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Resumen Las herramientas de genotipificacion intra-especie de Mycobacterium tuberculosis desarrolladas du-
rante los afios 90 no sélo dieron un impulso notable a la epidemiologia de la tuberculosis, también
pusieron de manifiesto un fenémeno hasta entonces soslayado en los laboratorios de tuberculosis: la contami-
nacion cruzada de muestras. Este error consiste en la transferencia accidental de bacilos de una muestra con
alta carga bacilar a la o las procesadas subsecuentemente. La consiguiente aparicion de falsos cultivos positi-
vos puede inducir al diagnéstico erréneo de tuberculosis y la instauracion de tratamientos prolongados con dro-
gas potencialmente toxicas. Esa secuencia de errores conduce al mal manejo de los pacientes involucrados, la
distraccion de los recursos del sistema de salud y la distorsién de los resultados de andlisis epidemiolégicos.
Se detect6 contaminacion cruzada en todos los laboratorios donde fue investigada sistematicamente, con tasas
de alrededor del 3% de los cultivos positivos. La confirmacién requiere confrontar resultados bacteriol6gicos,
clinicos, epidemiolégicos y de genotipificacion. Realizamos aqui una revision de la informacién nacional e inter-
nacional sobre el tema y describimos las medidas recomendadas para minimizar el riesgo, vigilar la ocurrencia
y evitar las consecuencias clinicas de este error de laboratorio que vulnera la certeza de un cultivo positivo.
Palabras clave : contaminacién cruzada de laboratorio, Mycobacterium tuberculosis, genotipificacion

Abstract False diagnosis of tuberculosis by culture . A remarkable input to the epidemiology of tuberculo-
sis was not the only benefit of the molecular tools developed in the early nineties for Mycobacte-
rium tuberculosis intra-species differentiation. These genotyping methods served also to unveil specimen cross-
contamination, which was until then overlooked in laboratories culturing mycobacteria. This error consists in the
accidental carry-over of bacilli from a specimen with high bacterial load to that, or those, processed subsequently.
The ensuing detection of falsely positive cultures can result in a wrong diagnosis of tuberculosis and the initiation
of a long-lasting treatment with potentially toxic drugs. This series of errors implies the mismanagement of pa-
tients, the distraction of public health system resources, and the distortion of epidemiological data. M. tuberculosis
laboratory cross-contamination was detected wherever investigated systematically, with a median rate of 3% of all
positive cultures. The confirmation of this error requires a critical appraisal of bacteriological, clinical, epidemiologi-
cal and genotyping results. We present here a review of national and international information on laboratory cross-
contamination and describe measures recommended for minimizing the risk, surveying the occurrence, and avoid-
ing clinical consequences of this laboratory error that raises a question on the reliability of a positive culture.
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Ningun método de Ultima generacion ha desplazado
todavia al cultivo como prueba gold standard para con-
firmar tanto el diagndstico etioldgico de tuberculosis como
la curacion del paciente. El diagnéstico bacterioldgico
incluye una serie de complejos pasos que van desde la
obtencidn de la muestra clinica hasta la identificacion de
Mycobacterium tuberculosis. Es probable que en alguno
de estos pasos se produzca una contaminacion cruzada
por transferencia accidental de bacilos de una muestra
altamente positiva a la o las procesadas subsecuente-
mente. Este error, que genera uno o mas resultados fal-
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sos positivos en los laboratorios que cultivan micobac-
terias, la mayoria de las veces pasa inadvertido en la
rutina de trabajo? 2.

La frecuencia con que ocurre este tipo de error es ma-
yor de lo sospechado pero no resulta facil comparar los
porcentajes comunicados por los distintos laboratorios.
Algunos autores refieren el nimero de falsos positivos al
total de muestras procesadas en el laboratorio, otros al
total de cultivos positivos, y otros al total de casos de tu-
berculosis diagnosticados. En ocasiones, la contamina-
cién se confirma cuando se investiga un episodio sospe-
chado, en otras es develada casualmente en el transcur-
so de un estudio epidemioldgico. Segun lo publicado, en-
tre 0.33% y 16% de los cultivos positivos son falsos culti-
Vos positivos debidos a este error, pero en la mayor parte
de los casos el porcentaje ronda el 3%? 34,
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Dadas las serias consecuencias de un diagndstico
erréneo de tuberculosis, presentamos aqui un andlisis
del tema recopilando informacién actualizada sobre cau-
sas de contaminacion cruzada de laboratorio, herramien-
tas para la identificacion, criterios para la confirmacion,
posibles consecuencias y recomendaciones para la vigi-
lancia en el laboratorio de micobacteriologia.

Causas

El error puede producirse en cualquiera de los pasos que
conforman el procesamiento bacteriol6gico de una mues-
tra clinica, desde la manipulaciéon de la muestra fresca
hasta las pruebas de identificacion's 5. No siempre es
posible detectar la causa de una contaminacién porque
suelen pasar semanas desde el evento que la origina
hasta el desarrollo de los cultivos contaminados, y adn
mas tiempo hasta la confirmacién del error. En ese lap-
s0, las circunstancias que favorecieron la contaminacion
pudieron haber cambiado y los instrumentos/reactivos
involucrados haber sido reemplazados? 4.

Uno de los principales factores que contribuyen a la
contaminacion cruzada es la notable capacidad de M.
tuberculosis de sobrevivir en condiciones adversas. Los
bacilos pueden permanecer viables en equipos o solu-
ciones de trabajo contaminadas durante periodos pro-
longados y también en material biolégico sometido a fija-
cion por calor o formol'? 1718, | a contaminacién de la
muestra se puede producir aun antes de su llegada al
laboratorio por causa de un instrumento. Por ejemplo,
los bacilos de un paciente sometido a broncoscopia pue-
den sobrevivir a la esterilizacion del equipo y desarrollar
en la o las muestras de lavado broncoalveolar tomadas
a continuacion. Lo que es aun mas grave, un broncos-
copio contaminado puede transmitir la infeccion de un
paciente a otro 18,

La complejidad técnica del cultivo de las micobacterias
favorece sutiles errores de manipulacién que suelen pa-
sar inadvertidos. En este sentido, el paso méas vulnera-
ble es la decontaminacion de la muestra. Todos los espe-
cimenes que provienen de sitios no estériles deben ser
decontaminados con el objeto de evitar el crecimiento
de microorganismos ambientales o de la flora normal de
la muestra. Este procedimiento involucra la adicion de
una solucién fuertemente alcalina, la neutralizacion con
una solucién de pH acido o neutro, la concentracion de
los bacilos mediante centrifugacion y finalmente la
resuspension del sedimento. Las soluciones usadas en
estos pasos pueden contaminarse y albergar bacilos via-
bles durante periodos prolongados*® 8, El roce inadver-
tido de bordes de recipientes de soluciones o pipetas
con material contaminado, la formacion de aerosoles al
dispensar un reactivo sobre la muestra o al descartar
suspensiones de bacilos en recipientes comunes pue-
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den generar transferencia de esta bacteria de una mues-
tra a otra.

La probabilidad de estos accidentes es mayor cuan-
do existe sobrecarga de trabajo y se procesan lotes de
muchas muestras por jornada® & 1151820 por otro lado,
cuando se procesa un exiguo nimero de muestras por
afio también existe riesgo de contaminacion por falta de
practica. La incorporacién de nuevo personal al labora-
torio, mas aun si no tiene entrenamiento adecuado, pue-
de también considerarse un factor de riesgo.

Se atribuye un riesgo mayor de falsos cultivos positivos
al uso de medios liquidos. Estos medios muy enriquecidos
ofrecen Gptimas condiciones de crecimiento a bacilos trans-
feridos, aun a partir de un inéculo muy pequefio y/o des-
pués de sufrir estrés en el transporte, en el ambiente del
laboratorio o durante el procesamiento de la muestra. La
manipulacion de liquidos favorece la formacion de aero-
soles, lo que acrecienta el riesgo de contaminacion cruza-
da. Ademas, las pipetas y, en particular, las micropipetas
empleadas para dispensarlos pueden contaminarse y trans-
ferir bacilos® 2> %, Recientemente se ha propuesto el culti-
vo en medio liquido en placas de microtitulacion. Si bien es
I6gico pensar que estos micrométodos podrian favorecer
la transferencia entre pocillos contiguos, esto no ha sido
demostrado hasta el momento®:.

El sistema de deteccion radiométrica BACTEC 460TB
acrecienta el riesgo de contaminacion cruzada. Para la
lectura del crecimiento este sistema toma una muestra
de la atmésfera del frasco de cultivo utilizando una aguja
que perfora uno tras otro los tapones de goma. Una sutil
falla en el funcionamiento del incinerador de la aguja trae
como consecuencia el traslado de bacilos viables de un
frasco de cultivo positivo a los siguientes® 4.

La inoculacion por aguja como factor de riesgo esta
siendo eliminado gradualmente. En efecto, en la actuali-
dad se encuentran disponibles en el mercado sistemas
automatizados de deteccién no radiométrica que detec-
tan el crecimiento mediante indicadores fluorométricos o
colorimétricos de lectura visual (MGIT Mycobacteria
Growth Indicator Tube) o instrumental (BACTEC MGIT,
MBBacT). La mayoria de los paises, incluso el nuestro,
est4 substituyendo el sistema de cultivo radiométrico por
estos sistemas que, al obviar el uso de la aguja, reducen
considerablemente el riesgo de contaminacion respecto
al del BACTEC460%.

Los cultivos de cepas de laboratorio usados asiduamente
como testigos positivos pueden contaminar equipos, solu-
ciones 0 material de trabajo y agregarse como factor de
riesgo de contaminacion cruzada de laboratorio®.

Herramientas para la identificacion

Para confirmar un episodio de contaminacién cruzada
de laboratorio es necesario evaluar en forma conjunta la
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informacidn provista por la historia clinica de los pacien-
tes involucrados (tanto anterior a la toma de la muestra
como su evolucion posterior), la investigacion de foco y
la genotipificacion. Si alguna de ellas no esta disponible
el proceso de identificacion se complica y el evento pue-
de quedar sin resolver. Aun cuando por si sola es insufi-
ciente, la genotipificacion es la Gnica herramienta dispo-
nible en el laboratorio para confirmar un episodio de con-
taminacion y tiene el mérito agregado de haber puesto el
tema en evidencia a nivel global.

Diversos métodos de exploracion genotipica identifi-
can segmentos repetitivos hipervariables del cromosoma,
lo que permite la diferenciacion entre distintos individuos
de una misma especie. El genoma de M. tuberculosis es
rico en este tipo de secuencias, entre las que se encuen-
tran las Insertion Sequence (1S), las grandes familias de
genes con secuencias polimérficas ricas en citosina y
guanina, Polymorphic G C Rich Sequence (PGRS) y va-
rias secuencias cromosomales cortas como los Direct
Repeats (DR) y los Variable Number Tandem Repeats
(VNTRs)? 24, En particular, las ISs se duplican, se trasla-
dan y se situan en diferentes posiciones dentro del
cromosoma. Como consecuencia de este proceso, la
posicion y el nimero de repeticiones varian entre cepa 'y
cepa, generando de este modo perfiles genéticos dife-
rentes que sirven para la tipificacion intra-especie. La IS
més utilizada como marcador genotipico de M. tubercu-
losis es 1S6110 ya que estd presente soOlo en el
cromosoma de este microorganismo y generalmente en
alto numero de copias, lo que le otorga un alto grado de
discriminacién y especificidad. Sin embargo, cuando la
cepa investigada posee una o pocas copias de 1S6110,
este elemento es poco o nada polimérfico y es necesario
recurrir a otros tipos de marcadores genéticos que gene-
ren mayor discriminacion®: 2,

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
con /S6110

Aun hoy, el RFLP IS6110°" es considerado el método
“gold standard’ para la genotipificacion de M. tuberculo-
sis. Este método produce un patrén especifico de cada
cepa en base al nUmero y la posicion relativa de 1S6110
en el cromosoma. Emplea grandes cantidades de ADN
cromosémico, lo cual implica semanas y hasta meses,
dado que M. tuberculosis es un microorganismo de
crecimiento lento. Ademés, el RFLP es una técnica
compleja, requiere reactivos importados muy costosos,
personal altamente entrenado y un sofisticado programa
de computacidon para comparar los perfiles de ban-
das obtenidos en distintos experimentos y/o labora-
torios?.
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Métodos que utilizan Polimerase Chain Reaction (PCR)

Para obviar estos inconvenientes se han desarrollado
técnicas basadas en la amplificacién de segmentos de
ADN mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Estos métodos pueden ser aplicados sobre mini-
mas cantidades de ADN, aun de baja calidad o parcial-
mente degradado, y suelen arrojar resultados en 24-48
horas?28.2°_ Los mas conocidos se describen a continua-
cion.

Mediante amplificacion e hibridacion reversa, el spoli-
gotyping® revela la presencia o ausencia de 43 segmen-
tos espaciadores variables interpuestos entre los seg-
mentos repetidos de la region DR. Esta técnica permite
identificar taxones dentro del complejo M. tuberculosis'y
es particularmente Util para estudios filogenéticos. No es
recomendable como Unico método para la investigacién
de contaminacion cruzada porque tiene bajo poder de
discriminacion y puede sobreestimarla. Patrones dis-
tintos descartan contaminacioén pero patrones idénticos
deben ser investigados por otros métodos de genotipi-
ficacion.

El Double Repetitive Element (DRE-PCR)*? esta ba-
sado en la amplificacion mediante PCR de las regiones
ubicadas entre dos elementos repetitivos hipervariables,
la secuencia IS6110y el segmento PGRS. Esta técnica
tiene resultados poco reproducibles entre diferentes ex-
perimentos, aun realizados en el mismo laboratorio®. Sin
embargo, resulta Util si sélo se aspira a comparar en un
experimento perfiles de bandas relevantes entre aisla-
mientos sincrénicos. Como es un método de baja com-
plejidad accesible en nuestro medio y se completa en
sélo 8 horas, resulta util como método tamiz, pero sus
resultados deben ser confirmados? 2.

El Mixed-Linker PCR® y, mas aun, su reciente ver-
sion simplificada, el Fast Ligation Mediated PCR (FLiP)34,
son ingeniosos métodos que revelan polimorfismos de
IS6110. Son muy prometedores porque producen rapi-
damente resultados que, al parecer, son equivalentes a
los de RFLP pero no estan suficientemente reproduci-
dos ni validados®.

El andlisis de Mycobacterial Interspersed Repetitive Units
(MIRU)* revela polimorfismos generados por el nimero de
repeticiones de un panel de 12 a 25 VNTRs* ¥. Cuanto
mayor es el tamafio del panel, mayor es su poder de
discriminacioén, que nunca supera el del RFLP I1S6110, a
menos que los aislamientos tengan bajo nimero de co-
pias de IS6110% %, Estos métodos son practicos solo si
se los aplica en una version automatizada.

Recientemente se compararon los métodos disponi-
bles hasta el momento para la genotipificacion del com-
plejo M. tuberculosis. RFLP 1S6110, FLiP y MIRUs-VNTR
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resultaron los métodos mas reproducibles y con mayor
poder de discriminacion?.

Criterios para la confirmacién

La sospecha de contaminacion cruzada generalmente
comienza en el laboratorio cuando aparecen cultivos
positivos con escaso desarrollo a partir de una o varias
muestras con baciloscopia negativa que fueron proce-
sadas dentro de la misma semana que una muestra con
alta carga bacilar, por el mismo operador, en la misma
cabina de bioseguridad, y/o empleando los mismos lotes
de reactivos® 1. La obtencién de una sola o muy pocas
colonias ha sido identificada como sefial de alarma de
contaminacion* 8 %, Este criterio es dificil de aplicar en el
laboratorio de un hospital pediatrico porque la tuberculo-
sis infantil es frecuentemente paucibacilar y el cultivo sue-
le ser negativo o presentar muy pocas colonias?. Otras
sefiales de alarma son el aumento repentino en la fre-
cuencia de cultivos positivos en el laboratorio y la presun-
cién clinica fuerte o confirmacion diagndstica de otra etio-
logia en el momento del informe del cultivo positivo®® .

Estas sefiales son s6lo el comienzo de una serie de
pasos para la confirmacion de la contaminacion. El pri-
mer paso es la genotipificacion de las cepas involucradas.
Si los perfiles genéticos son idénticos, el proceso de con-
firmacion sigue su curso. Si se dispone de otro aisla-
miento del paciente cuyo cultivo se presume contamina-
do, y su perfil genético es diferente al del episodio en
cuestion, se sustenta la sospecha de contaminacion. El
perfil de resistencia a drogas anti-tuberculosis también
puede contribuir a investigar el evento. La coincidencia
tanto en el perfil genético como en el de resistencia a
drogas de los aislamientos bajo sospecha refuerza aun
mas la presuncion de contaminacién? 3,

Una vez obtenidos todos los perfiles genéticos dispo-
nibles para esclarecer el presunto episodio de contami-
nacién, es necesario recurrir a la informacion clinica de
los pacientes involucrados. Se refuerza la sospecha cuan-
do el cuadro clinico de los pacientes cuyas muestras se
presumen contaminadas era inespecifico en el momen-
to de la investigacion diagnostica o, como se ha dicho,
cuando la evolucion posterior no resulté compatible con
tuberculosis y, por supuesto, cuando en el interin se con-
firmo otra etiologia“.

Por dltimo, es importante evaluar los perfiles genéticos
a la luz de la informacion epidemioldgica. En areas en-
démicas, la presencia de cultivos con idéntico perfil
genético entre las muestras procesadas en un periodo
breve de tiempo puede no ser suficiente para confirmar
la contaminacion. Esto se debe a que, en una poblacion
con alta incidencia y transmision activa de la enferme-
dad, la diversidad genética de M. tuberculosis suele ser
baja. Ademas, el estudio de foco es critico pues genotipos
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idénticos pueden evidenciar transmision real entre con-
tactos®® 4,

Por otra parte, cabe considerar que distintos aislamien-
tos de un mismo paciente pueden presentar genotipos
diferentes en los casos de re-infeccién por otra cepa di-
ferente o de infeccion simultadnea por méas de una cepa®
4245 Por lo tanto, cada caso presuntamente involucrado
en un evento de contaminacion cruzada debera ser eva-
luado individualmente a la luz del conjunto de eviden-
cias disponibles, clinicas, bacterioldgicas, genoti-picas
y epidemioldgicas® .

Consecuencias

Debido al extenso periodo de tiempo que transcurre entre
la sospecha de un evento de contaminacion cruzada de
muestras hasta su confirmacion, la consecuencia mas
comun es el inicio de un tratamiento antibiético innecesa-
rio* 1016 En Holanda se demostrd que 31% de los pacien-
tes con falso diagndstico de tuberculosis recibieron trata-
miento y 12% fueron hospitalizados**. El tratamiento de la
tuberculosis no es inocuo y puede ocasionar efectos ad-
versos. Ademas, el diagndstico erréneo retrasa o impide
el tratamiento de la verdadera etiologia, a veces con con-
secuencias graves para el paciente® °.

La contaminacion cruzada también tiene consecuen-
cias socio-economicas. En primer lugar, un paciente sin
tuberculosis puede sufrir discriminacion laboral y mar-
ginacion social en ambientes donde la enfermedad es
un estigma. Por otra parte, este error genera un desvio
de recursos tanto humanos como econdémicos, si se tie-
ne en cuenta el costo laboral de personal de laboratorio
y de atencion médica, de materiales consumidos por el
laboratorio, y de antibiéticos, en caso de ser utilizados™.

Por ultimo, si pasan inadvertidos, los eventos de con-
taminacion falsean los resultados de estudios epidemiolo-
gicos tanto convencionales como moleculares, sobreesti-
mando las tasas de incidencia y de transmisién de tuber-
culosis!®!, Se han descrito extensos episodios de con-
taminacién sometidos a genotipificacion que habian sido
interpretados erroneamente como brotes de tuberculo-
sis®*® 46, Algunos de esos pseudo-brotes fueron ocasio-
nados por cepas multirresistentes y los pacientes con
falso diagndstico fueron gratuitamente sometidos a tra-
tamiento con drogas de segunda linea, que son de ma-
yor costo, mas dificil acceso y mas efectos adversos que
las que integran el tratamiento estandar® 4.

Contaminacién cruzada en la Argentina

En nuestro pais, los primeros estudios sisteméticos de
contaminacion cruzada se realizaron en el marco de in-
vestigaciones epidemioldgicas. En esos estudios, el paso
previo al analisis de transmision consistié en excluir la
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contaminacion cruzada como causa de clustering, es
decir, de agrupamiento de aislamientos con genotipos
idénticos. Asi es como durante la documentacién de un
extenso brote de tuberculosis multirresistente ocurrido
en el Hospital Muiiiz, la contaminacion cruzada se inves-
tigd en los diez pares de aislamientos que cayeron bajo
sospecha. En base a los registros clinicos y bacterio-
I6gicos, la posibilidad de contaminacion se descartd en
todos los casos menos en uno®’.

Durante el transcurso de un estudio de poblacion rea-
lizado en un hospital suburbano con bajo volumen de
trabajo que empleaba medio sélido a base de huevo, la
bacteriéloga sospechd tres episodios de contaminacién
cruzada que fueron confirmados rapidamente por el tra-
bajo conjunto con el equipo médico y de laboratorio (Ta-
bla 1, Hospital 1). Este es el Unico estudio de Argentina
en el que se investigo la tasa de contaminacién cruzada
del periodo: 2.7% (5/183) de los cultivos analizados por
RFLP resultaron ser falsos positivos®.

En el laboratorio de un hospital pediatrico que em-
pleaba el sistema de cultivo BACTEC460 ocurrié el ma-
yor numero de episodios registrados en el pais hasta el
presente. La elevada frecuencia de contaminacion cru-

zada se atribuy6 al mal funcionamiento del incinerador
de la aguja de ese sistema. El inconveniente desapare-
ci6 transitoriamente al cambiar el sistema BACTEC 460
por el sistema MBBacT para el cultivo de micobacterias.
Sin embargo, en cuanto se relajaron las rigurosas medi-
das que habian sido adoptadas para minimizar su ocu-
rrencia se produjeron nuevos episodios, aunque en me-
nor escala (Tabla 1, Hospital V). A pesar del obstaculo
agregado que representan los casos pediatricos
paucibacilares para la identificacién de contaminacion
cruzada, el alerta precoz de la bacteriéloga permitié iden-
tificar precozmente todos los episodios sospechosos de
contaminacioén y evitar asi el tratamiento innecesario de
los nifios involucrados®®.

En un laboratorio del Gran Buenos Aires con sobre-
carga de trabajo se document6 un episodio de inusual
duracion (Tabla 1, Hospital 1l). En un lapso de 10 dias
consecutivos, todos los cultivos positivos eran falsos
positivos y aparecieron intercalados entre otros cultivos
que resultaron negativos. Como este episodio pasé in-
advertido y fue un hallazgo retrospectivo en el transcur-
so de una investigacion epidemiol6gica, no se pudo ras-
trear con certeza el origen de la contaminacién. Se com-

TABLA 1.— Episodios de contaminacion cruzada Mycobacterium tuberculosis de laboratorio investigados
en hospitales de Argentina entre 1996 y 2003

Método de
cultivo

Referencia

Hospital Afio N° de N° de falsos
episodios positivos

| 1996 1 1
1997 1 1
1998 1 3
2000 1 0
1 1997 1 11
2002 1 1
11l 2000 1 6
\Y 1999 5 13
2000 1 1
2002 2 2
2003 1 2
\Y 2000 1 2
\ 2000 1 1
Vi 2000 1 1
VI 2000 1 1
IX 2001 2 10
X 2001 2 3
Xl 2003 1 14
Xl 2003 1 1

Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*

Convencional*
Convencional*

Convencional*

Bactec 460
Bactec 460
MBBacT
MBBacT

Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*
Convencional*

Reniero et al.®
Idem
Idem
Ritacco et al.?

Ritacco et al.?®
Alonso et al.*®

Ritacco et al.?

Casimir et al.*®
Idem
Idem
Idem

Ritacco et al.2
Idem
Idem
Idem
Idem
Idem
Alonso et al.*®

Datos no publicados

* Medio de cultivo sdlido a base de huevo
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probo, sin embargo, que sélo las muestras que habian
sido sometidas al procedimiento de Petroff produjeron
falsos cultivos positivos. Por ese motivo, esos falsos po-
sitivos fueron probablemente consecuencia de la conta-
minacién accidental con M. tuberculosis de alguna de
las soluciones empleadas en dicho procedimiento durante
el periodo en cuestién®.

En total, desde 1996 hasta la actualidad se han in-
vestigado en el laboratorio de referencia 26 episodios de
contaminacion cruzada producidos en 12 laboratorios de
la Red Nacional de Tuberculosis. Con una sola excep-
cién, los episodios ocurrieron en hospitales de la ciudad
de Buenos Aires y sus alrededores, y de éstos, la vasta
mayoria tenia una alta carga de trabajo. El Unico episo-
dio confirmado en el interior del pais se asoci6 a cam-
bios de personal (Tabla 1, Hospital XIl). En la mayoria
de los casos, los grupos de aislamientos sospechosos
de contaminacion cruzada fueron enviados espontanea-
mente al laboratorio de referencia. En otros casos, la
sospecha surgi6é en el mismo laboratorio de referencia
ante la coincidencia entre perfiles de resistencia a dro-
gas de aislamientos enviados simultaneamente por un
laboratorio. Se solicitd informacion y/o cultivos adiciona-
les y se llevé a cabo una investigacién conjunta con el
laboratorio en cuestion®. La mayoria de las muestras fue-
ron analizadas empleando DRE-PCR?®*? como prueba ta-
miz interpretada con la flexibilidad descripta y RFLP
IS6110*" como método de confirmacion. Ambas técnicas
moleculares mostraron 100% de concordancia®. La sos-
pecha de contaminacion cruzada se confirmé en 24 de
los 26 episodios investigados y en todos los laboratorios
involucrados. En cada uno de los episodios con conta-
minacion confirmada se identific6 la muestra contami-
nante por ser la Unica muestra positiva al examen direc-
to de esputo.

Recomendaciones
Medidas para minimizar el riesgo

A continuacién se enumera una serie de medidas pro-
puestas para prevenir este tipo de error de laboratorio;
se encuentran entre las normas bésicas para disminuir
el riesgo y asegurar la calidad del trabajo en un laborato-
rio de bacteriologia de la tuberculosis* 7 10- 2350,
Asegurar el correcto flujo de aire dentro de la cabina
de seguridad bioldgica y en el laboratorio. Fraccionar los
reactivos en alicuotas pequefias, sobre todo los utiliza-
dos en el proceso de decontaminacion. No procesar mas
de 12 muestras por sesion de trabajo, trabajando prime-
ro las muestras clinicas negativas a la baciloscopia y lue-
go las positivas (algunos autores proponen asignar una
cabina de bioseguridad a las muestras clinicas y otra a
las operaciones con cultivos positivos, facilidad a la que,
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obviamente, muy pocos laboratorios pueden acceder).
Establecer y respetar rigurosamente un protocolo de tra-
bajo. Usar guardapolvos con pufio. No abrir envases ni
tubos conteniendo muestras antes de haber cerrado el
anterior. Proteger el extremo superior de las pipetas con
algodon. Utilizar pipetas individuales para cada muestra
evitando mezclar las soluciones por pipeteo. No centri-
fugar en tubos de vidrio. Dejar reposar los tubos que han
sido agitados o centrifugados antes de abrirlos. Descar-
tar sobrenadantes con maniobras suaves en recipientes
semi/cerrados, evitando la formacion de aerosoles; una
vez terminada la operacion, decontaminar la superficie
de trabajo y dejarla despejada para que la radiacién UV
alcance todos los sectores.

Medidas de vigilancia

Es importante adoptar mecanismos de vigilancia que
permitan detectar estos casos tempranamente para evi-
tar informar falsos resultados positivos. Algunas medi-
das simples para la vigilancia de la contaminacion cru-
zada en el laboratorio de micobacterias consisten en*:
procesar los cultivos y registrar los resultados en orden
riguroso para poder rastrear retrospectivamente los pro-
cedimientos; vigilar la tendencia del nimero y la propor-
cion de cultivos positivos; mantener una fluida comuni-
cacion con el equipo médico; ante una sefial de alarma
realizar un estudio retrospectivo de cada paciente tenien-
do en cuenta historia clinica, datos de laboratorio y da-
tos epidemiolégicos.

Sefiales de alarma

En el laboratorio, las sefiales son: la presencia de una o
mas muestras con examen directo de esputo negativo y
cultivo positivo tardio con menos de 5 colonias y proce-
sadas a continuacion de otra con alta carga bacilar; el
resultado positivo al cultivo de una sola de tres muestras
de un paciente; el aumento subito del nimero de culti-
VoS positivos en el registro del laboratorio; la deteccion
de idéntico perfil de resistencia en dos 0 méas aislamien-
tos de muestras procesadas el mismo dia.

Las sefales de alarma en la clinica son: la recepcién
de un informe positivo del laboratorio correspondiente a
un paciente con presuncion diagnostica débil de tuber-
culosis, con evolucion clinica no compatible con esta
enfermedad y/o diagndstico de otra etiologia en el inte-
rin; la acumulacion en un periodo de tiempo de informes
de cultivo positivo de muestras tomadas con fibrobron-
coscopio.

Se concluye que la contaminacion cruzada no es un
fendmeno inusitado, pues se la ha detectado en todos
los laboratorios de micobacteriologia en los que se reali-
z6 su vigilancia. Esto vulnera la certeza de un resultado
positivo de cultivo. Un evento de contaminacion cruzada
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provoca una secuencia de errores que implican un mal
manejo clinico de los pacientes involucrados, una dis-
traccién de los recursos del sistema de salud y una dis-
torsion en los resultados de los analisis epidemioldgicos.
Por ende, es muy importante aplicar medidas para mini-
mizar su ocurrencia y, cuando aparece, identificarla a
tiempo. El alerta y capacitacion del personal del labora-
torio son cruciales para sospechar precozmente este
error. Su confirmacion requiere una investigacion inte-
gral llevada a cabo conjuntamente por el laboratorio y el
equipo médico.
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A man who is right every time is not likely to do very much.

El que tiene razén siempre probablemente no haga nunca mucho.

Francis Crick (1916-2004)



