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Resumen

La realizacién de investigacion biomédica, es fundamental tanto en el area clinica
como de la investigacion; entrafa una serie de peligros para las personas involu-
cradas en estas actividades. Estos riesgos pueden ser riesgos bioldgicos, quimicos y
radiolégicos. Los riesgos pueden ser mitigados o controlados con protocolos y reco-
mendaciones adecuados. En esta guia se muestran de manera sencilla las principales
medidas y consideraciones que un investigador debe conocer y observar para poder
hacer una correcta evaluacion de riesgos inherentes a las actividades implicadas
en su protocolo. Por ende, es esencial implementar las medidas que aseguren la
salud e integridad de las personas involucradas en dicho protocolo, quienes puede
ser participantes o no.

PALABRAS CLAVE: Bioseguridad, riesgo biolégico, riesgo quimico, riesgo radiolégico.

Abstract

Conducting biomedical research is essential in both the clinical and research
areas;. It entails a series of dangers for people involved in these activities. These
risks, could be biological, chemical or radiological. These risks can be mitigated
or controlled with appropriate protocols and recommendations. This guide shows
in a simple way, the main measures and considerations that a researcher who car-
ries out a protocol must know and apply, in order to make a correct assessment of
the risk that the activities involved in the protocol. Thus, is essential to implement
measures to ensure health and safety of involved people, whether they directly
participate or not in the protocol.
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Introduccién a la Bioseguridad en la
Investigacion Biomédica

La prevencion es un mecanismo que tiene por
objeto manejar los riesgos y hasta donde sea
posible reducirlos y contenerlos. El principio
es: mantener confinado el peligro en la misma
fuente que lo produce e integrar las medidas de
prevencion de riesgos en las actividades que
entrafian un peligro.’

Existen dos tipos de medios de prevencion: a) la
proteccién colectiva, en la cual se acondicionan
los espacios e instalaciones para las actividades
que representan un peligro, y b) la proteccién
individual, en la cual se suministra el equipo de
proteccion personal necesario (bata, guantes,
cubrebocas, etc.), se da vigilancia médica y se
siguen buenas practicas clinicas y de laboratorio
(Figura 1).

Estas medidas permiten asegurar la proteccion
del personal y del ambiente, asi mismo, la
prevenciéon de riesgos asegura la calidad del
trabajo y sus resultados. Debido a la diversidad
de actividades que se realizan en la investigacion
cientifica, las fuentes de peligro son numerosas
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Figura 1. La proteccion colectiva implica la infraes-
tructura e instalaciones, equipos de contencién como
campanas de bioseguridad o extintores, mientras la
proteccion individual se refiere al uso de equipo
personal como guantes, gafas, bata, etc.
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y pueden presentarse de manera simultanea.
Por lo tanto, es necesario identificar los riesgos
para establecer las medidas de seguridad y de
prevencion. El Cuadro 1 presenta una clasifica-
cion de los riesgos.?

Es importante discernir entre el peligro, el riesgo
y la exposicion. El peligro es una condicién o
caracteristica intrinseca de un objeto, actividad
o forma que puede causar lesion o enfermedad.
El riesgo es la combinacion de la probabilidad
de que se produzca un evento y sus consecuen-
cias negativas, mientras que la exposicion es la
frecuencia con la que se presenta la situacion
de riesgo (Figura 2). Ejemplo: el piso mojado es
resbaloso (peligro) y existe un riesgo de caida
con posibilidad de una fractura.?

La exposicién a un peligro puede producir
un dafo o lesion, a la probabilidad de que se
produzca este dano se denomina riesgo. Un
agente biolégico puede poseer una capacidad
intrinseca de provocar un efecto nocivo para
los seres humanos o el ambiente (animales,
plantas y microorganismos). Sin embargo, si
se manipula de forma segura, en condiciones
controladas y minimizando la exposicion, el
riesgo al manipular este agente bioldgico puede
ser extremadamente bajo.

Todas las decisiones de gestion de riesgos deben
basarse en evaluaciones que tomen en cuenta el
uso real y la exposicion de los agentes peligrosos,
no Gnicamente en las propiedades intrinsecas de
un agente biolégico.’?

Evaluacion del riesgo bioldgico

Para actuar eficientemente ante una realidad es
necesario conocerla con antelacién. Dentro de
una actividad profesional, sea cual sea el riesgo,
una buena prevencién comienza por un buen
analisis del riesgo. Analizar un riesgo biolégico
en el laboratorio consiste en tratar de responder
a las cuestiones siguientes:
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Cuadro 1. Clasificacién de los tipos de riesgo
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Biolégico
Quimico

Radioactivo

Manipulacién de microorganismos patégenos, de organismos genéticamente modificados (OGM) o
animales, se incluyen todas las muestras de origen humano (sangre, orina, heces y tejidos).

Uso de sustancias peligrosas, solventes, cancerigenos, mutagénicos y toxicos, ciertos medicamentos, etc.

Involucra la manipulacién de fuentes radioactivas o ionizantes con peligro de dispersion.

Fisico, no ionizante Derivado de la manipulacién de fuentes electromagnéticas, rayos laser, electricidad o ruido.

1.- ;Cudles son las fuentes de contaminacion?

Se puede incluir a los microorganismos pa-
togenos (bacteria, virus, hongos, parasitos),

;

Figura 2. Riesgo y peligro. El peligro es la caracteristica
intrinseca de un objeto o circunstancia para generar
un dano, el riesgo es la probabilidad de que este dafio
ocurra, la cual puede ser mitigada o exacerbada.

priones, lineas celulares inmortalizadas, or-
ganismos genéticamente modificados (OGM),
muestras biolégicas (sangre, orina, heces,
tejidos, etc.).

2.- ;Cudles son los efectos sobre la salud en el
caso de que ocurra la contaminacion?

El contacto con la fuente de contaminacion
puede generar una: a) Infeccién o infestacion, b)
Toxi-infeccion, c) Alergia, o la d) Implantacién
de un tumor. Se debe tomar en cuenta la seve-
ridad o gravedad de la contaminaci6n sobre la
salud del personal expuesto.

3.- ;A través de qué tipo de actividades puede
ocurrir esta contaminacién?

Por la manipulacion de las fuentes de contami-
nacion, por las actividades de mantenimiento
y limpieza de materiales, equipos y/o areas de
trabajo o por la recoleccién de residuos bioldgi-
cos. La mayoria de las actividades en la practica
clinica o en la investigacion poseen un riesgo
biolégico asociado a la manipulacién de agentes
o fuentes contaminantes.

4.- ;Qué personas estan expuestas al riesgo que
representa el agente o la actividad evaluada?

El riesgo por exposicion se da dentro y fuera de
las dreas de trabajo, fuera del laboratorio puede
presentarse diseminacién accidental o por des-
cuido en las consignas de seguridad, o hacia los
lugares a donde acuden las personas expuestas
(hogares, lugares publicos).
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Dentro del drea de trabajo distintos tipos de
personas estan expuestas: quienes manipulan la
fuente y sus colaboradores, quienes realizan la
limpieza del area o la recoleccion de desechos/
residuos y quienes se encargan del manteni-
miento de los equipos. Con menor riesgo se
encuentran las personas en contacto directo
con la persona que manipulé el agente (familia,
amigos, etc.) y el resto de la poblacién.

5.- ;D6nde se sitda el peligro o fuente de con-
taminacién?

En forma de cultivo liquido o sélido de mi-
croorganismos, lineas celulares (silvestres o
genéticamente modificadas), muestras biologicas
(incluso cortes histoldgicos), animales ferales
o de bioterio (sean infectados o no), en sus
contenedores o camas de alojamiento, en las
areas de trabajo como son las mesas, equipos o
materiales usados, asi como en los desechos y
residuos generados.

6.- ;Como se puede dar la contaminacién de
la(s) personaf(s)?

Existen diferentes vias para el ingreso de un
agente bioldgico:

La via respiratoria es la principal entrada de una
contaminacion en el laboratorio. A través de esta
via entran los aerosoles (particulas finas sélidas
o liquidas), diversas acciones como el pipeteo,
el traspaso de liquidos, la agitacion de liquidos,
la homogenizacién de tejidos, la sonicacion,
el uso del microtomo y la centrifugacién son
generadoras de aerosoles.

La via digestiva esta implicada por el pipeteo con
la boca, onicofagia o consumo de alimentos o
bebidas en el lugar de trabajo.

La via ocular es utilizada por los agentes infec-
ciosos cuando ocurren proyecciones del material
que alcanzan el ojo (sonicacién, agitacion, etc.).

2024; 45 (5)

La via cutanea incluye el paso del agente infec-
cioso a través de la piel sana o de una herida,
microorganismos como Brucella spp. pueden
atravesar una piel sana; el uso de compuestos
como DMSO puede facilitar su paso. Los pi-
quetes o cortaduras, los aranazos o mordeduras
de animales, son puntos de acceso para la
infeccion.

7.- $Con qué probabilidad?

La probabilidad de estar expuesto a un peligro
es un parametro importante en un andlisis de
riesgo; sin embargo, en la manipulacion de
agentes biologicos, es dificil atribuir al peligro
un porcentaje preciso de ocurrencia. En ciertos
casos podemos estimar un valor si tomamos en
cuenta, por ejemplo, la frecuencia de la expo-
sicion, la infectividad del agente bioldgico o su
resistencia al medio exterior.

Las respuestas al cuestionario permiten definir
las medidas de prevencién que deben ser imple-
mentadas, asi como las etapas en las que deben
ser aplicadas.*

Clasificacién del Riesgo Biolégico

La clasificacion de los agentes biolégicos refle-
ja primordialmente el juicio emitido sobre sus
riesgos inherentes. Como ya se menciond, éstos
se evaltan con base en factores que incluyen la
severidad de la enfermedad que causan, la rutas
o vias de infeccion, su virulencia e infectividad
(Figura 3).

Estos juicios deben tener en cuenta la existencia
de terapias efectivas, a nivel local y regional,
tomando en cuenta la resistencia a antibiéticos y
los medicamentos disponibles para la poblacion
expuesta, los sistemas de inmunizacion, presen-
cia o ausencia de vectores, la cantidad del agente
en cuestion. Asi también, debe considerarse los
posibles efectos sobre otras especies presentes
en la zona, incluyendo plantas y animales.
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Figura 3. Simbolo universal utilizado para identificar
el riesgo bioldgico.

De acuerdo a las directrices de [a Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), los agentes biol6gi-
cos se clasifican en cuatro grupos de riesgo segln
sus caracteristicas, asumiendo circunstancias
ordinarias en un laboratorio de investigacion,
o el cultivo en pequeios volimenes para fines
diagnésticos y experimentales (Cuadro 2).° Bajo
otros escenarios, la evaluacion del riesgo debe
apegarse a las nuevas condiciones.

Los laboratorios de investigacién también se
clasifican en niveles de Bioseguridad del | al
IV, de acuerdo al grupo de riesgo que en ellos
se manejan. La clasificacion hace referencia
a las instalaciones, equipos de seguridad y de
proteccion personal necesarios para minimizar
el riesgo de exposicion y el manejo seguro de
los agentes infecciosos.”

Manejo de muestras biolégicas
Se debe considerar a todas las lineas celulares

como potencialmente infecciosas dado que
pueden contener o estar infectadas con diver-

INV

sos agentes biologicos. Asi, las lineas celulares
de primates derivadas de tejidos tumorales o
linfoides, todas las lineas de primates expuestas
o transformadas por virus oncogénicos, todas
las muestras de tejidos y fluidos humanos, los
tejidos de primates, las lineas celulares nuevas
al laboratorio (hasta demostrar que estén libres
de agentes peligrosos), las lineas celulares
conteniendo virus o micoplasma deben ser clasi-
ficadas y manejadas en nivel de bioseguridad 2.°

Los riesgos de manipular muestras biologicas,
confiere la posibilidad de manejar patégenos
dentro de las muestras (Figura 4). Toda muestra
humana, debe ser manipulada y/o conservada
como contencion de nivel 2. Por otro lado, si
se sospecha alguna infeccién, la contencién
correspondera al riesgo del agente biolégico en
cuestion (Manual de bioseguridad en el labora-
torio OMS).”

Sangre

Para el manejo de muestras de sangre debe
tomarse algunas consideraciones:

1. Ser obtenidas por personal calificado
para ello. Preferentemente, sustituir los
sistemas convencionales de aguja vy jer-
inguilla por dispositivos de seguridad de
uso Unico que permitan recoger la sangre
directamente en tubos de transporte o de
cultivo al vacio. La extraccién y procesa-
miento de suero sanguineo humano sera
realizado por personal entrenado y con
conocimientos del manejo de muestras
sanguineas.

2. Los contenedores para material biolégico
deben tener una etiqueta externa, la cual
indique: la naturaleza del material, el nivel
de bioseguridad, la fecha y el laboratorio
de origen. Si el tamano del contenedor no
permite incluir todos los datos, entonces
deberdn anotarse en una hoja separada
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Cuadro 2. Clasificacién de los agentes biolégicos segin la OMS

Grupos de Riesgo Caracteristicas del agente

Riesgo individual y poblacional escaso

Grupo | o nulo

Grupo II R|esg0.|nd1v1d‘ua| moderado, riesgo
poblacional bajo

Grupo Il Rlesgo |nd|v?dual elevado, riesgo po-
blacional bajo

Grupo IV Riesgo individual y poblacional ele-

vado

incluida en un sobre plastica, este sobre
acompanard al contenedor pero sin en-
volverse sobre el mismo.

3. Los sobrantes de muestras clinicas o
bioespecimenes que resulten del proc-

Figura 4. Toda muestra biol6gica puede contener un
agente patégeno.

Pocas probabilidades de provocar enfermedades en el ser humano
o los animales, o de danar el ambiente

Provoca enfermedades a humanos o animales, con pocas
probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal de
laboratorio, la poblacién, o el medio ambiente. En caso de una
infeccion existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y
existe un riesgo bajo de propagacion

Genera enfermedades humanas o animales graves, aunque no
se propagan de un individuo a otro. Existen medidas preventivas
y terapéuticas eficaces

Provoca enfermedades graves en el ser humano o los animales
y que se transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o
indirectamente. Normalmente no existen medidas preventivas y
terapéuticas eficaces

esamiento deberan ser descontaminados
previo a su desecho (por autoclave,
cloracién, etc.). El material de vidrio
conteniendo residuos biolégicos debera
desecharse en cajas para punzocortantes
biologico-infecciosos. Los tubos y otro
material de plastico deberan desecharse
en contenedores e incinerarse, ya sea
localmente o por una compaifia de
manejo de desechos acreditada (Manual
de bioseguridad en el laboratorio).”

Suero

El procesamiento del suero lo realizara personal
debidamente capacitado, portando guantes y el
equipo protector de ojos y mucosas. Las buenas
practicas reducen al minimo las generacion de
aerosoles y salpicaduras. La sangre y el suero
deberdn pipetearse en vez de verterse y bajo
ninguna circunstancia se pipetearan con la boca.
Las pipetas usadas se sumergiran en el desinfec-
tante apropiado por el tiempo necesario hasta su
lavado, esterilizacion o desecho final.

Para la eliminacion de los tubos de ensayo
conteniendo codgulos de sangre se colocara de
nuevo su tapa y posteriormente en los recipientes
para Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos
(RPBI) para su disposicion final por autoclave o

https://doi.org/10.18233/apm.v45i5.2838
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incineracion. Se deberd contar con desinfectan-
tes apropiados para limpiar las salpicaduras y los
derrames de material.?

Tejidos y cultivos celulares

Los principales riesgos biolégicos por la mani-
pulacion de células, lineas celulares o tejidos,
derivan de la posible presencia y transmision
de agentes infecciosos como virus: hepatitis B
(HBV), de la inmunodeficiencia (HIV y SIV),
hepatitis C (HCV), linfocitotrépico (HTLV), de
Epstein-Barr (EBV), papilomavirus humanos
(HPV) y citomegalovirus (CMV) al igual que
por el potencial que tienen de albergar agentes
exdéticos menos comunes como Mycobacterium
tuberculosis, filovirus, flavivirus, etc.

Como se ha mencionado anteriormente, toda
célula, linea celular (silvestre o inmortalizada)
o tejido debe manipularse bajo un nivel de
bioseguridad 2, a menos que la naturaleza del
agente patégeno que se esté manipulando mo-
tive a incrementar las precauciones (Figura 5).
Cualquier célula o linea celular conocida por al-
bergar secuencias nucleotidicas virales también
constituye un riesgo bioldgico para el personal
del laboratorio y deben tomarse las medidas de
bioseguridad adecuadas.”®

Figura 5. Cultivo celular. Las lineas celulares se deben
manipular con un nivel de bioseguridad 2, siempre
que no contenga un patégeno que implique elevar el
nivel de bioseguridad.

INV

El personal de laboratorio que manipula mues-
tras que contienen agentes infecciosos debera
aportar una muestra de suero basal para evaluar
una posible infeccion ocupacional y recibir las
inmunizaciones necesarias. Bajo ninguna cir-
cunstancia se debe manipular células o lineas
celulares autélogas, es decir los donadores de
las muestras para transformar a lineas celulares
no deberan manipular estos cultivos celulares,
debido al riesgo de inmunotolerancia que impli-
can ante inoculaciones accidentales.*?

Manipulacion y transporte de muestras
biologicas

Es importante tomar en cuenta los métodos téc-
nicos destinados a evitar o reducir al minimo los
accidentes mas comunes provocados por la ma-
nipulacion y transporte de muestras biologicas.

Para la manipulacién debera usarse los equipos
de proteccion personal (bata, guantes, lentes,
etc.) y los dispositivos adecuados (gradillas o
contenedores).

Los recipientes para muestras pueden ser de
vidrio o, preferiblemente, de plastico, deben
ser fuertes y no permitir fugas si la tapa o tapén
estén correctamente colocados. En el exterior del
recipiente no debe quedar ninglin material. Los
recipientes deben estar correctamente rotulados
para facilitar su identificacion.

Traslado de muestras dentro de la instalacion.
Para evitar fugas o derrames accidentales, de-
ben utilizarse envases/embalajes secundarios
como cajas o hieleras equipados con gradillas,
de modo que los recipientes que contienen las
muestras se mantengan en posicién vertical. Los
envases/embalajes secundarios pueden ser de
metal, plastico o unicel, deberan asegurar un
cierre que garantice el aislamiento completo,
se deberan descontaminar periédicamente me-
diante autoclave o por accién de desinfectantes
quimicos.
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El embalaje debe contener datos de identifi-
cacién del material que se transporte (tipo de
muestra, proyecto y responsable de las mues-
tras). Los formularios de peticion de examen
se colocaran en bolsas o sobres impermeables
separados. El personal de recepcién no debe
abrir estas bolsas.

Para un traslado correcto y asegurar la trazabi-
lidad de las muestras, es necesario identificar
al responsable de la toma de muestras, el
personal que las traslada desde del sitio de
toma al laboratorio de analisis y, el personal
que la recibe, ocasionalmente puede ser la
misma persona.’

Recepcion de las muestras

Se sugiere que los laboratorios receptores de
muestras destinen una zona especial con este
propésito. El personal que las recibe y desem-
paqueta debe conocer los riesgos para la salud
que conlleva tal actividad y estar capacitado para
adoptar las precauciones necesarias, especial-
mente en el manejo de recipientes rotos o con
fugas. Los recipientes primarios de las muestras
deberan abrirse en una cdmara de bioseguridad,
disponer de desinfectantes y medidas de conten-
cion de derrames.*”

Para su disposicion, los cultivos o muestras,
deberan ser primero sometidos a autoclave y
después colocados en recipientes impermeables
(bolsa para desecho), selladas en la parte supe-
rior y luego colocarse dentro de los contenedores
para RPBI.

Las zonas de trabajo se descontaminaran apro-
piadamente después de cada periodo de trabajo.
Para el uso de las camaras de seguridad biol6-
gica se debera explicar a los usuarios el modo
de empleo vy las limitaciones de estas cdmaras,
tomando como referencia las normas nacionales
y las publicaciones pertinentes.?

2024; 45 (5)

Recoleccion, etiquetado y envio de muestras
biologicas

En el caso de que se requiera enviar las mues-
tras hacia otra Institucién (transporte nacional o
internacional) deberadn seguirse diversos linea-
mientos:

Utilizar las medidas de proteccion personal
necesarias para el manejo de las muestras, los
tubos o dispositivos a enviar deberan colocarse
en recipientes apropiados para el traslado al
laboratorio y dentro del laboratorio (véase en
el presente capitulo la seccién sobre traslado
de muestras).

El transporte de material infeccioso y po-
tencialmente infeccioso estd sometido a
reglamentaciones nacionales e internacionales
estrictas, la reglamentacion describe el uso
apropiado de materiales de embalaje/envasado
y otros requisitos.

El personal de laboratorio debe enviar las sus-
tancias infecciosas de acuerdo con las normas
de transporte aplicables, cuyo cumplimiento
permitird reducir la probabilidad de que los
embalajes/envases se estropeen y derramen su
contenido, el nimero de exposiciones que den
lugar a posibles infecciones y mejorar la eficien-
cia de la entrega de los envios.

El sistema basico de triple embalaje. Este sistema
es el preferible para el transporte de sustancias
infecciosas y potencialmente infecciosas, consta
de tres componentes: el recipiente primario,
el embalaje/envase secundario y el embalaje/
envase externo.

El recipiente primario, que contiene la muestra,
debe ser a prueba de fugas y debidamente eti-
quetado, estar envuelto en material absorbente
para todo el liquido en caso de rotura/fuga. El
recipiente primario se introduce en un segundo
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embalaje/envase protector, hermético y a prueba
de fugas. Pueden colocarse varios recipientes pri-
marios en un solo embalaje/envase secundario.
Existe reglamentacion referente a los limites en
relacién con el volumen o el peso de las sustan-
cias infecciosas envasadas. El embalaje/envase
externo protege el embalaje/envase secundario
de los danos fisicos durante el transporte.”

Las etiquetas de cada muestra, las cartas y demas
material debe incluir la informacion necesaria
para ser identificada(s) o descritas, asi como
identificar al remitente y al destinatario. Para
realizar el envio, debera utilizarse, de preferen-
cia, empresas certificadas y especializadas en el
manejo de este tipo de muestras.®

Limpieza del material de laboratorio

La limpieza consiste en la eliminacién de su-
ciedad, materia organica y manchas, incluye
el cepillado, la aspiracién, el desempolvado
en seco, el lavado o el fregado con un pafio y
agua con jabdn o detergente. La suciedad, la
tierra y la materia organica pueden albergar
microorganismos e interferir con la accion de
los descontaminantes (antisépticos, germicidas
quimicos y desinfectantes).

La limpieza previa es fundamental para conse-
guir una correcta desinfeccion o esterilizacion.
Muchos productos germicidas sélo son activos
sobre material previamente desinfectado. Debe-
ran utilizarse materiales que sean quimicamente
compatibles con los germicidas que vayan a
utilizarse después. Es muy frecuente utilizar
el mismo germicida quimico para la limpieza
previa y la desinfeccion.”

Manejo de residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos

Como ya se menciono, se les denomina Residuos
peligrosos biolégico infecciosos (RPBI) a los
generados por la atencién médica o de inves-
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tigacion, los cuales pueden contener agentes
biolégico-infecciosos que pueden causar efectos
nocivos a la salud o al medio ambiente.

Solidos

Los RPBI deberan disponerse adecuadamente,
materiales en estado sélido deben ser esterili-
zados y colocados en bolsas de plastico color
rojo con la leyenda grabada de RPBI y el logo
correspondiente. Todo medio de cultivo sélido
o gelificado serd esterilizado en autoclave antes
de ser colocado en las bolsas para RPBI, los con-
sumibles de plastico (cajas Petri, placas de 6, 24,
96 pozos, etc.) que hayan entrado en contacto
con medios de cultivo tisular o células cultiva-
das seran esterilizados en autoclave previo a su
colocacion en las bolsas rojas para RPBI.

Las bolsas no deberan llenarse a mas del 75%
de su capacidad, el [aboratorio debe contar con
un lugar especifico para su almacenamiento en
un lugar fresco, seco. El responsabilidad del
personal que genera estos residuos realizar las
siguientes actividades: Identificacién (separa-
cién), envasado (etiquetado), almacenamiento
temporal y tratamiento interno.

Los residuos seran retirados exclusivamente
por el personal capacitado y contratado por la
Institucion. El prestador de los servicios fuera de
las instalaciones del establecimiento generador,
consignara: las areas de almacenamiento, reco-
leccion, transporte externo y acopio, asi como
el tratamiento y la disposicion final.'® El material
de vidrio serd esterilizado por autoclave previo
a su lavado para reutilizacion.'

Liquidos

En el caso de liquidos serdn colocados en enva-
ses de plastico rigido, de color rojo, esterilizados
en autoclave, sellados herméticamente, conten-
dran la leyenda RPBI y el logo correspondiente.
Los residuos de medios de cultivos que conten-
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gan microorganismos pueden ser esterilizados en
autoclave o inactivados con hipoclorito de sodio
antes de ser vertidos al drenaje o en su defecto
colocados en las bolsas rojas de RPBI (maximo
al 75% de su capacidad).

Los materiales que se utilizaron para la mani-
pulacién de organismos, ejemplo: transfectar
o transformar células, deberan ser desconta-
minados (por adicién de hipoclorito de sodio
o en autoclave) antes de ser colocados en los
contenedores rigidos de RPBI o lavados para su
reutilizacién (Figura 6).°

Punzocortantes

Las agujas, navajas, escalpelos, microcapilares
y otros materiales punzo-cortantes seran colo-
cados en el contenedor rigido de color rojo para
punzocortantes, estos poseen un mecanismo
para facilitar el ingreso de estos dispositivos. Se

Figura 6. La disposicion de residuos peligrosos biolo-
gico infecciosos (RPBI) debe ser realizada por personal
capacitado para ello y en bolsas que porten el logo
de material biolégico infeccioso.
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debe desechar solo el material punzocortante
sin proteccion o capucha (agujas, bisturis, etc.).’

Los residuos pequefios de cristaleria rota, como
pipetas de vidrio o capilares, si estuvieron en
contacto con material biolégico, seran colocados
en los contenedores rigidos para punzocortantes;
sin embargo, si se emplearon para bioespeci-
menes sumamente peligrosos entonces deberan
descontaminarse para minimizar el riesgo de
liberar microorganismos o agentes patégenos
al medio ambiente antes de colocarlos en los
recipientes correspondientes.””?

Los punzocortantes no deberan ser doblados o
mutilados para introducirlos al contenedor, no
deberd forzarse la introduccién y bajo ninguna
circunstancia se introducira las manos o los de-
dos al interior de estos recipientes. No se debe
abrir los contenedores para verter su contenido
a otros recipientes. El personal capacitado y
contratado por la Institucion retirard los contene-
dores antes de alcanzar el 75% de llenado. Las
tapas de los contenedores de punzocortantes no
deberan ser removidas tras haber sido selladas.’

Crioseguridad

Existen riesgos por la exposicion a gases (nitro-
geno, anhidrido carbénico) o liquidos (oxigeno
o nitrégeno liquido), como quemaduras térmicas
por congelacion o asfixia anoxémica. La asfixia
anoxémica puede producirse como resultado
del almacenamiento de nitrogeno liquido y
anhidrido carbonico, los cuales al evaporarse/
sublimarse desplazan el aire respirable de espa-
cios confinados o mal ventilados.

La fase liquida del nitrégeno (LN,) alcanza tem-
peraturas de hasta -196 °C mientras que la fase
gaseosa de hasta -156 °C. Ambas temperaturas
pueden ocasionar lesiones térmicas inmediatas
y severas a la piel desprotegida. EI LN, expande
su volumen 700 veces al evaporarse, de tal modo
que un litro de LN, efectivamente desplazara casi
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1 metro clbico de aire respirable al evaporarse.
El nitrégeno gaseoso es inodoro e incoloro, las
nubes que salen del tanque de LN, al momento
de abrirlo o llenarlo son ocasionadas por la
condensacién del vapor de agua ambiental y no
corresponden a la nube de nitrégeno gaseoso.
La evaporacién del LN, presente en los tanques
de criopreservacién puede provocar la muerte
por asfixia al desplazar el oxigeno de areas con-
finadas o mal ventiladas.

Los tanques de criopreservacion de LN, no de-
berdn ser perturbados de manera innecesaria
ya que esto aumenta la tasa de evaporacion del
nitrégeno y el desplazamiento del oxigeno.

El contenido de los tanques de criopreservacion
de LN, no debera ser manipulado sin estar ade-
cuadamente protegido (bata Howie, delantal
grueso, careta facial y guantes de aislamiento
térmico).

EI LN, de los tanques criopreservacion deberan
considerarse potencialmente contaminantes e in-
fecciosos, especialmente cuando sean empleados
para almacenar lineas celulares transformadas
por virus o muestras de sangre que alberguen
(o que potencialmente pudieran albergar) a
patégenos virales transmitidos por sangre como
HBV, HIV, HCV, HTLV 0 CMV.

El hielo seco o diéxido de carbono sélido (CO,)
permite alcanzar temperaturas de hasta -78.5 °C.
El contacto de la piel desprotegida (o protegida
con guantes de latex) puede ocasionar lesiones
térmicas severas en menos de 3 segundos. El
hielo seco Gnicamente debera ser manipulado
con el equipo de proteccion personal adecuado
(gafas, bata Howie y guantes aislantes). El hielo
seco se expande al sublimarse por lo que no
debera ser almacenado en envases herméticos
ni en los refrigeradores o congeladores.

Los envases pldsticos, metalicos y de vidrio que
entren en contacto con hielo seco o LN, deberan
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ser manipulados con guantes aislantes y gafas o
careta facial. Los guantes aislantes son holgados
con la finalidad de permitir su remocién rapida
en el caso de que LN, cayera en su interior.

Nunca se almacenara CO, o LN, en envases
de cierre hermético o dentro de refrigeradores,
congeladores o de la incubadora. Estos gases
criogénicos se subliman o evaporan rapidamente
lo que ocasiona la expansion de su volumen y
la explosion de los recipientes.

La cara y el cuerpo del operador deberan man-
tenerse lejos de la boca de los tanques de LN2
al introducir crioviales o cajas con el objeto de
minimizar el riesgo de salpicaduras y/o explo-
siones provocadas por cambios de temperatura.’

Manejo de acidos nucleicos

Desde el punto de vista quimico, los dcidos
nucleicos son macromoléculas formadas por
polimeros lineales de nucleétidos llamados
adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C)
y uracilo (U) que estan unidos por enlaces éster
de fosfato (Figura 7). Biol6gicamente los &cidos
nucleicos son los portadores de la informacién
genética y son los responsables de la herencia."

Se clasifican como:

1. Acido Desoxirribonucleico o ADN, pu-
ede ser de doble cadena como el ADN
genémico, de cadena sencilla como el
ADN viral y cADN, o de cadena sencilla
sintetizada como los oligonucledtidos y
las sondas."

2. Acido Ribonucleico o ARN que es de
cadena sencilla. Hay diferentes tipos de
ARN: el mensajero (ARNm), el ribosomal
(ARNY) y el de transferencia (ARN®)."

El ADN genémico y el ARN se pueden obtener
de células de cualquier organismo (humanos,
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-— ADN

Nucleo

Figura 7. Acidos nucleicos. Material genético de los
organismos.

animales, plantas, hongos o bacterias), también
se puede obtener de plasmidos, virus, lineas
celulares y células tumorales."

La obtencién o purificacién de acidos nucleicos,
depende del tipo de muestra de origen (fluidos
biolégicos, tejido sano o tumoral, microorga-
nismos, lineas celulares, cultivos celulares o
bacterianos, plasmidos, etc.), de la cantidad de
muestra disponible y del dcido nucleico que
se quiera obtener (ADN o ARN)."" Todos los
desechos bioldgico-infecciosos que resulten de
la extraccion del material deben ser colocados
en recipientes con bolsas rojas como residuos
RPBI.?

Los procedimientos de obtencién se deben
realizar en laboratorios equipados con riesgo
biolégico nivel 2, por personal estrictamente
capacitado. Durante el proceso se debera utilizar
guantes, bata de laboratorio, gafas de seguridad,
mascarilla, campana de flujo laminar o de mane-
jo de dcidos nucleicos.>”'2 Generalmente para la
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limpieza de las areas de trabajo se utiliza etanol
al 70%, detergente, luz ultravioleta, o soluciones
comerciales (DNAZap, DNA, ExitusPlus).>” Para
los procedimientos de obtencién, purificacién y
manipulacién de ADN o ARN, es comdn utilizar
reactivos como trizol, fenol, cloroformo, etanol,
isopropanol, ARNasa o ADNasa; en todos estos
casos es necesario revisar las hojas de seguridad
(Safety data sheet) para que la inactivacion,
disposicion y desecho de cada uno de los re-
activos utilizados sea de manera correcta como
desechos de tipo Corrosivos, Reactivos, Explo-
sivos, Toxico e Inflamables (CRETI). Todos los
materiales que se utilizan deberan ser estériles
y libres de nucleasas.’”

Los acidos nucleicos aislados o purificados
son inocuos, por lo que su manejo dentro del
laboratorio no implica riesgo para la salud o el
ambiente. Sin embargo, para su manejo se reco-
mienda realizar los procedimientos estandar de
limpieza de acuerdo a las gufas de las buenas
practicas de laboratorio.*” La manipulacién del
material genético debera realizarse consideran-
do los lineamientos de seguridad que se indican
en los protocolos. Es muy importante mencionar
que los acidos nucleicos dejan de ser inocuos
cuando se someten a diferentes procedimientos
de analisis o manipulacién como: Electroforesis
en geles de agarosa o acrilamida, tincién con
bromuro de etidio o cualquier agente que se
incorpore a las cadenas del ADN o ARN, visua-
lizacion con luz ultravioleta, uso de marcadores
de peso molecular o liquidos criogénicos (ni-
trégeno liquido), reacciones de amplificacién
(PCR, RT-PCR, qPCR), reacciones de digestion
enzimatica, marcaje quimico o radioactivo de
acidos nucleicos naturales o sintéticos, secuen-
ciacion, reacciones de hibridacion, ademas
de la produccién de recombinantes mediante
clonacién.*™

Los acidos nucleicos deben ser conservados en

refrigeradores a 4°C, en congeladores a -20°C o
-70°C si las muestras se almacenaran por mas
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de 6 meses. Si se requiere la conservacion de
muestras bioldgicas para la obtencién de acidos
nucleicos, estas deberan permanecer almacena-
das en nitrégeno liquido. Es necesario utilizar
contenedores adecuados para las temperaturas
de almacenamiento, debidamente etiquetados
indicando el tipo de acido nucleico, la fecha,
el nombre del proyecto y el nombre del investi-
gador responsable.?

Considerando que los acidos nucleicos son
inocuos, estos se pueden desechar en la basura
municipal (bolsa negra) ya que se degradan e
inactivan cuando no se almacenan correctamen-
te; para su desecho también se pueden utilizar
nucleasas (DNAsas o RNAsas) que ayudan a la
degradacién inmediata del material genético an-
tes de su desecho.? Una vez que el ADN o ARN
han sido manipulados dentro del laboratorio, su
desecho debera realizarse de acuerdo a las nor-
mas de seguridad establecidas dependiendo del
tipo de manipulacién que se realizé por ejemplo
uso de agarosa o acrilamida, bromuro de etidio,
SYBR-GREEN, sondas quimicas o radioactivas
de marcaje, mezclas de reaccién con enzimas
o sondas, reactivos o amortiguadores.*’

En el laboratorio los acidos nucleicos también se
pueden manipular mediante ingenieria genética
para producir “ADN recombinante” (Figura 8).
En estos casos, las “recombinantes” se constru-
yen por medio de la insercion de segmentos
de ADN natural o sintético al genoma de un
hospedero como plasmidos bacterianos o virus
(vectores). De maneral natural la combinacién
de este material genético no existe; sin embargo,
si se puede replicar o expresar gracias a la ma-
quinaria genética de su vector. Con la ingenieria
genética se pueden generar productos génicos
especificos para su estudio en la investigacion
o la medicina.”"

El ADN recombinante se ha utilizado para
crear organismos genéticamente modificados
(OGM) como plantas transgénicas, animales
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Figura 8. ADN recombinante, insercién de material
genético (natural o sintético) al genoma de un hos-
pedero.

D)

4

knock-out, bacterias transformadas por uno o
mas plasmidos, células eucariontes transfecta-
das con un plasmido o infectadas con vectores
virales recombinantes, animales infectados por
microorganismos genéticamente recombina-
dos.”'"12 En algunos de estos productos, sera
necesario incrementar el nivel de bioseguridad
(BSL 3 0 4), ya que se pueden generar recom-
binantes con riesgo bioldgico significativo.”2
Los experimentos que involucren la creacion
o el uso de OGM deben realizarse después de
efectuar una evaluacién del riesgo biolégico
para determinar el nivel de bioseguridad con el
que se debe trabajar. Las propiedades patégenas
y cualquier peligro potencial asociado a esos
organismos ya que pueden ser nuevos y no estar
bien caracterizados. Hay que evaluar las propie-
dades del organismo donante, la naturaleza de
las secuencias de ADN que van a transferirse,
las propiedades del organismo receptor y las
propiedades del entorno. Esos factores ayudaran
a determinar el nivel de bioseguridad que se
necesita para manipular sin riesgo el OGM re-
sultante e identificar los sistemas de contencién
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biolégica y fisica que de deben emplear.”'? En
estos casos el riesgo bioldgico se debe evaluar
considerando las propiedades patégenas del vec-
tor, la naturaleza de la recombinante (cuando se
incrementa la virulencia con la modificaciones
hechas), el tipo de gen que se esta manipulando,
la expresion del gen en el vector (produccion de
toxinas), las interacciones entre la recombinante
y el genoma receptor (incremento de virulencia),
la capacidad de diseminacion y sobrevida del
vector en el ambiente, la disponibilidad de tra-
tamiento en caso de ser necesario, ademas de
otros factores. Con la informacion obtenida se
determinara de nivel de bioseguridad necesario
y el nivel de contencién biolégica y fisica a
implementar. Una manera de reducir el riesgo
biolégico es emplear vectores con sobrevida
limitada fuera del laboratorio. En caso de utilizar
acidos nucleicos en sistemas de expresion como
bacterias, virus y lineas celulares su manejo y
disposicién debe apegarse a las indicaciones
establecidas para el manejo de organismos
infecciosos-patégenos.>7:1?

Consideraciones de bioseguridad en relacién con
los vectores de expresion

El nivel de bioseguridad debe ser incrementado
cuando:*71

1. La expresién de secuencias de ADN
derivadas de organismos patégenos pu-
edan ser promotores o potenciadores de
la virulencia o patogenicidad, cuando
se generen secuencias oncogénicas o
proto-oncogénicas.

2. Las secuencias de ADN insertadas no
estén bien caracterizadas, como la pre-
paracién de genotecas de ADN genémico
de microorganismos patogénicos.

3. Los productos génicos puedan tener ac-
tividad farmacoldgica como resistencia a
antibidticos o a herbicidas y cuando se
generen toxinas o alérgenos.
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Siempre que se desee trabajar con OGM en
investigacion, es necesario cumplir con las nor-
mas y requisitos vigentes establecidos en cada
pais, respetando las restricciones establecidas
para ello.” En caso de dudas sobre el manejo
de acidos nucleicos, se recomienda consultar
al Comité de Bioseguridad en Investigacion del
Instituto Nacional de Pediatria.

Manejo de microorganismos o de muestras
bioldgicas que puedan contenerlas

Los microorganismos son seres vivos que solo
pueden visualizarse con el microscopio, dotados
de individualidad que presentan una organiza-
cién biolégica elemental.

El concepto de microorganismo engloba organis-
mos uni y pluricelulares, con mdltiples formas
y tamafos, no relacionados evolutivamente
entre si, procariotas y eucariotas, una parte de
las algas y los hongos, y agentes de tamano ul-
tramicroscopico, como virus y priones. Algunos
microorganismos son patégenos y producen
enfermedades en seres humanos, animales y
plantas.

Las principales caracteristicas de peligrosidad
de los microorganismos son: a) su capacidad
para infectar y causar enfermedad en humanos
o animales, y b) su virulencia, medida por la
gravedad de la enfermedad y la disponibilidad
de medidas preventivas y tratamientos efectivos
para la enfermedad.

Los fundamentos del manejo y de la con-
tencién de microorganismos patégenos o de
material biolégico que pueda contenerlos
incluyen las practicas microbiolégicas, el
equipo de seguridad y las protecciones de
las instalaciones que protegen a los trabaja-
dores de laboratorio, al medio ambiente y al
publico de la exposicién a microorganismos
infecciosos que se manejan y se almacenan
en los laboratorios.*
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La OMS ha recomendado una clasificacion del
grupo de riesgo de los microorganismos para su
uso en laboratorios, que describe cuatro grupos
de riesgo generales que abordan el riesgo tanto
para el trabajador de laboratorio y para la co-
munidad.®

Los criterios de riesgo para definir los cuatro
niveles de contencion (niveles de bioseguridad
1 a 4) son: la infectividad, la gravedad de la
enfermedad, la transmisibilidad y la naturale-
za del trabajo que se realiza. Otro factor de
riesgo importante para los agentes que causan
enfermedad de moderada a grave es su origen,
ya sea autéctono o exotico. Cada nivel de
contencion requiere practicas microbioldgi-
cas, equipo de seguridad y requerimientos
de las instalaciones para el nivel de riesgo
correspondiente asociado con el manejo de
un agente biolégico.*"

Las practicas y el equipo bésicos apropiados
para los protocolos son comunes a la mayoria
de los laboratorios de investigacién y clinicos.
Las protecciones de las instalaciones ayudan a
proteger a los ocupantes del edificio y la salud
publica y el medio ambiente que no pertenecen
al laboratorio.''®

Nivel de bioseguridad 1 (BSL-1): implica el
nivel basico de proteccion y es apropiado para
agentes que no causan enfermedad en seres
humanos sanos.

Nivel de bioseguridad 2 (BSL-2): adecuado
para el manejo de agentes de riesgo moderado
que causan enfermedades en seres humanos de
diversa gravedad por ingestion o por exposicion
a la membrana percutdnea o mucosa.

Nivel de bioseguridad 3 (BSL-3): para agentes
con un potencial conocido para la transmisién
de aerosoles, para agentes que pueden causar
infecciones graves y potencialmente letales y que
son indigenas o exdticos de origen.
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Nivel de bioseguridad 4 (BSL-4): en el uso de
agentes exoticos que presentan un riesgo indivi-
dual alto de enfermedad, hasta potencialmente
mortal por aerosoles infecciosos y para los cuales
no hay tratamiento disponible o conocido.

De acuerdo con el Reglamento de la Ley Ge-
neral de Salud en materia de Investigacion, las
instituciones de salud en las que se realicen
investigaciones con microorganismos patégenos
o material biolégico que pueda contenerlos,
deberan:

1) Contar con las instalaciones, infraestructura y
equipo de laboratorio, ademas de elaborar un
manual de procedimientos.

1) Adiestrar al personal en los procesos y de-
terminar la necesidad de vigilancia médica del
personal.

111) Establecer un programa de supervision y
seguimiento.

1V) Disponer de bibliografia actualizada y un
archivo sobre la seguridad de los equipos.

V) Cumplir con las demds disposiciones que
determine la Secretaria de Salud en materia de
microorganismos.

En las instituciones de salud, los laboratorios
de microbiologia cumplirdn con los requisitos
que senalen las normas técnicas que indica
la Secretaria de Salud y se clasificaran en: la-
boratorio basico de microbiologia, laboratorio
de seguridad microbiolégica y laboratorio de
maxima seguridad microbiolégica.

El manual de procedimientos deberd de conte-
ner: practicas de laboratorio, seguridad personal
de los empleados, manejo y mantenimiento de
instalaciones y equipos, situaciones de urgencia,
restricciones de entrada y transito, recepcion y
transporte de materiales biolégicos, disposicion
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de desechos, inactivaciéon inmediata, desconta-
minacion y todos los procesos necesarios para
lograr la seguridad microbiolégica.

El investigador principal deberd determinar
el tipo de laboratorio en el que realizard las
investigaciones propuestas, asi como los pro-
cedimientos respectivos, tomando en cuenta el
grado de riesgo de infeccion que presenten los
microorganismos a utilizar, lo cual puede ser
consultado en las hojas de seguridad de patége-
nos. (https://www.canada.ca/en/public-health/
services/laboratory-biosafety-biosecurity/
pathogen-safety-data-sheets-risk-assessment.
html).”

Para evaluar el grado de riesgo de infeccion, la
Secretarfa de Salud emitird la norma técnica co-
rrespondiente y clasificara a los microorganismos
de acuerdo con los siguientes criterios:

Grupo de riesgo I: escaso riesgo para el individuo
y la comunidad.

Grupo de riesgo l: riesgo moderado para el
individuo y limitado para la comunidad. Los
microorganismos de los grupos | y Il deberan
manejarse en laboratorios de tipo bésico de mi-
crobiologia, empleando gabinetes de seguridad
si es necesario.

Grupo de riesgo llI: riesgo elevado para el
individuo y escaso para la comunidad. Los mi-
croorganismos del grupo Ill deberdn manejarse
en laboratorios de seguridad microbiolégica.

Grupo de riesgo 1V: riesgo elevado para el indi-
viduo y la comunidad. Los microorganismos de
los grupos IV deberan manejarse en laboratorios
de maxima seguridad microbiolégica, bajo la au-
torizacion y control de las autoridades sanitarias
correspondientes.

En las investigaciones con microrganismos, el
investigador principal debera:
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Determinar los riesgos reales y potenciales de las
investigaciones propuestas y, al ser aprobadas,
darlos a conocer a todo investigador o personal
asociado.

Determinar el nivel apropiado de contencion
fisica, seleccionar las practicas microbioldgicas
idéneas, disenar procedimientos para atender
posibles accidentes e instruir al personal parti-
cipante sobre estos aspectos.

Vigilar que el personal participante cumpla con
los requerimientos de profilaxis médica, vacu-
naciones o pruebas seroldgicas y supervisar que
el transporte de materiales infecciosos se haga
en forma apropiada, de acuerdo con las normas.

Informar a la Comision de Bioseguridad sobre
la ocurrencia de enfermedad entre el personal
participante, que pudiera atribuirse a la inocu-
lacién transcutdnea, ingestion o inhalacién de
materiales infecciosos, asi como accidentes que
causen contaminacion.

Reportar a las autoridades correspondientes las
dificultades o fallas en la implantacién de los
procedimientos de seguridad, corregir errores de
trabajo y asegurar la integridad de las medidas
de contencién fisica.

Tomando en cuenta las anotaciones anteriores,
el investigador responsable y el personal partici-
pante que manipule microorganismos y muestras
biolégicas que puedan contenerlos, deben
establecer los procedimientos adecuados para:

Manejo: El equipo basico de proteccién personal
son guantes, bata, cubrebocas y gafas, ademas
del laboratorio de microbiologia necesario,
incluyendo los gabinetes de bioseguridad para
su manejo.

Almacenamiento: Debe considerarse el tipo de

recipiente en contacto con las muestras y uno
externo, la temperatura y el tiempo de almace-
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namiento, asi como el etiquetado de las muestras
para su reconocimiento y el procedimiento de
contencion e inactivaciéon inmediata, en caso de
falla en la temperatura.

Traslado: Deben elegirse los recipientes ade-
cuados para evitar derrames, el etiquetado de
cada contenedor y del recipiente externo, la
temperatura y el tiempo de traslado (al interior
de la institucién) o transporte (a otra institucion).

Residuos: Contemplar los métodos que aplicana la
inactivacion inmediata de los residuos de microor-
ganismos o de muestras que puedan contenerlos,
tomando en cuenta el tiempo y temperatura, asi
como el tratamiento de todo el material y equipo
que estuvo en contacto con ellos.

El investigador responsable debe especificar el
nombre y cargo del personal que funge como
responsable de cada actividad (manejo, almace-
namiento, traslado y manejo de residuos).

El Comité de Bioseguridad en Investigaciéon
puede realizar visitas con la periodicidad que
determine, para evaluar el cumplimiento de las
medidas, para recomendar el cumplimiento de
las medidas y para recomendar modificaciones
a las practicas de laboratorio, incluyendo la
suspension de las investigaciones.

Manejo de reactivos Corrosivos, Reactivos,
Explosivos, Téxicos e Inflamables (CRETI).

En el articulo 151 de la Ley General de Equili-
brio Ecolégico y Proteccién al Medio Ambiente
(LGEEPA), se especifica que el manejo y dispo-
sicion final de los residuos CRETI corresponde
a quien los genera.’

En el Instituto Nacional de Pediatria (INP) se rea-
lizan actividades en donde se utilizan o generan
sustancias consideradas como CRETI (Figura
9), las cuales, por sus caracteristicas pueden
representar un riesgo para la salud o el ambiente.

INV

Reactividad Explosividad

&

Toxicidad Inflamabilidad

Bioldgico infeccioso

Figura 9. Pictogramas de identificacion de los residuos
corrosivos, reactivos, explosivos, toxicos e inflamables
(CRETI) y de los biolégico-infecciosos (RPBI).

El manejo adecuado de los CRETI, de acuerdo
con la LGEEPA, se entiende como “el conjunto
de operaciones que incluyen su generacion,
identificacién, el envasado, el etiquetado, la
inactivacion, el almacenamiento, recoleccion,
transporte, alojamiento, redso, tratamiento,
reciclaje y la disposicién final de los residuos
peligrosos”.

Los sitios que generan residuos CRETI (labo-
ratorios o servicios) deben cumplir con las
operaciones para un manejo adecuado de sus
residuos, comenzando por la correcta identifi-
cacion de los reactivos, almacenamiento por
compatibilidad (reactivos almacenados segun la
NOM-054-ECOL-1993) y contar con todas las
hojas de seguridad correspondientes.'

Los residuos generados por los procesos expe-
rimentales deberan envasarse en recipientes
adecuados y debidamente etiquetados (Figura
10); si procede, deberdn inactivarse previo a
su envasado. Las areas generadoras de residuos
CRETI deberan proporcionar un espacio adecua-
do, debidamente sefializado, que funja como
almacén temporal de estos residuos. El respon-
sable del proyecto programara la recoleccién de
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‘ﬂk‘ Instituto Nacional de Pediatria
INP

Residuos Peligrosos Quimicos

Area generadora:

Nombre del responsable:

Nombre del residuc

Componentes del residuo (si es una mezcla):

Concentracién aproximada: Volumen o peso:

Fecha de inicio de recoleccion: Fecha de entrega:

Estado fisico:

Figura 10. Etiqueta para los envases conteniendo
residuos CRETI en el Instituto Nacional de Pediatria.??

estos residuos al almacén general de CRETI de
la Institucién, este proceso serd realizado solo
por personal capacitado.

En algunos casos, el residuo CRETI después de
inactivado puede ser dispuesto en forma directa
por el laboratorio de generacién (via drenaje o
basura municipal), para ello deberd seguir el
procedimiento descrito en las gufas de uso del
producto o apegarse a la legislacion nacional
vigente.

En el manejo de reactivos/residuos CRETI, es
necesario contar con todas las hojas de se-
guridad de los productos, el kit de pequenos
derrames de sustancias quimicas y conocer los
procedimientos de atencién para responder a
cualquier eventualidad que pudiera presentarse,
asi como conocer el mecanismo de contacto
para notificar la eventualidad a las autoridades
correspondientes.

Una guia sobre los reactivos considerados como
peligrosos para la salud puede ser consultada
en la Norma Oficial Mexicana NOM-052-SE-
MARNAT-2005.2° Esta guia establece las
caracteristicas, el procedimiento de identifica-
cién y los listados de los residuos peligrosos.
Nuestra Instituciéon consta con un Programa
de manejo de sustancias quimicas y residuos
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hospitalarios (version 2018), el cual contiene
informacién sobre los procedimientos vigentes
en materia de residuos CRETI.

Disposicion final. Los desechos quimicos gene-
rados durante el desarrollo de la investigacion
deberan de ser tratados de acuerdo al residuo
generado.

Algunos ejemplos de procedimientos de dispo-
sicion de residuos: soluciones de reactivos o
amortiguadores (“buffers”), si la hoja de segu-
ridad lo indica, sera inactivados y vertidos al
drenaje, o en su defecto envasados, etiquetados
y almacenados temporalmente hasta su envio
al almacén general de CRETI. Las soluciones de
acidos o bases seran cuidadosamente neutrali-
zadas antes de ser vertidas por el drenaje como
sales neutras.

Los residuos de bromuro de etidio (a cualquier
concentracion), empleados en amortiguadores
o geles de agarosa, seran descontaminados me-
diante adicién de 300 mg de carb6n activado
por cada 100 ml de gel o buffer de agarosa con-
taminado, el contenedor quedard en reposo por
al menos 24 h, posteriormente se filtra por papel
filtro. El carbon y el papel filtro contaminados
seran desechados como sélidos CRETI mientras
que el liquido puede ser vertido directamente
al drenaje.

La disposicién de soluciones conteniendo
acrilamida debera realizarse mediante la poli-
merizacién con un exceso de TEMED al 5%;
una vez polimerizada, el residuo sélido (gel)
contiene pequenas cantidades de acrilamida
libre y se considera no carcinogénico, el gel
puede ser colocado en una bolsa o contenedor
para CRETI y etiquetado como téxico.

Seguridad radioldgica

Las radiaciones ionizantes es toda aquella
fuente capaz de emitir fotones de Rayos X o de
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Rayos Gamma, o fuentes que emiten radiaciéon
corpuscular tipo Alfa, Beta, o Neutrones que
producen ionizacién al interaccionar con la
materia. De manera general en los laboratorios
de investigacién se trabajan con radiaciones
tipo Gamma y/o Beta y esta clase de radiacién
es imperceptible a los sentidos humanos. Sin
embargo, los tejidos bioldgicos sufren danos
permanentes cuando son expuestos a los is6to-
pos radiactivos emitidos por las radiaciones
ionizantes.”' Por lo anterior, es importante que
toda aquella persona que esté involucrada con
el uso y manejo de fuentes radioactivas tipo
“abiertas”, conozca y aplique correctamente las
normas y procedimientos en seguridad radiolé-
gica con la finalidad de minimizar los riesgos
de exposicion tan bajos a las exposiciones de
las radiaciones (CRITERIO ALARA, “As Low As
Reasonably Achievable”).

Existen dos tipos de fuentes radioactivas, las de
tipo abierta y cerrada.

Las fuentes radioactivas de tipo abiertas son
aquellas fuentes solidas o liquidas que durante
su uso pueden diseminarse y causar contami-
nacion radiactiva en el medio ambiente. Las
fuentes radioactiva de tipo cerradas es todo ma-
terial radiactivo, que se encuentra encapsulado
dentro de un cilindro de manera permanente
durante su uso. La radiacion proveniente de la
fuente se expone de manera controlada hacia
la muestra y no se produce contaminacién del
medio ambiente.”!

Normas generales sobre el uso de material
radioactivo

1. Identificacion de los espacios con fuen-
tes radioactivas. Para una identificacion
correcta por el personal del laboratorio
y de personas externas, es importante
el sehalamiento de todos los lugares
donde se manejan, usan y almacenan
radiontclidos. El simbolo internacional
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utilizado para indicar fuentes radiactivas,
areas donde se almacenan y utilizan ma-
teriales radiactivos, y contenedores para
materiales radiactivos estd constituido
por una hélice magenta o negra sobre un
fondo amarillo (Figura 11) y su tamafio
deberd de ser mayor a 10 cm para una
mejor identificacion y su colocacion de-
berd ser en una drea visible. La presencia
de este simbolo en los sitios de trabajo
como mesas, campana de extraccion, en
refrigeradores, congeladores y lugares de
almacenamiento, indican la necesidad de
precaucion para evitar la contaminacion
o la exposicién indebida a los radiond-
clidos.

1I.  Procedimiento operativo sobre el uso de
fuentes de radiacion ionizante

a) Recepcion: Todo material radiactivo adqui-
rido por el INP debera llegar directamente al
area usuaria, y serd entregado exclusivamente
al Personal Ocupacionalmente Expuesto (POE),
quien debera vestir apropiadamente bata y usar
guantes. Primero se deberd de observar que el
paquete no se encuentre danado; posteriormente
se procedera a remover los empaques externos y
se verificard que el tapén del frasco que contiene
la radioactividad no este flojo, roto y que no
exista derrames; el cual se confirmara por medio
de la prueba de frotis. Si existe contaminacién
el frasco se deberd de regresar al contenedor y

Tipos
de radiacion

Alfa Beta

Atomo

“Peligro radiacién”

Gamma

Figura 11. Simbolo internacional utilizado para la
indicacion de fuentes radioactivas.
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se dard aviso al Encargado de Seguridad Radio-
l6gica.?'

b) Almacenamiento: Las fuentes radioactivas
cuando no se encuentren en uso, el POE sera el
responsable de almacenarlas en contenedores
de plastico que contengan las paredes con el
blindaje adecuado y se deberd de indicar el
nombre del usuario, la naturaleza de la fuente
y la actividad de la misma. En caso de que se
almacene Yodo 125 y 131, Sodio 22, Tecnecio
99, Tritio 03, Carbono 14 y Fésforo 32, debera
destinarse una zona de almacenamiento detras
de una pared de bloques de plomo.*'?2

c) Operacion: Para tener un control estricto del
uso de la fuente radioactiva, el POE serd el respon-
sable de realizar el registro de los movimientos
en cada una de las fuentes radioactivas. Para
la apertura del frasco el POE debera de utilizar
campana de extraccion de vapores y los disposi-
tivos necesarios para la contencion, atenuacion,
deteccion y sefalizacion en caso de derrames.?'2

Durante la manipulacién del material radiac-
tivo, el POE debera usar bata de algodén que
cubra la ropa de calle hasta las rodillas; guantes
desechables, cubrebocas y lentes de proteccién
para evitar salpicaduras a los ojos. Ademas el
POE debera de utilizar delantal con blindaje de
plomo y mamparas de plomo cuando se utili-
cen fuentes radioactivas de Yodo 125 o Cromo
51. Las mesas donde se realice la operacion de
fuentes radioactivas deben de estar marcadas,
delimitadas y cubiertas con papel absorbente
que debera de ser de un solo uso.?'??

d) Manejo de desechos: El desecho radiactivo
generado por el POE en cada laboratorio debera
de ser clasificado en tres niveles: bajo, inter-
medio y alto de acuerdo a la concentracion,
actividad y vida media de los radiontclidos
como lo indica la Norma Oficial Mexicana
NOM-004-NUCL-1994.% Los desechos radio-
activos liquidos deberan de ser colocados en
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contenedores de plastico; mientras que los de-
sechos solidos deberan de guardarse en bolsas
de pldstico debidamente etiquetados. El POE
de cada drea de trabajo autorizada, es el res-
ponsable de llevar el registro en la bitdcora de
la recepcion, contabilidad y decaimiento del
radiontclido registrado.?? Cuando el desecho
radiactivo presente una actividad intermedia
o alta, se enviaran para su almacenamiento al
almacén temporal del INP.22

111. Responsabilidades

a) Obligaciones del titular o permisionario con
el POE: Este debera de registrar ante la Comision
Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardias
al POE: Ademas debera de vigilar y tomar las pre-
cauciones necesarias para evitar la exposicion
innecesaria del personal en general y al POE.

b) Obligaciones y responsabilidades del POE

En el Reglamento General de Seguridad Radiol6-
gica Capitulo I, articulo 159 (requisitos), articulo
160 (obligaciones) se encuentran definidos los
requisitos y obligaciones que el POE deberd de
cumplir en el manejo y residuos de materiales
radiactivos.?*

Articulo 159 del Reglamento General de Seguri-
dad Radiolégica el personal ocupacionalmente
expuesto debera:*

.- Estar registrado ante la Comisién Nacional
de Seguridad Nucleary Salvaguardias (CNSNS);

I.- Ser mayor de 18 afos;

Ill.- Poseer certificado de estudios, segin lo
estipulado por la norma técnica correspondien-
te. Este certificado debera ser expedido por la

autoridad correspondiente, y

IV.- Contar con autorizacion de la CNSNS res-
pecto a su capacitacién y adiestramiento.*
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Articulo 160 del Reglamento General de Seguri-
dad Radioldgica:** Son obligaciones del personal
ocupacionalmente expuesto:

[.- Conocer y aplicar correctamente los princi-
pios bésicos de seguridad radiolégica;

[1.- Evitar toda exposiciéon innecesaria a la radia-
cién de su persona y del publico;

[Il.- Cuidar y vigilar que cuando dejen de uti-
lizarse las fuentes de radiacién ionizante se
encuentren en condiciones adecuadas de segu-
ridad radiolégica y fisica; el material radioactivo
en sus contenedores y el equipo que contiene las
fuentes o el dispositivo generador de radiacién
ionizante en posicion de apagado;

[V.- Comprobar cuando salga de una zona donde
exista riesgo de contaminacioén radiactiva, que
su persona y vestuario no estén contaminados;

V.- Conocer y aplicar correctamente las normas,
instrucciones y procedimientos contenidos en el
Manual de Seguridad Radiolégica y en el Plan
de Emergencia de la instalacion;*

V.- Conocer el manejo y uso correcto de las fuen-
tes de radiacion ionizante, del equipo detector y
medidor de radiacion, de los accesorios y dispo-
sitivos de seguridad radiolégica y, de los factores
blindaje, distancia y tiempo, en el grado que lo
requieran sus funciones y responsabilidades;

VIl.- Portar durante la jornada de trabajo los
dosimetros personales que se requieran de acuer-
do a lo estipulado en el Manual de Seguridad
Radiolégica;

VIIl.- Procurar que en el desarrollo de sus ac-
tividades se produzca la menor cantidad de
desechos radioactivos;

[X.- Conocer y aplicar correctamente los pro-
cedimientos autorizados por el encargado de
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seguridad radioldgica para la eliminacion de los
desechos radioactivos;

X.- Enterarse de los equivalentes de dosis que ha
recibido en el desempefio de sus labores con la
periodicidad con que se anoten en el registro
correspondiente;

XI.- Someterse a la toma de muestras bioldgicas
que se requieran para la vigilancia médicay para
las pruebas de bioensayo;

XIl.- Proporcionar con veracidad los datos que
le sean requeridos durante las inspecciones,
auditorias, verificaciones y reconocimientos que
realice la Comision;

XlIl.- Conocer la conducta a seguir en caso de
accidente radiolégico;

XIV.- El personal que preste sus servicios en
diversas instalaciones y este profesionalmente
expuesto, deberd informar al encargado de se-
guridad radiolégica, de cada una de ellas, a fin
de que todas cuenten con el historial dosimétrico
completo, y

XV.- Informar al encargado de seguridad radio-
l6gica, sobre cualquier situacion de alto riesgo,
incidente y accidente radiol6gico.?*

c) Entrenamiento del POE

Es responsabilidad del titular de un permiso o
licencia, expedido por la CNSNS, que el POE
posea niveles de calificacion adecuada y un
entrenamiento suficiente para realizar una ac-
tividad con fuentes de radiacién ionizante, o
con equipos generadores de radiacion ionizan-
te, para dar cumplimiento con el programa de
seguridad radioldgica establecido en el centro
de trabajo.”

Para la capacitacién y adiestramiento, el POE
debera de realizar un Curso de Principios Basicos
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de Seguridad Radiolégica y un Curso de Capa-
citacién en el Manual de Procedimientos de la
Instalacion. Posteriormente, debera de realizar un
Curso Anual de Reentrenamiento, todos estos cur-
sos deberan de ser proporcionados por el CNSNS,
o por el permisionario, el cual debera considerar
lo especificado en la NOM-012-STPS-1999.2¢

CONCLUSIONES

Cuando se planea realizar cualquier tipo de
investigacion biomédica, en la cual se pretenda
utilizar algin tipo de muestra biolégica, agentes
quimicos o ionizantes, es necesario el escrutinio
minucioso de las caracteristicas de cada muestra y
materiales que pudieran considerar algin peligro.
Considerar el personal que tendrd que manipular,
0 que estard expuesto, incluyendo pacientes, fa-
miliares de los pacientes y poblacién en general
que pueda en algin momento estar expuesto.
Esto constituye la valoracién de los riesgos que
nos permitiran generar el plan adecuado de mi-
tigacion y proteccion que nos lleve a realizar un
actividad de investigacién segura y confiable.
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