents i les Normes d'eliminacié de residus desenvolupades a la Facultat de Farmacia.
La lectura d'aquest capitol és obligatoria abans d'iniciar les prdactiques per tal de conéixer com es
treballa de manera segura en el Laboratori de Microbiologia.



II

En el capitol IT s'inicia la part practica amb I'explicacié del coprocultiu com a model d'andlisi
microbioldgica d'una mostra amb una concentracié molt elevada de biota normal i la recerca del
possible patogen. L'urinocultiu i la seva andlisi s'estudien en el capitol III. En aquest cas tenim una
mostra que és esteril en una persona sana perd que es pot contaminar durant la presa de la mostra.
En el capitol IV es descriu la realitzacié de l'antibiograma. L'estudi de la sensibilitat als agents
antimicrobians és una part important en qualsevol andlisi i permet que el metge estableixi un
tractament adequat del procés infeccids.

Durant les practiques també es un estudi de portadors nasals de Staphylococcus aureus i
Neisseria sp. (capitol V). Els mateixos alumnes fan la presa de mostres a un company i el seu estudi
posterior. Aquestes dades permeten establir al final de les practiques la incidéncia d'aquests
microorganismes en persones sanes.

Tant per a estudis sobre l'origen d'algunes infeccions nosocomials com per possibles
problemes de contaminacié que es puguin presentar en el Laboratori de Microbiologia és convenient
fer controls ambientals microbiologics. Els métodes més habituals es descriuen en el capitol VI. En
el capitol VII es tracta el problema de la tuberculosi i la importancia que encara 1€ la tincié de
Ziehl-Neelsen en el diagnostic presumptiu d'aquesta malaltia.

Finalment, en els capitols VIII i IX es descriuen els medis de cultiu, les solucions i els
colorants emprats durant les practiques, i els métodes desterilitzacié més freqiients en un
laboratori de microbiologia, respectivament.

L'assignatura Microbiologia i Parasitologia Cliniques és una assignatura troncal de la
llicenciatura de Farmadcia. Aquest llibre recull les practiques de microbiologia clinica que es duran a
terme de manera intensiva durant una setmana. La realitzacié de les practiques durant dies
consecutius és imprescindible en microbiologia, ja que el treball amb microorganismes comporta
periodes d'incubacié per obtenir els resultats dies després.



INDEX

1N} 1 To] 010 Lolon Lo I
INDEX ..o eeeeeeee e eeesseee e eseseee e e essem e eesssenee e eessessenen e seeee III
ESQUEMA DE PRACTIQUES .............ooooooooveeeeeeeeeeeeeeeeseeesesesseesssssessesesessesssssssesesenenennne IX
CAPITOL I
1.- SEGURETAT EN EL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA
I ELIMINACIO DE RESIDUS.......oocoooeoeoseeseeoeseseeseseseesesssesessesoss sttt 1
1.1. Normes generals d'actuacio en els laboratoris.............nnncr. 1
1.2. Treball amb agents bioldgics: Laboratori de Microbiologia... 3
1.3. Vies d'entrada................cooooooiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
1.4, AVAIUGCIO IS PISC.........oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et s e s e sees s ssees s ssessse e 5
1.5. Principis de bioseguretat ... 6
1.6. Tipus de laboratoris segons el nivell de seguretat bioldgica...... 6
16.1 Laboratori de bioseguretart 1 (LBS 1) ... eeeeeeeseeireesisissssssssssssssssesssssens 6
16.2. Laboratori de bioSequretart 2 (LBS 2) ... eereeeeeeseeeeeseisssssssssssessssssssassns 7
1.6.3. Laboratori de bioSequretart 3 (LBS 3) ... eereeeeesesieeesiesssssssssssssesssesssassns 9
1.6.4. Laboratori de bioSequretart 4 (LBS 4) ... eeeeeseneseeiisssessssssississassssns 10
1.7, BIbliografia..................oooovviiiviieeeeeeeeeimiiissssssssss s 1
CAPITOL II
2.= BEL COPROCULTIVU ... eeseseaes e sseses e ses e ses s seseseesenns 13
2.1. Observacié directa de la mostra de femta.........ooooocoomvvcommeeeccomerecon. 16
212, TINCIO GE GIAM.........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee et s e eas s sees s 16
2.2. Aillament en medis selectius i diferencials..............coocomvooecomccomrcn, 17
2.2.1 AQAL MACCONKEY.........oveeoeeirerieisrsisrsisrsisisissssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 17
2.2.2. Agar XLD (xilosa liSina deSoxXicolar)..............enrornereesrersrssssssessissssassssenns 17
2.3. Enriquiment en brou de Rappaport-Vassiliadis peptona
de SOJA (R=V) e 18
2.4. Aillament en agar SS a partir del cultiu d'enriquiment
BN DPOU RV e es s s 19
2.5. Lectura dels cultius en medis solids selectius i diferencials............ 19
2.5.1 Lectura de les plagues dagar MacConKey ...............noreoeneneneessnsesssissenns 20

2.5.2 Lectura de les plagues de 1agar XLOD................ueeeeoenrneneeiernsrisississesssssns 20



v INDEX

2.6. Proves bioquimiques per a la identificacio presumptiva.............. 21
2.6.1 Prova e KIIGIEr ...t 21

2.6.2. Prova de LIA...........eeveseesieeeeeesestise ettt ettt 22

2.6.3. Cultiu pur en tub dagar TSA INCHNGT ...t esessanens 22

2.7. Lectura de 1'agar SS ... 23
2.7.1 Lectura de les plagues de /Gar SS.................neeoeneneseeessssssisssssssssis 23

2.8. Lectura de proves per a la identificacio presumptiva.................... 24
2.8.1 Lectura de [a prova de KIGIer...............eeeeeeceseeseeese s sesessesssesssasssanns 24

2.8.2. Lecttura de Ja Prova LIA.............eeeeeeeeeesisessesss s ssss s ssssssssssssssanen 25

2.8.3. Lectura conjunta de les dues proves Kligler i LIA...............oereeeenrnrnreninennns 26

2.9. Proves addicionals.............coiiiiiiceeei e 26
2.9.L. TUACIO AE GPAM............ccooeooeeeeeere s 26
2.9.2. Prova de [0XIQASQ................oeeeceseeseeisireisss st ssaeen 28

2.9.3. Prova de I'OfF ...ttt 29
2.10. Identificacio completa: sistema rapid d'identificacio API 20E...29
2.11. Estudi de la sensibilitat als antimicrobians ... 31
2.12. Lectura de la prova de I'O/F ... 31
2.13. Lectura de I"APT 20F..........cooooioiiiceeeeessseee s 31
2.14. Proves complementaries: reduccio de nitrats............... 34
2.15. Confirmacio de la identificacio ... 35
2.16. BIbliografia..........cccoooooiiiiiicieiiceceeisseeeeeeis s 35
2.16. Esquema de 1@ PractiCa.....................mooosssosssssssssssssssssssssssssssssssesneees 36

cApPiTOL III

3. L'URINOCULTTIU............cooomrreessesesssevissse s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37
3.1, ObServacio diP@CTA..............oooooooooooiiicieeieiseivvessseseeeeeeeeee s 39
3.1.1 Tincid de Gram directa de [OFINq...................cceeeeceeeeeeeeereeissssssssssesisss s sssassassans 39

3.1.2. ObServacio del SEAIMENT ..............eeeeeeeerereereeievesessssss s sssisssssss s ssssassans 40

3.1.3. Métodes quimics: tires reactives d'orifa.............neoeronsonsnssssssssssenns 42

B2, CUIIUL .o 42
3.2.1 Recompte del nombre de bacteris presents en [oring.................cverveernnnns 42

3.2.2. Aillament en agar MACCONKEY.................coewveeererrseisinsisesssissississsssssssssssssssssssssssssnns 43

3.3. Lectura dels cultius ... 44
3.3.1 Lectura del recompte en agar CLED..................eeoeeeererereeeseeeseeerssesssesssesans 44

3.3.2. Lectura de laillament en agar MACCONKEY...............owweeroeeercrererriererisrssrsessssssnenns 46

3.4. Identificacio del microorganisme responsable de la infeccio....... 47
.41 TIACIO T GIAM.........cooee et e 47

3. 4.2 Prova de /oXiGasa................eenireeesiseese st 47

S 4.3 PrOVA AE JOSF ..o 47

3.4.4. Sistema didentificacio APL 20E............eoeoeeoerinrneissississssssssssssssssssssssssssanns 48

3.4.5. Prova del PGUA/INDOL.............veerereesesesisnssssesisssssessans s 48

3.5. Estudi de la sensibilitat als antimicrobians...................coiiirccrineen. 49
3.6. Lectura de les proves bioquimiques ... 49
3.5.1 Lectura de [a prova de I'OfF.......... e sssasssssns 49

SB.2 LeCTUPrA Qe JAPL 2OFE ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeseseeeeeseseesesesesnesenesasnesen 49



INDEX

3.5.3. Lectura de Ia prova PEGUA/INDOL..............eeeeenrneeeesssssssissississsssssssassssns 49
3.7, BiblIografia ..o 49
3.7. Esquema de 1G PraCtiCa.........oooooiiiiivevvcvecieeeiecevsessessssssssssssssssss s 50

CAPITOL IV
4. ESTUDI DE LA SENSIBILITAT ALS AGENTS ANTIMICROBIANS:

L'ANTIBIOGRAMA ............o e eeesssesesesssssssssssssssssss s 51
4.1, L'antibiograma ............cccccuuummmmssssssssssseeeessessesssssssssssssssssssssssssssss s 52
4.2. Lectura del antibiograma................oooiriiiceeeeiiiiss e 54
4.3, BibliografiQ.....ooooooooooocooiii s 56

CAPITOL V

5. ESTUDI DELS PORTADORS NASALS DE Staphylococcus aureus T

INBISSEIIQA SP ... 57
5.1. Presa de mostres i cultiu per determinar la preséncia
de portadors sans de I'S. aureus i Neisseria sp...................n. 58

S.1L AQGAP SANG......ooororiereieieircrierririrsisisssisisesiesesssssssssesssssssss s ssssssssssesessssssssssessssssssssasasasns 59
5.1.2. Agar Mannitol HIPErSali (MSA) ...........eeeeeeereeeisesesssissississsssssssssssssssssssssassns 59
5.2. Lectura de la placa d'agar SANG.................oreveeecciisnsnsnnnneeeeessssssssns 60
B.2.1 TINCIO Q@ GIAM ...ttt 60
5.2.2. Prova de [0XidAsSa..................eeneerireesesesiessses e saeen 61
5.3. Lectura de la placa d'agar mannitol hipersali..............n. 62
5.3.1. TINCIO A GIrAM........ocoeeeeeierieieieisieeeee it 63
B5.3.2. Prova de 1a Catalasa.....................veveneoneeneeeesinesenene s ssseseaeen 63
5.4. Identificacio de les colonies sospitoses de ser S. aureus...... 63
.41 PrOVA @& OFF ...t s 64
5.4.2. Prova de 10 DINGSQ...................eeeesisisineeeesesestse e ssaeen 64
5.4.3. 5embra en un tUb de TSB..........renineeeesesestsese e saseaseen 65
5.5. Lectura de les proves d'identificacio ...............orrrrrrrrssseeersssssinenn 65
551 LeCtura de I'O/F ...ttt sttt st 65
5.5.2. Lectura de Ja DINGSQ..................eeveniseeeeesesesese e 65
5.5.3. Prova de [a COAGUIASA.................eeeeieeereeeresesieeese s ssaeen 65
5.6. Resultats obtinguts ... 66
B5.7. Bibliografi............cccoooiuiiiiiiieiiieeieee e 67
5.8. Esquema de 1a practica.............cooceeceveevvieneneennneneeeeeeessssesss s 68

cApiTOL VI

6. CONTROL MICROBIOLOGIC AMBIENTAL ... 69
6.1. Control microbiologic de superficies............nnneen 69

6.1.1. Métode de la placa de contacte (placa RODAC)................eeeeeeeeeeercerererrrnrnnnns 69
6.2. Control microbiologic de I'Qire...........ccccoooooooooooeonneeceecccesessssiininnnns 70
6.2.1. Ob1eNncio de MOSTIreS QAIre............oceveeveeeneeeereisesesese e 71
6.2.2. Eleccid del SiSTema de MOSTIEIG .............ccueveeeeeererereieeeeeveesesessss s 71
6.2.3. Recompte de bacteris aerobis mesdfils pel métode de sedimentacip................. 72

6.2.4. Recompte de bacteris aerobis mesofils amb aerocentrifuga.............................. 72



VI INDEX

CAPITOL VII
7. TINCIO DE ZIEHL-NEELSEN: DIAGNOTIC PRESUMTIU

DE LA TUBERCULOSI I DE LES MICOBACTERIOSIS ... 75
7.1. Tincio de Ziehl-Neelsen d'una mostra problema...................... 77

7.1.1. Preparacio de [@XTENSIO...............eeeereeeeeessssississsssssssssssssssssssssssssss s ssssssssns 77

T2, TIACID ..o ensen 78

Tod S LECTUP Q... 78

T 1, RESUITATS ...ttt bbbt 79

CAPITOL VIII
8. COMPOSICIO DE LES SOLUCIONS, ELS MEDIS DE CULTIU,

ELS REACTIUS I ELS COLORANTS EMPRATS A LES PRACTIQUES ............... 81
8.1, S0olUCIONS SAIINES.................ooooooieooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
811 SOMCIE AE RINGEL F ... 81

8.2. Medis de CUITIU ..o 81
8.2.1 Brou 1ripticasa de SOJA (TSB).........uwvereeereriirieinenesesssnsiseisessss s 81

8.2.2. Brou Rappaport-VassSiliAUs ...................weeenrrereeensnesesnsississssisssssssssssssssssssssssns 82

B.2.3 AGAP CLED.........ocueeeeeeeeeeeee ettt aen 82

B.2.A. AGAI DINGSQ...........oceoeeeeereeeses sttt ssaen 82

B.25. AGAL KIIGIEK ... 82

8.2.6. AGar LIA (liSINA FIrIro AGAr)............eroeeerereesieessesssssssssssiesssasssssssessssssssssssanss 83

8.2.7. Agar MAnitol RIPErSAN (MSA)............cweverrerrereerersrssississsessssssississssssssssssssssssssasses 83

B.2.8. AGAr MACCONKEY ...t sssssssas 83

B.2.9. AGAr MUCHEIHINTON. ...t ssans 84
8.2.10. Agar O/F (medi d HUGA-LEIFSON)..........coovveeeeeeeereseseseeeee s eeeaseaeen 84

B2 1L AQAL SANG ......cocveeveveveerrriereirirsisrsrsissssse sttt s s ss st b ss st bbb s st s besaees 84
8.2.12. Agar S5 (5almonella-Shigella)................eeoeeeeeerresesieeseisresssssessssssasssanns 85
8.2.13. Agar tripticaSa de SOJA (TSA).....erreiereeeireeeeseeses st ssanes 85
8.2.14. Agar XLD (xilosa /iSina desoxXiCOlat)...........venceseerreeeriesrereresseresissssassesenes 85

8.3, REACTIUS ..........oooooeeeeeeeeee e 86
B.3.1 ReACTIU PEI A TDA ...ttt 86

B.3.2. REACTIL A BAIPITT.......ooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeeeee e ettt asssaen 86

B.3.3. REACTIU Q& GIIESS ... e e ssssss et sseens 86

8.3.4. Reactiu per @ la Catalasa...................veoenesenesnenesissessses s 86

8.3.5. REACTIL A KOVIACS............ooeoeeeeeeeeeeeeeerreeeeereeereeeeeeeeeeeeseee et sassnsssnsaen 86

B.3.6. ReCatits de [0XIAASA ... 87

B.4. COlOPANTS ...........oooeeeeeeeeee e eseenes 87
B.4.1 AICOROI AEDNEE.............ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et snsaen 87
BA.2. BlAU GE METHE. ...ttt 87

8.4.3. Cristall violeta (Modificacio de HUCKEL) ... 87

B.4.4. FUCSING FEAICATIA.............oeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e et sassnsaen 87

BoB.D. LUGO ...ttt 88

B.B.B. SAFTANING......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveseseeeeeseaesaeeseneesesesesaseseaeesasenensaseseneseneneneaen 88



INDEX VII

CAPITOL IX

9. ESTERILITZACTO.........ocoooooocososososoossossososossssssesss 89
9.1. EsterilitZacio fiSiCA...................cccccooiiiiiiiiiiissesesessesseeeeeesee s ssssssssssssssssssssnsnssnens 89

911 Temperatura €leVadar.................neneneeeeeseseseisese e seaeen 89

9.1.2. ESTerilitZaciO Per FilTraCIO............reseereeneeeieeseseissississ s ssssasssees 91

913, RAQUACTD ...ttt 92

9.2. Esterilitzacio qUIMICA...............ooooooooioiiiiieeeieceeceeeeeeeeeeee e 92

9. 2.1, OXIl GEHlE...ooooooroeoeseersveesseeee s 92

G 2.2, [-PrOPIOIACTONG..........coeeeeeeseeeeses s ssnsnssns 93

G 2.3 GIUTAraIAEAId...............ecooeeeeeerer ettt aen 93

924 FOrMAIAEAIA..............ooeeeeeeeeeeeee et 93



Nawv X3 NIwvXx3
"DJU2J | UDZ4I[1424S] “UDJU2J | UDZ4I[1424S] “UDJU2J | UDZ}I|1424S] "UDZ41[1424S] AVIdIALYW
‘2vA0d
"2¥ QO sanbod sanbo|d 2p buquiag
2p 1 0bN}14u20.420,p 0150gnouT "sanbojd 2p g1o1s0dx2 | TYLNIIGWY TOULNOD
DI} D| 2P DUN4I2T 1 DBN411LU22042D qWD
2J4ID,p S2J4S0W 2p DS2.(
o
| UaS|22N-|Y2!1Z 2p 01dul
1 Uas|229N-|Yya!Z 2p o1oul] SLLSON9VIQ
onsomumr | I unonu ey
2p DJUNLI27) o ! 2P 019DZ 41|03y
owoubo1qI4uD,| 2p DUNLI2T g 3Q IQ9N1Ss3

Joulpul VS 1

"S2J0Y

VS1 gn} ua buquas
"DSDPIXO ‘WDJS 2P 012Ul4

AayuoopW
JpbD U2 PuqWIaS

"019D21}14U2p] gn4 U2 DUqW2s 'DSDPIXO m:.ﬂu«\ww,,_\wmc
'0sp|NBPOd ‘DSONQ ‘4/0 | 'PSONQ ‘4/0 'DSD|D4DI D 9190gnouT B DIGUIAS STVSYN SJOQAYLIO0d
:S2A04d 2p DUNLI27] 2P S2A0Jd "WDU9 3P 01dUIL ' 9
g "S2J4S0W 2p DS2dd
:sanbojd 2p punjo2a7
JLIVIEDT

U2 DUN4I3?| ‘|OPUT/VNId /0> 3 p oAdWNSaad 'Q37 Jvbp u2 21dwoday NILIN2ONIAN
:0p1dpJ DAOUY : o "JuaWIpas o (WoJg)
) 919021 HUBPT D102J1p 019DAJBS!
*24dWo224 DUN4I2] +7341p 9! 90
. 'SS ID|d D| 2p DUNLI2] ) 'SS obo .>-+d_o%&o~m_ nedd
0190014 14Uap] "DSOPIXO ' 4/0 :u2 pdquag QX JooD
'S|puUoIdIPPD s o:o_w_. o wm>o; “Jbuljoul 'A23u09oDWY JDbD
saAnoud 2p DUNLO2 S[ouot ...M_u d VSl | VI Y961y :U2 DUqW2S NILINI0™0
‘302 IdV :DJn4o27] 14y Jod o_%%ucccm I :s2s041dsos "WDJ9 2P 012UL4
d PIODIUFHUP S21UQ|02 2p DUqWI2S :D422JIP 019DAJ2SG0
"SUDW 2P DPDLUY "SUDW 2P DPDIUY "SUDW 2p DPDUY "SUDW 2P DPDU2Y —

‘|log244 2p DjND4
D| 2P 019DUIWDIU0S2Q

‘||pg244 2p DIND4
D| 2P 019DUIWDIU0IS2Q

‘|lPg244 2p DjND4
D| 2P 9I12DUIWDLU0252Q

‘|lbg244 2p DjND4
D| 2P 9I2DUIWDLU0252Q

13 N3 Lv13dn93s

SIJANIAIQ

SNOrIq

SIDIWIQ

S13vwiq

SNNT1IQ

S3NOILOYAd S31 3Q YWaANOS3




CAPITOL I

1.SEGURETAT EN EL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA I ELIMINACIO DE
RESIDUS

L'objectiu d'aquest capitol és conéixer els riscos que comporta treballar en un laboratori de
microbiologia i aprendre a treballar de manera segura.

Durant les practiques de microbiologia clinica es treballara amb mostres d'origen huma
procedents de persones sanes. Per tant, aquestes mostres en principi no contindran
microorganismes patdgens perd si microorganismes de la biota normal. Amb aquestes mostres
haurem de treballar en un laboratori amb un nivell de seguretat 2, ja que no es pot descartar
totalment la possible preséncia d'un patogen.

Abans de comengar les prdactiques és obligatori llegir aquest capitol per tal de coneixer i
assumir quines sén les normes de seguretat necessdries en funcié dels possibles microorganismes
que s'dillin en les mostres. Aquestes normes es basen en el Reial decret 664/1997, de 12 de marg,
sobre la proteccié dels treballadors contra els riscos relacionats amb I'exposicié a agents bioldgics
durant el treball (BOE nim. 124, de 24 de maig).

Per fer les practiques de microbiologia s’ha de portar:
- Bata blanca.
- Ulleres de seguretat.
- Retolador de vidre per marcar els tubs i les plaques que s'emprin.
- Llumins o encenedor per al bec Bunsen.
- Llibre de practiques.

1.1. Normes generals d'actuacio en els laboratoris

En els laboratoris docents de la Facultat de Farmacia, com a consegiiéncia de les practiques
que s'hi fan, hi ha una série de riscos quimics, bioldgics, mecanics, eléctrics, etc., que s’han de
reduir al maxim. Per aquesta rad, la Unitat de Laboratoris Docents (ULD) de la Facultat de
Farmadcia ha establert les Normes generals d'actuacio en els laboratoris docents de la Facultat
de Farmadcia, que sén les seglients:
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Abans de comengar a treballar al laboratori cal que us familiaritzeu amb els elements de seguretat
seglients:

¢ Vies d’evacuacio: sortides del laboratori i sortides de 1’edifici.

¢ Extintors, manegues i mantes ignifugues.

e Farmacioles, dutxes d’emergencia, rentaiills, armaris de seguretat.

e Informacié sobre que cal fer en cas d’emergencia (mireu les instruccions al tauler d’anuncis de suro).
e Pla d’emergencia.

Equips de proteccid individual (Norma 1/98 de la UB)

e L°Us de bata és obligatori dins el laboratori, i cal portar-la cordada en tot moment.

e [’us d’ulleres de seguretat homologades segons la normativa de la UE (amb proteccié contra impactes
o esquitxos frontals i periférics) és obligatori sempre que es manipuli qualsevol producte o material que,
per les seves caracteristiques, pugui representar un risc per a la seguretat i la salut de les persones.

e Mai no heu de dur lents de contacte al laboratori, ja que, en cas d’accident, els productes quimics, ja
sigui en estat liquid (esquitxades), ja sigui en forma de vapor, poden passar al darrere de les lents i
provocar lesions als ulls abans de poder-les retirar.

Normes de comportament

¢ No fumeu, no mengeu ni beveu en el laboratori.

¢ No guardeu aliments ni begudes a les neveres o als congeladors del laboratori.

e No tasteu ni toqueu amb les mans cap producte quimic ni biologic.

¢ Renteu-vos les mans correctament abans i després de realitzar un experiment i en sortir del laboratori.
o Els cabells llargs representen un risc: cal que els dugueu recollits.

e S’aconsella no portar faldilles, pantalons curts, mitges ni sandalies.

¢ No porteu polseres, penjolls, manigues amples, etc. que puguin enganxar-se.

Condicions de 1’area de treball

e [’area de treball s’ha de mantenir neta i endrecada.

¢ No deixeu objectes personals (llibres, abrics, bosses, etc.) damunt de les taules de treball. Deixeu-los a
les taquilles que hi ha al passadis.

¢ Si es vessa un producte, recolliu-lo immediatament, prenent sempre les mesures pertinents. Disposeu
de productes especifics per recollir acids, bases i solucions organiques als passadissos.

Manipulaci6 de productes quimics i biologics

e No pipetegeu mai amb la boca: empreu sempre els dispositius destinats a aquest efecte.

¢ No introduiu mai la pipeta dins I’ampolla del reactiu.

¢ No porteu tubs d’assaig ni productes dins les butxaques.

e La manipulaci6 de qualsevol producte que pugui desprendre vapors toxics, corrosius, irritants o
lacrimogens s’ha de fer sempre a les vitrines extractores.

¢ Si manipuleu productes toxics o corrosius, empreu els guants que siguin adequats en cada cas.

e Si treballeu amb mostres bioldogiques, empreu els guants idonis, i en cas que siguin patdogenes,
manipuleu-les en cabines de bioseguretat.

e Vigileu a I’hora d’examinar les olors: no ho feu mai directament; arrossegueu amb la ma i cap al nas
una porcid del vapor que vulgueu ensumar.
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Escalfament de liquids

¢ No escalfeu mai en recipients totalment tancats. Dirigiu I’obertura del recipient en direccid contraria a
un mateix i a d’altres persones properes.

¢ Quan bulliu, introduiu dins el recipient —si és possible— boles de vidre o de porcellana porosa per tal
d’evitar les esquitxades.

o Si el liquid és inflamable, no escalfeu mai amb flama.

Identificacid

e Tots els productes que cal utilitzar han d’estar etiquetats correctament.

e Abans d’usar un determinat reactiu, llegiu amb atencid ’etiqueta i, si és possible, la fitxa de seguretat.
Assegureu-vos bé que no empreu un producte per un altre.

¢ Etiqueteu degudament les solucions preparades al laboratori.

Neteja del material

e Una vegada utilitzat el material, cal que el deixeu perfectament net, seguint les indicacions del
professorat.

e La neteja del material s’ha de fer immediatament després de cada operacid, ja que ¢€s més facil
eliminar-ne la bruticia 1 aixi, a més, es coneix la naturalesa de la substancia.

e Mai no heu de posar el material volumetric dins I’estufa.

Eliminacié de residus

e Des del juny del 1996, la Facultat de Farmacia disposa d’un Pla de gestio de residus basat en els
principis de reduccio, reciclatge i reutilitzacid. Per gestionar adequadament els residus, cal dipositar-los
als contenidors que trobareu a la Facultat, segons la classificacid segiient:

Material no contaminat i sense restes de productes quimics:
e Paper i cartrd (contenidor de plastic blau)
¢ Vidre net (contenidor de plastic verd)
e Plastic (contenidor de plastic groc)
Material contaminat:
¢ Contenidor de plastic groc (Chemo-Box): pipetes, xeringues i altres objectes punyents
¢ Bidons blaus: per a qualsevol tipus de material toxic o contaminat
¢ Contenidors de plastic blanc per a I’eliminacio de:
¢ Dissolvents no halogenats (etiqueta verda)
¢ Dissolvents halogenats (etiqueta taronja)
¢ Solucions aquoses acides (etiqueta blava)
¢ Solucions aquoses basiques (etiqueta groga)
¢ Residus quimics especifics (etiqueta vermella)
¢ En qualsevol altre cas, consulteu el manual de residus.

1.2. Treball amb agents bioldgics: Laboratori de Microbiologia
A més a més d'aquestes normes generals, en un laboratori de microbiologia, on es treballa

amb microorganismes, o en un laboratori de diagndstic microbiologic, on arriben mostres d'origen
huma que desconeixem si estan contaminades o el grau de perillositat i la forma de transmissio del
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possible patogen present, s'ha de treballar amb unes mesures de seguretat bioldgica per reduir al
maxim el risc d'exposicié al possible patogen i evitar les infeccions adquirides en el laboratori (TAL).
Per tant, un dels objectius d'aquest capitol és coneixer els riscos que comporta treballar en un
laboratori de microbiologia i aprendre a treballar de manera segura amb agents bioldgics.

S'entén per exposicid als agents biologics |la preséncia d'aquests en I'entorn laboral. Segons
el tipus d'exposicid, es poden classificar en les categories segiients:

- Exposicio per manipulacié directa de I'agent bioldgic que constitueix el propésit principal
del treball.

- Exposicié per manipulacié de mostres perd que no implica el contacte directe o I'is
deliberat de l'agent microbiologic (produccié d'aliments, productes d'origen animal,
depuracié d'aiglies residuals, etfc.).

- Exposicio que no deriva de la propia activitat laboral (contagi entre companys). Aquesta
categoria no s'inclou en aquest capitol.

Segons el Reial decret 664/1997 ja esmentat, es consideren agents bioldgics els
microorganismes, amb inclusié dels genéticament modificats, els cultius cel-lulars i els endoparasits
humans susceptibles d'originar qualsevol tipus d'infeccid, al-lérgia o toxicitat. D'acord amb el RD, els
agents bioldgics es classifiquen en quatre grups en funcié del risc d'infeccié (taula 1.1).

Risc de Profilaxi
Risc infeccios propagacié a o
la col-lectivitat tractament eficag

Agents bioldgics del
grup de risc

Poc probable que causi

1 . No Innecessari
malaltia
Pot produir una malaltia i
2 constituir un perill per als Poc probable Possible generalment

treballadors
Pot provocar una malaltia
3 greu i constituir un perill Probable Possible generalment
serids per als treballadors
Provoquen una malaltia greu
4 i constitueixen un perill Elevat
serids per als treballadors

No conegut
actualment

Taula 1.1. Classificacié dels agents bioldgics

Com a conseqiiencia d'aquesta classificacié, a I'annex II del Reial decret es presenta una
llista d'agents bioldgics classificats en els grups 2, 3 o 4. Com a exemple, esmentarem alguns dels
patogens més habituals en un laboratori de diagnostic microbioldgic amb el grup de risc al qual
pertanyen (entre paréntesis): Campylobacter jejuni (2), Chlamydia trachomatis (2), Enterococcus
sp. (2), Escherichia coli (excepte les soques no patogenes) (2), £ coli verotoxigenica (3),
Haemophylus influenzae (2), Mycobacterium tuberculosis (3), Salmonella Enteritidis (2), Salmonella
Typhi (3), Staphylococcus aureus (2), virus de I'hepatitis B (3), VIH (3), virus de I'herpes simple
tipus 1i 2 (2), virus d'Ebola (4), Candida albicans (2).
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Si es coneix la identitat de I'agent biologic al qual esta exposat un treballador, pero no es
troba a la llista de la classificacié recollida a I'annex IT del Reial decret, s'han d'estudiar les seves
caracteristiques com a agent infecciés i només quan s'hagi confirmat el seu cardcter no infecciés
podra ser classificat en el grup 1.

1.3. Vies d'entrada

En un laboratori de microbiologia les persones poden entrar en contacte amb els
microorganismes per quatre vies diferents:

- Inoculacid percutdnia. és una de les rutes més freqiients d'exposicié i és conseqiiencia
de punxades o talls amb material contaminat.

- Inhalacid: la inhalacié d'aerosols generats per accidents o per la manera de treballar és
fregiient i és especialment important perqué moltes vegades passa desapercebuda.

- Ingestid: es produeix com a conseqiiencia de treballar de manera incorrecta i ficar-se a
la boca material contaminat (pipetes, etc.) o altres objectes (llapis, dits, etfc.).

- Contacte amb Ja pell o amb les membranes mucoses. la contaminacié es produeix pel
contacte de les membranes mucoses (boca, ulls, nas, etc.), petites ferides o talls a la
pell amb superficies contaminades.

S'ha de tenir en compte que en la gran majoria de les TAL (>80%) no es coneix la forma com
s'han posat en contacte el microorganisme i el treballador. Es a dir, sha produit un error en la
manera de treballar, pero no s'és conscient d'haver comés aquest error que ha permes al
microorganisme posar-se en contacte amb alguna persona del laboratori. Només se sap que aquesta
persona ha treballat amb el microorganisme o hi ha estat a prop.

Les TAL associades amb un accident conegut es poden relacionar amb la falta de cura o amb
errors humans. Els accidents descrits amb més freqiiéncia son la inhalacié d'esquitxades, les
punxades amb agulles de xeringues o amb objectes punyents i I'aspiracié del contingut d'una pipeta.

1.4. Avaluacié del risc

S'entén per risc la probabilitat que es produeixi un mal, una lesié o una malaltia. D'acord amb
el Reial decret, quan s'identifica un risc relacionat amb I'exposicié a agents biologics durant el
treball, si no s’ha pogut evitar, s'ha d'avaluar. L'avaluacié consta de dues etapes. Primer es duu a
terme la identificacio teorica dels riscos bioldgics. Aixd es fa estudiant la identificacié tedrica dels
agents bioldgics, el grau de virulencia (dosi infectiva minima), la forma de transmissié, la via
d'entrada, el volum i la concentracié de l'agent en el material amb qué es treballa, etc. Després
s'avaluen els riscos que hi ha a la propia feina i els relacionats amb el treballador: I'estudi dels
procediments de treball, la freqiiencia de I'exposicié, l'avaluacié del nivell d'exposicio i de
I'experiencia, etc.

En un laboratori de diagnostic microbiologic no se sap quins agents infecciosos hi ha a les
mostres que arriben al laboratori. Se suposen. Per tant, és un repte establir el nivell de seguretat
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adequat. Aixi doncs, sempre s'ha de treballar com a minim amb un nivell de seguretat 2 (agents
bioldgics que poden produir malalties).

1.5. Principis de bioseguretat

Per treballar de manera segura s’han de fer servir unes "barreres” durant el treball per tal
de minimitzar el contacte dels treballadors i el medi ambient amb els microorganismes. Aquestes
barreres es classifiquen en barreres primdries i secundaries. Les barreres primdries tenen com a
finalitat protegir el personal i I'ambient del laboratori. Aixo s'aconsegueix principalment amb bones
tecniques microbiologiques, és a dir, amb persones amb experiencia i amb I'ds d'aparells de
seguretat adequada. L'ls de vacunes pot incrementar el nivell de proteccié personal perd no és un
substituft.

Les barreres secunddries pretenen protegir el medi ambient de I'exposicié a materials
infecciosos. Aixo s'aconsegueix amb una combinacié del disseny i la ubicacié del laboratori adequats.

1.6. Tipus de laboratoris segons el nivell de seguretat bioldgica

El nivell de seguretat assolit per un laboratori depén d'una série de factors humans
(experiencia de les persones), tecnics (aparells de seguretat disponibles), i infraestructura (disseny
del laboratori i ubicacid). Segons la combinacié d'aquests factors, tindrem laboratoris amb diferent
nivell de seguretat. En el laboratori de bioseguretat 1 es treballa amb bones técniques
microbioldgiques (molt important) perd no es fa servir un equip de seguretat especial ja que no és
necessari en treballar amb microorganismes no patogens per a persones sanes. A mesura que
s'incrementa el nivell de seguretat, les exigéncies en la manera de treballar augmenten.

1.6.1. Laboratori de bioseguretat 1 (LBS 1)

En aquest laboratori es pot treballar amb microorganismes que amb escassa probabilitat
produeixin malaltia en l'adult sa. Es un laboratori adequat per a la docéncia i per treballar amb
microorganismes ben caracteritzats i no patogens.

Personal

Es un laboratori adequat per a estudiants que s'inicien en el treball microbioldgic. La
supervisié del treball I'ha de fer un cientific amb capacitacié general en microbiologia.

Practiques de laboratori

Un LBS 1 té l'accés limitat (porta tancada), es treballa sempre en la lleixa i se segueixen i
s'adquireixen les prdctiques microbioldgiques bdsiques:

Normes de comportament

- Esta prohibit menjar, beure, mastegar xiclet, fumar o maquillar-se.

- Els aliments s’han d'emmagatzemar en neveres especials i fora de la zona de treball.

- L'Us de la bata cordada és obligatori.

- L'ds de les ulleres de seguretat és obligatori en els procediments que generin
esquitxades.



1. SEGURETAT EN EL LABORATORI 7

Forma de treballar

Es treballa a prop del bec Bunsen ences. Cal tenir precaucié quan la flama esta encesa.
S'ha de treballar minimitzant la formacié d'aerosols i esquitxades.

Les nanses de sembra (Kolle, picadura, Digralsky) s'esterilitzen abans i després del seu
ds.

Esta prohibit pipetejar amb la boca.

El liquid de la pipeta s'expulsa suaument, contra la paret del contenidor per evitar
esquitxades.

En fer servir qualsevol tipus de pipeta sha devitar el reflux per no produir
contaminacions.

Quan es manipulen tubs d'agar amb cultius microbians els tubs han de romandre oberts
tan poc temps com es pugui. Els taps no poden tocar la superficie de treball, cal agafar-
los amb la ma juntament amb la nansa de sembra.

Quan s'utilitzen medis de cultiu en plaques de Petri, es treballa al costat del bec Bunsen
ences i s'obren tan poc temps com es pugui per realitzar les sembres. Deixar les plaques
obertes gaire temps és font de contaminacions.

S'ha de tenir precaucié amb la manipulacié d'objectes punxants i tallants, que s’han
d'eliminar en contenidors especials com el Chemo-Box.

Hadbits dhigiene

Les superficies de treball shan de descontaminar després de la feina diaria i després
d'un vessament o d'una esquitxada amb material infeccids.

Els materials contaminats es dipositen en contenidors apropiats que es puguin tancar
per al seu trasllat i esterilitzacié posteriors.

Abans de deixar el laboratori i sempre que sigui necessari s'han de rentar les mans.

Equip de seguretat

Normalment no és necessari.

Instal-lacions

Els laboratoris han de complir les caracteristiques segiients:

Han de ser facils de netejar.

Les superficies han de ser impermeables a I'aigua, resistents a la calor moderada i als
compostos quimics.

Hi ha d’haver un lavabo per poder rentar-se les mans.

Si les finestres es poden obrir, han de tenir una proteccié contra I'entrada d'insectes.

1.6.2. Laboratori de bioseguretat 2 (LBS 2)

56n laboratoris adequats per treballar amb microorganismes que poden produir malalties a
'home i poden representar un perill per als treballadors. Treballar amb aquests microorganismes
representa un risc de propagacié a la col-lectivitat baix i generalment se'n coneix la profilaxi i el
tractament adequats.
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Personal

Per treballar en aquest laboratori és necessdria una experiéncia microbioldgica previa en la
manipulacié de microorganismes. La direccié del laboratori és a carrec d'un professional amb
experiéncia i es controla la salut dels treballadors abans de I'assignacié del lloc de treball.

Practiques de laboratori
Al LBS 2 es fan servir les practiques microbioldgiques basiques descrites al LBS 1iamés a
- El responsable de seguretat pot restringir I'accés al laboratori quan s'hi treballa. Les
persones amb més risc d'adquirir infeccions no hi tenen I'entrada permesa.

- Les portes d'accés al laboratori estan senyalitzades amb el simbol de perill bioldgic i
amb indicadors addicionals com ara la necessitat de vacuna (figura 1.1).

o

Figura 1.1. Senyal de perill bioldgic

- Tots els residus s’han de descontaminar abans d'eliminar-los.

- La bata de laboratori s'ha de deixar sempre al laborator:i.

- Sha devitar la contaminacié a través de la pell. Es recomana portar guants quan es
manipuli material infeccids.

- Els vessaments i altres accidents que tinguin com a conseqiiéncia la sobreexposicio del
personal a material infectat s'han de comunicar al responsable de seguretat.

- S'han de realitzar programes de desinsectacié i desratitzacié de la instal-lacié.

- No hi pot haver animals no relacionats amb el treball.

- El'laboratori ha de disposar d'un manual de bioseguretat.

Equips de seguretat

El treball de laboratori es duu a terme a la lleixa, perd es fan servir cabines de seguretat
de classe I o IT o altres sistemes de proteccié personal quan es fan servir técniques amb un alt risc
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de formacié d'aerosols, quan s'utilitzen grans volums o quan es fan servir concentracions elevades
d'agents infecciosos.

Instal-lacions

- El laboratori ha de disposar d'un autoclau per descontaminar els residus.
- Es convenient que la porta d'entrada tingui un espiell o que hi hagi una camera al
laboratori per controlar I'evolucié de la feina.

1.6.3. Laboratori de bioseguretat 3 (LBS 3)

Es un laboratori on es treballa amb agents bioldgics del grup 3, és a dir, amb
microorganismes que poden produir una malaltia greu a I'ésser huma, que representen un perill
serids per als treballadors i amb un risc de propagacié a la col-lectivitat. Normalment hi ha profilaxi
i tractament eficag.

Personal

Només poden treballar en aquest tipus de laboratori persones amb experiencia
microbioldgica prévia i que reben instruccié especifica addicional. El responsable ha de tenir
experiencia en aquest tipus de microorganismes.

Practiques de laboratori
En un LBS 3 es duen a terme les practiques de laboratori del nivell 2, perc a més a més:

- L'accés hi esta restringit durant la feina. Les portes del laboratori han d'estar tancades
i senyalitzades amb el simbol de perill bioldgic.

- El responsable de seguretat controla I'accés del personal de manteniment.

- Totes les activitats amb material infeccids es fan en cabines de seguretat bioldgica.

- No es fa servir roba de carrer. S'utilitza roba d'ds exclusiu per al laboratori. Abans de
rentar es descontamina.

- Es imprescindible I'is de guants quan es treballa amb animals infectats o quan és
impossible evitar el contacte amb material infectat.

Equip de seguretat

Totes les activitats que impliquin la manipulacié de material infectat, amb perill de
produccié d'aerosols, s'han de fer en cabines de seguretat bioldgica o amb un altre equip de
seguretat adient.
Instal-lacions

El disseny d'un LBS 3 es caracteritza per:

- Ser un laboratori separat de la resta del laboratori per una doble porta amb tanca
automatica.
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Tenir pressié d'aire negativa, amb sortida d'aire a I'exterior, mitjangant filtre HEPA i
sense recirculacid.

Si hi ha finestres, sempre han d'estar tancades.

El laboratori ha de disposar d'un lavabo amb aixeta de pedal o automatica.

Les preses de buit han d'estar protegides amb filtres HEPA i els sifons s'han de
descontaminar.

1.6.4. Laboratori de bioseguretat 4 (LBS 4)

Un LBS 4 és un laboratori dissenyat per treballar amb microorganismes que produeixen una
malaltia greu a I'home, que comporta un perill seriés per als treballadors, amb moltes possibilitats
que es propagui a la col-lectivitat, i sense que existeixi generalment una profilaxi o un tractament
eficag. Son laboratoris d'alta seguretat amb aillament total de I'exterior. N'hi ha molt pocs al mén.
A Espanya només n'hi ha un a Valdemoros, Madrid: el Centro de Investigaciones en Sanidad Animal

(CISA).

Personal

Per treballar en aquest laboratori es requereix:

Practiques

Personal amb capacitacié especifica i completa per manipular agents infecciosos
extremadament perillosos, supervisat per cientifics amb capacitacié i experiencia per
treballar amb aquests agents.

A aquest laboratori només hi poden accedir persones expressament autoritzades.
L'entrada al laboratori ha de tenir mesures de seguretat addicionals

de laboratori

La porta del laboratori ha d'estar senyalitzada amb el simbol de perill bioldgic, i s'hi ha
d'indicar el nom del microorganisme que es manipula, el nom del responsable de
bioseguretat i si és necessari fer servir equips de seguretat addicionals.

Tot el material, abans de sortir del laboratori, s'ha d'esterilitzar en una autoclau de
doble porta. La porta externa només s'obrira quan s’hagi acabat el cicle d'esterilitzacié.
Els materials que s'hagin de transportar fora del laboratori aniran dins d'un contenidor
irrompible, que anird, a la vegada, dins d'un segon contenidor hermetic i de facil
descontaminacié. Per permetre'n la sortida, s'haura de passar per un producte
descontaminant (figura 1.2).

Equip de seguretat

Totes les manipulacions que es duguin a terme al laboratori s'han de fer en cabines de
classe IIT o classe II i el treballador ha de portar un vestit hermeétic amb pressio
negativa i respiracié assistida. Abans d'abandonar la zona s’haurd de descontaminar el
vestit amb una dutxa quimica.

El subministrament de materials s’ha de fer a través d'una autoclau de doble porta o
d'una cambra de descontaminacié superficial.
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Instal-

Figura 1.2. Embalatge en fres capes per a sortida de material
bioldgic de LBS 4.

lacions

El laboratori es troba separat de tota activitat que es desenvolupi en el mateix edifici o
en una instal-lacié independent.

El personal que entri en el laboratori només pot sortir-ne a través d'un vestuari amb
dutxa. Cada vegada que surti del laboratori s’haura de dutxar.

La roba de carrer es deixa al vestuari i se'n fa servir una d'ls exclusiu del LBS 4. A la
sortida, la roba de laboratori s'intfrodueix en un recipient i es descontamina abans de
portar-la a I'exterior.

Les parets, els sostres i el sdl estan segellats per facilitar la descontaminacié i evitar
I'entrada d'insectes. Tots els desguassos estan connectats amb sistemes de
descontaminacié. L'aire ha de sortir a través de filtres HEPA.
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