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SUMARIO

La publicacion periddica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad de Quimica,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N° 008/07-CD) con el fin
de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras de grado impartidas en la
Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES (Resolucién
N°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias de resolucion de
problemas, material teérico, propuestas de estudios dirigidos y comprension de textos, entre otros
materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas de Integracion Curricular de la
Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte para cubrir necesidades académicas
acorde al enfoque de cada asignatura o que no se encuentran habitualmente en bibliografia especifica.
Las mismas estan disponibles en la pagina de la UNSL (http://www.fqbf.unsl.edu.ar/mda_guias.html)
lo que facilita la accesibilidad por parte de los estudiantes, docentes y comunidad educativa en general,
garantizando la calidad de la visualizacion y la amplia difusion del material publicado en este sitio. De
igual modo, la Serie Diddctica realiza una extensién invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir y utilizar este espacio fomentando asi el vinculo entre
esta Institucion y la comunidad.

En nuestra opinidn, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con los estudiantes y
la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza y de aprendizaje y la
transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica, fortaleciendo los vinculos entre
docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacion de numerosos actores, ante los
posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni cualquier otra persona que haya
participado en la preparacion del material didactico garantizan integramente que la informacion sea
precisa o completa



Prologo

Las normas de Seguridad Biologica buscan reducir a un nivel aceptable el
riesgo que implica la manipulacion de material contaminado, por ejemplo, en el estudio
de microorganismos. Las bacterias, virus, pardsitos, hongos y otros agentes
infecciosos que pueden ser patdégenos para el hombre, los animales u otras formas de
vida, implican riesgos que varian segun el agente infeccioso y los procedimientos

utilizados.

La actitud y el modo de proceder de quienes trabajan en el Laboratorio de
Microbiologia determinan su propia seguridad, asi como la de sus comparfieros y la de
la comunidad. El equipamiento y el disefio del Laboratorio de Microbiologia
contribuyen sélo si las personas que trabajan en él estdn motivadas, conocen las
normas de seguridad y las aplican. Por lo tanto, de nada sirve la mejor ingenieria
sanitaria, un éptimo disefio arquitecténico o la tecnologia mas avanzada, si el personal

desconoce o0 no cumple las medidas establecidas para su seguridad.

La capacitacion y formacion es la clave de la eficacia de los programas de
seguridad y debe ser facilitada a todas las personas que estan expuestas a los riesgos

del laboratorio: personal del laboratorio, técnico, de mantenimiento, de limpieza, etc.

Los trabajadores deben responsabilizarse de su propia seguridad y de la de
sus compafieros una vez que las normas de seguridad han sido establecidas,

aprobadas, escritas, estudiadas y asumidas.

En todo Laboratorio de Microbiologia debe existir un Manual de Seguridad
debido a que todo el personal tiene el derecho y el deber de conocer en profundidad
los riesgos de su trabajo. Con esta finalidad los autores seleccionaron y compilaron el
material que dio origen a este Manual de Seguridad, el cual contiene los elementos
basicos de seguridad para el trabajo en los laboratorios microbiolégicos de
investigacion y/o docencia. El objetivo principal es generar una actitud mental légica y
de control ante cualquier accidente y por sobre todas las cosas, prevenir en lo posible

todos los accidentes, lo cual se logra con conciencia, responsabilidad y conocimiento.
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Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

INTRODUCCION

Los laboratorios microbiol6gicos constituyen ambientes de trabajo especiales, que
pueden presentar riesgos de enfermedades infecciosas identificables para las personas que
se encuentren en o cerca de ellos. Acompafando el crecimiento de la Microbiologia fue
apareciendo un nuevo riesgo ocupacional: la manipulacion de microorganismos de los
cuales no siempre se tiene suficiente informacién. Si bien la legislacion relacionada con la
proteccion del trabajador industrial ha incorporado aspectos como la prevenciéon de las
infecciones ocupacionales, el examen médico periddico y la proteccion del ambiente de
trabajo; en nuestro pais las reglamentaciones y normas para el laboratorio de microbiologia
son escasas y generalmente, son regidas por Manuales de uso interno que se basan en

Normas de Bioseguridad Internacionales.

La seguridad biolégica o bioseguridad, es la aplicacion del conocimiento, de las
técnicas y de los equipos necesarios para prevenir la exposicion del personal, del area de
laboratorio y del medio ambiente a agentes potencialmente infecciosos o biopeligrosos, es
decir, que la bioseguridad se ocupa de limitar los riesgos reales o potenciales que implica el

manejo de microorganismos y de material bioldgico.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el Manual de Bioseguridad en el
laboratorio (2005), establece cuatro grupos de microorganismos teniendo en cuenta los
riesgos que pueden provocar al hombre y/o animales cuando se los manipula. A su vez, el
Instituto Argentino de Normalizaciéon (IRAM) publicé en el afio 2000 una clasificacion de
microorganismos infecciosos por grupo de riesgo para humanos y animales, y su relacién
con los niveles de bioseguridad segun la actividad desarrollada (Norma IRAM 80059,

disponible en: www.codeinep.org/IRAM-Normas/Bioseguridad)

Los principios generales de la division son:

Grupo 1: Los agentes de Nivel 1 de bioseguridad carecen de potencial conocido para
infectar personas por lo que representan un riesgo minimo tanto para quienes trabajan con
ellos como para el entorno. Se utilizan en laboratorios para estudiantes principiantes de

Microbiologia siendo adecuado emplear sélo las técnicas estandares de laboratorio.
Grupo 2: Los agentes del Nivel 2 son los agentes buscados mas frecuentes en las muestras

clinicas y presentan riesgo moderado para el individuo y limitado para la comunidad

debiendo los empleados vacunarse contra hepatitis B.
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Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

Grupo 3: Los agentes de Nivel 3 poseen un riesgo individual elevado, pero escaso para el
entorno. Requieren control cuidadoso de los movimientos de aire, ropa protectora y guantes
para el personal. Por ejemplo, manejo de muestras en las que se sospecha que contienen
virus y para cultivos de Mycobacterium tuberculosis, los estadios filamentosos de hongos
sistémicos y algunos otros microorganismos. Las personas que trabajan en el Nivel 3
almacenan sueros basales para compararlos con sueros agudos que se utilizan en casos de
enfermedad sin causa aparente (ej. en infecciones por especies de Brucella). Todos los
procedimientos se llevan a cabo bajo contencion maxima utilizando ropa protectora especial

en Gabinete de Seguridad Bioldgica clase Il (GSB II) o GBS lll si corresponde.

Grupo 4: Se incluyen en este grupo microorganismos extremadamente peligrosos para
quien los manipula y el entorno. Incluyen ciertos virus de los grupos arbovirus, arenavirus o
filovirus. Se descontaminan todos los materiales antes de abandonar las instalaciones y
todos los procedimientos se realizan bajo contencion maxima (ropa de proteccion especial,
GSB Ill). La mayoria de estas instalaciones son laboratorios de referencia, de salud publica

o de investigacion.

En la Tabla 1 se puede observar una clasificacién de bacterias por grupo de riesgo para
humanos y su relacién con los niveles de bioseguridad segun la actividad desarrollada
(Norma Argentina: IRAM 80059). Ademas se incluyen los microorganismos que se utilizan
comunmente en el area de Microbiologia UNSL. Para completar la clasificacion se puede
consultar una extensa y detallada clasificacion de hongos, parasitos, rickettsias, virus y

priones y su relacion con los niveles de seguridad en Norma Argentina: IRAM 80059.
Debe recordarse que, en caso de realizar actividades que multiplican y/o diseminan el

microorganismo o0 bien si se realizan trabajos con animales potencialmente infectados,

deberé utilizarse el nivel inmediato superior.
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Tabla 1. Clasificacion de bacterias infectantes por grupo de riesgo para humanos y su
relacién con los niveles de bioseguridad segun la actividad desarrollada (Norma Argentina:

IRAM 80059)

Grupo de riesgo 1 (NR 1 trabajar con
NBS 1).

Grupo 3 (NR 3 trabajar con NBS 2 0 NBS 3 si

corresponde)

Bacillus cereus
Escherichia coli cepa K12
Lactobacillus acidophilus

Virus Distemper canino

Grupo 2 (NR 2 trabajar con NBS 2)

Bordetella pertussis
Campylobacter jejuni, C. coli

Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila pneumoniae
Clostridium botulinum, C. tetani
Corynebacterium diphteriae
Francisella turalensis
Legionella pneumophila
Leptospira interrogans

Listeria sp

Mycobacterium leprae

Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis
Pasteurella spp

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enterica serovar Typhi
Shigella spp

Staphylococcus spp

Streptococcus pyogenes
Streptococcus sp

Treponema pallidum

Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus
Yersinia pestis

Virus del sarampion

*Virus de la hepatitis

*Retrovirus (VIH)

Virus de la rabia

Bacillus anthracis

Brucella melitensis, B. abortus, B. suis
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis
Pseudomonas pseudomallei

*Prion Encefalopatia espongiforme bovina
*Prion Scrapie

*Prion Encefalopatia espongiforme transmisible
*Coxiella burnetii

*Rickettsia prowazekii, R. typhi, R. canada

Grupo 4 (Nivel de riesgo 4 trabajar con Nivel
de Bioseguridad 3 o nivel inmediatamente

superior si corresponde)

Virus Junin

arenavirus o filovirus
Virus Lassa

Virus de la fiebre aftosa
Virus Machupo

Virus Ebola

Arbovirus

* Dependiendo de si la actividad multiplica o disemina el microorganismo

Area Microbiologia

3 2018




Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

Cada vez que se realiza una actividad de laboratorio donde se requiera la
manipulacion de cultivos de microorganismos que puedan alcanzar concentraciones muy
elevadas y llegar a provocar una infeccion si no son manipulados adecuadamente, se

encuentra presente un riesgo microbiol6gico.

La infeccion difiere de los demas riesgos que se presenta en el laboratorio, en que
los efectos no estan limitados a quien trabaja individualmente ni a sus compafieros de
trabajo, sino que la infeccién también, puede transmitirse fuera del laboratorio a partir del
operador a su familia, contactos humanos casuales, animales domésticos o de
experimentacion, etc. Ademas pueden diseminarse agentes no patégenos para los seres
humanos, pero capaces de contaminar medios de cultivo, reactivos o afectar a otros seres

vivos con defensas inmunoldgicas bajas o grupos de riego (nifios y ancianos)

VIAS DE INFECCION MAS COMUNES EN EL LABORATORIO

Los microorganismos pueden ingresar al organismo a través de: la boca, los pulmones, la

piel (intacta o lesionada), la conjuntiva, etc.

Las vias de contaminacion mas frecuentes en el laboratorio se dan a través de:

= Tracto digestivo: por ingestion o transferencia de microorganismos desde manos o
utensilios (lapices, boligrafos, etc.) contaminados, por realizar transferencias con pipetas
sin utilizar ningun tipo de proteccién

= Mucosas: nasal y conjuntiva, debido a la produccién de aerosoles, manos contaminadas
y salpicaduras de materiales infecciosos

= Piel-via percutanea: por inyeccion, cortes o escoriaciones.

» Respiratoria: es la mas importante. El 80% de las infecciones contraidas en el laboratorio
son de origen aéreo, por inhalacion de microorganismos transportados por aerosoles.

La importancia de la via respiratoria radica en que con facilidad se producen
pequefias gotas y particulas. Las particulas mas pequefias (entre 1 — 4 um) no son
retenidas en el tracto respiratorio y llegan a pulmén. Los microorganismos son
transportados por los aerosoles y pueden invadir el tejido pulmonar. Su infectividad
depende entre otros factores, del tamafio de la dosis, la susceptibilidad individual y la

virulencia del agente.

Area Microbiologia 4 2018
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Las particulas que poseen un tamafio menor a 10um son denominadas aerosoles y
pueden ser generados por atomizacion de suspensiones liquidas y/o material solido
infectado molido muy fino. Muchas técnicas de laboratorio producen aerosoles mediante
burbujeo, salpicadura, espuma, quemado del ansa y dos mecanismos adicionales: vibracion
de alta frecuencia y fuerza centrifuga. Los aerosoles también se producen cuando se
manipulan cultivos secos, liofilizados o secados con acetona (ej. cuando se destapan tubos

o ampollas).

RIESGO EN LAS TECNICAS COMUNES DE LABORATORIO

Ademas de la produccion de aerosoles, hay que tener en cuenta el riesgo que se
genera como consecuencia de la deposicion de material infectado sobre otras superficies, a
partir de las cuales los microorganismos pueden ser transferidos a la piel, boca y ojos. Por
ejemplo las pipetas que se preparan para conservar su esterilidad hasta ser usadas, poseen
un tapén de algodén en la parte superior para prevenir la entrada de polvo y proteger,

relativamente, a la propipeta.

Otro elemento cominmente usado en el laboratorio de Microbiologia es el ansa de
cultivo. Mediante el flameado del ansa contaminada, se puede producir diseminacién de
microorganismos, particularmente cuando se trabaja con inéculos semisélidos y sdlidos (gj.
suspensiones de esporas, colonias de Mycobacterium o esputo). El mismo riesgo se corre
cuando se introduce el ansa caliente en un liquido, o se hace contacto con la superficie del
agar de un cultivo. A su vez, el ansa fria, una vez cargada, puede contaminar cuando se
producen vibraciones o rapidos movimientos de aire que causen desprendimiento de
pequefas gotas. Por otra parte, la remocién de tapones de algodén, tapas a rosca o tapones
de goma u otro tipo de tapa en tubos con caldo de cultivo, tubos de centrifuga, etc., puede
crear aerosoles de varias maneras, sobre todo si los cultivos han sido agitados y hay
material particulado. Hay que tener presente que los tapones de medios liquidos (sobre
todos los agitados) pueden estar humedecidos con material infeccioso.

Por las razones antes descriptas, se adoptan diversas medidas preventivas siendo
importante la proteccion fisica del trabajador a través del uso de guardapolvo, guantes,
barbijo, gafas, uso de propipeta, etc. Por otra parte las técnicas de laboratorio deben
realizarse en forma cuidadosa y preferiblemente en zona aséptica con mechero encendido o

dentro de camaras de bioseguridad o utilizando flujo laminar vertical.
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PRINCIPIOS DE BIOSEGURIDAD

Cada laboratorio debe adoptar o bien redactar un manual de bioseguridad que
identifique los riesgos potenciales especificando practicas y/o procedimientos destinadas a
minimizar o eliminar las exposiciones a los mismos. Preferentemente, el responsable del
laboratorio deber& estar capacitado y bien informado acerca de las técnicas de laboratorio
adecuadas, procedimientos de seguridad y riesgos asociados a la manipulacion de agentes
infecciosos y debe ser el responsable de la conduccién de los trabajos con cualquier agente
o material infeccioso. Ademas, sera responsable de brindar u organizar la capacitacién
adecuada del personal.

Una bioseguridad efectiva se logra cuando se lleva a cabo la contencién del material
infeccioso, es decir, cuando se cuenta con métodos seguros para manejar dicho material en
el ambiente del laboratorio. Esta contencion tiene como objetivo reducir o eliminar la
exposicion de quienes trabajan en laboratorios, de otras personas y del medio ambiente
externo, a agentes potencialmente peligrosos.

Podemos considerar una contencion primaria y una secundaria. Entendemos por
contencién primaria a la proteccion del personal y del medio ambiente inmediato del
laboratorio de la exposicibn a agentes infecciosos, provista mediante buenas técnicas
microbioldgicas y el uso de equipos de seguridad adecuados. La contencién secundaria,
en cambio, es la requerida para lograr la proteccion del medio ambiente externo al
laboratorio de la exposicion a materiales infecciosos y se logra a través de una combinacion

del disefio de la instalacion y practicas operativas.

Realizando una evaluacion del riesgo del trabajo a realizar con un agente especifico, se
determinar& la combinacion apropiada de los tres elementos de contencion:

1. Practicas y técnicas de laboratorio

2. Equipos de seguridad (Barreras primarias)

3. Disefio de las instalaciones del laboratorio (Barreras secundarias)

1. Practicas y Técnicas de Laboratorio

Para que la contencion sea efectiva, el elemento més importante es el cumplimiento
estricto de las practicas y técnicas microbiologicas estandares. Las personas que trabajan
con agentes infecciosos 0 materiales potencialmente infectados deben conocer los riesgos
potenciales y poseer la experticia necesaria en las practicas y técnicas requeridas para
manipular dichos materiales en forma segura.

Se debe exigir al personal que lea y cumpla las practicas y procedimientos de

bioseguridad y, cuando las practicas estandares de laboratorio no sean suficientes, se

Area Microbiologia 6 2018
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deberan aplicar medidas adicionales y actualizadas que deben guardar relacién con los

riesgos relacionados con el agente o procedimiento.

2. Equipos de Seguridad (Barreras primarias)
Los equipos de seguridad incluyen gabinetes cerrados, dispositivos especiales, etc.,

destinados a eliminar o minimizar las exposiciones a materiales biolégicos peligrosos.

2.1. Gabinetes de seguridad biolégica (GSB)

Los GSB se encuentran entre los dispositivos de contencibn mas eficaces para
proporcionar contencion de salpicaduras o aerosoles infecciosos generados por diversos
procedimientos microbioldgicos. Existen tres clases disponibles (Clase I, Il y Ill) que poseen
diferentes caracteristicas y aplicaciones. Los GSB Clase | y Clase Il de frente abierto son
barreras primarias que ofrecen niveles significativos de proteccién del personal de
laboratorio y del medio ambiente cuando se los utiliza en combinacién con buenas técnicas
microbioldgicas para microorganismos de riesgo bajo y moderado (Agentes de Nivel 1y 2 de
Bioseguridad). Tanto los GSB de Clase | como los de Clase Il ofrecen niveles de contencion
para proteger a los investigadores y al medio ambiente inmediato contra aerosoles
infecciosos que se generan dentro del gabinete. Los GSB de Clase Il también protegen el
material de investigacion o muestra a través de una filtracién especial (filtracion HEPA= High
Efficiency Particle Arresting) del flujo del aire en toda la superficie de trabajo (circulacion
laminar vertical). Los Gabinetes de Clase Il ofrecen maxima proteccion al personal de
laboratorio, a la comunidad y al medio ambiente porque todos los materiales de peligro

estan contenidos en un gabinete herméticamente cerrado y ventilado.

2.1.1. GSB CLASE |
(Nota: los GSB de Clase | se fabrican en forma limitada en la actualidad; muchos ya han
sido reemplazados por GSB de Clase II).

El Gabinete de Seguridad Bioldgica de Clase | es un gabinete ventilado de presién
negativa que, por lo general, funciona con un frente abierto. La totalidad del aire del gabinete
se libera a través del filtro HEPA hacia el laboratorio o hacia el exterior. Los GSB de Clase |
estan disefiados para la investigacion microbiolégica con agentes de riesgo bajo y moderado
y se utilizan para la contencion de mezcladoras y otros equipos. Estos gabinetes resultan
inadecuados para la manipulacion de material de investigacion vulnerable a la
contaminacion del aire dado que el flujo de aire no filtrado proveniente del laboratorio puede

transportar sustancias contaminantes al gabinete.
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1 Figura 1. Gabinete de Seguridad Bioldgica Clase |
A: abertura frontal; B: ventana de cristal;

C: filtro HEPA de salida; D: camara de distribucion

del extractor (Tomado de “Biosafety in

Microbiological and Biomedical Laboratories”.

7 aice de 1 sala ; CDCINIH. U.S. Department of Health and Human
aire potencialm Spmlamanang Services, Public Health Service. 42 Ed. 1999).

2.1.2. GSB CLASE 1l

El Gabinete de Seguridad Biologica de Clase Il esta disefiado con flujo de aire de
entrada a una velocidad como para proteger al personal, flujo laminar vertical hacia abajo
filtrado con HEPA para la proteccién del producto y flujo de escape filtrado con HEPA para la
proteccibn ambiental. Los GSB de Clase Il se clasifican en dos tipos (A y B), segun la
construccion, las velocidades y los patrones del flujo del aire y los sistemas de escape.

Los Gabinetes de tipo A son aptos para investigacion microbiolégica en ausencia de
productos quimicos volatiles o toxicos y radionucleicos, ya que el aire vuelve a circular
dentro del gabinete. Los Gabinetes de tipo A pueden tener el escape orientado hacia el
laboratorio o hacia el exterior a través de una conexién al sistema de escape de la
construccion.

Los Gabinetes de tipo B se subdividen en B1, B2 y B3. Los gabinetes de tipo B se
conectan al sistema de escape de la construccién y contienen plena presién negativa y
permiten que el trabajo se realice con productos quimicos o radionucleicos.

Los GSB deben evaluarse y certificarse in situ en el momento de la instalacion dentro
del laboratorio, cuando se trasladan y por lo menos una vez al afio a partir de ese momento.

Las préacticas recomendadas para el uso de los GSB y su correcta colocacién en el
laboratorio deben cumplirse en forma estricta. El personal debe estar entrenado para el uso
adecuado de los Gabinetes de Seguridad Biolégica. Se ha demostrado que actividades
como introducir y sacar en forma constante los brazos de la camara de trabajo, la apertura 'y
el cierre de puertas del laboratorio, la inadecuada colocacién u operacion de materiales o
equipo dentro de la camara de trabajo o el hecho de que alguien se encuentre en la
cercania del GSB mientras est& en uso, generan el escape de particulas de aerosoles desde
el interior del gabinete. Los Gabinetes de Clase | y Il deben colocarse lejos de los lugares de

circulaciéon general.
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Figura 2. Gabinete de Seguridad Biol6gica Clase Il
A: abertura frontal; B: ventana; C: filtro HEPA de salida;
D: filtro HEPA de entrada; E: camara de distribucion de

salida con presion negativa; F: ventilador; G: filtro HEPA

para el aire de entrada. (Tomado de “Biosafety in Microbiological

and Biomedical Laboratories”. CDC/NIH. U.S. Department
of Health and Human Services, Public Health Service. 42 Ed. 1999).

2.1.3. GSB CLASE Il

El Gabinete de Seguridad Biologica de Clase Il es un gabinete herméticamente
cerrado y ventilado a prueba de gases. Ofrece el grado mas elevado de proteccion de
personal y del ambiente contra los aerosoles infecciosos, asi como también la proteccion de
materiales de investigacion contra los contaminantes microbiolégicos. Los Gabinetes de
Clase 11l son los mas aptos para trabajar con agentes peligrosos que requieren contencion
de Bioseguridad de Nivel 3 o0 4.

Todas las operaciones en el area de trabajo del gabinete se realizan con guantes de
goma o trajes protectores. El Gabinete de Clase lll funciona bajo presién negativa. El
suministro de aire se realiza a través del filtrado HEPA y el gas de escape del gabinete se
filtra a través de dos filtros HEPA en serie o una filtracion HEPA seguida por una
incineracion antes de la descarga fuera del recinto. Todas las partes del equipo requeridas
por la actividad del laboratorio, tales como los incubadores, los refrigeradores y los
centrifugadores, deben constituir una parte integral del sistema del gabinete. El Gabinete de
Clase lll debe ser conectado a autoclaves de doble puerta y/o a un tanque de productos
quimicos utilizado para esterilizar o desinfectar los materiales que salen del gabinete y para

permitir que nuevos materiales ingresen al mismo.
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¢ i d A .o C -E / clase Ill (camara de guantes).
{  P—,, - v o
W o A: orificios para guantes del largo de un brazo;
By 2
&l ’f b’ B: ventana; C: dobles filtros HEPA de salida;

O O O O ‘_'\’"--'f.-j.;_# D: filtro HEPA de entrada; E: autoclave de doble

™

vista frontal visla lateral

Figura 3. Esquema de una camara de seguridad biolégica

| puerta o caja de paso; F: tanque de inmersién quimica.
La salida del aire de la cAmara debe estar conectada a un
sistema independiente de extraccion de aire del edificio.

AL | I | (Tomado de “Biosafety in Microbiological and Biomedical

U aire dela sala Laboratories”. CDC/NIH. U.S. Department of Health and

dirg potencialmanta conlaminado

airs Blirada por MEPA

2.2. Traje del personal de presién positiva

Estos trajes proporcionan una proteccidon equivalente a la de los GSB Il y son
utilizados cuando se trabaja con Agentes de Bioseguridad de Nivel 3 0 4 en el “area de los
trajes” y cuando utiliza GSB de Clase | o Il. El traje del personal se mantiene bajo presion
positiva con un sistema protector para evitar cualquier escape. Con este sistema de
contencién, el personal esta aislado de los materiales de trabajo. El ingreso al area de los
trajes se hace a través de una cadmara estanca equipada con puertas herméticas y se utiliza
una ducha quimica para descontaminar las superficies del traje cuando el personal se aleja
del lugar. El aire de escape que proviene del traje se filtra a través de dos unidades de filtros
HEPA instaladas en serie. La totalidad del area debe tener presion negativa. Como sucede
con los GSB de Clase lll, los guantes del traje del personal constituyen el componente mas

vulnerable del sistema ya que estan sujetos a perforaciones.

2.3. Dispositivos de flujo laminar:

Las mesas de laboratorio de flujo laminar se utilizan en instalaciones clinicas,
farmacéuticas y de laboratorio para la proteccion del producto. No deben utilizarse para
manipular materiales téxicos, infecciosos, radioactivos o sensibles dado que el personal
trabaja en el escape inmediato de la mesa. Las mesas de laboratorio de flujo laminar vertical
pueden resultar utiles para ciertas manipulaciones de materiales limpios (por ejemplo,

placas de agar) pero no deben ser utilizadas cuando se trabaja con materiales infecciosos.
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2.4. Otros dispositivos:

Otro ejemplo de barrera primaria son los tubos de centrifuga de seguridad que
poseen tapa a rosca. De este modo se previene la liberacion de aerosoles durante el
centrifugado y/o cuando se realiza la apertura de la tapa inmediatamente luego de
centrifugar.

Los equipos de seguridad también incluyen los elementos de proteccién personal,
tales como guantes, delantales, cobertores de zapatos, botas, respiradores, mascaras
faciales, anteojos de seguridad (antiparras). Los equipos de proteccién personal se utilizan
en general en combinacion con GSB y otros dispositivos que contengan los agentes o
materiales que se manipulan.

Delantales de laboratorio: Los delantales, guardapolvo o chaqueta es una
necesidad para quien trabaja en el laboratorio. Los utlizados en el laboratorio de
microbiologia deberan abotonarse preferentemente, hasta arriba. Los delantales de manga
larga y abertura trasera protegen mejor que los de abertura frontal. No deben usarse fuera
de las zonas del laboratorio.

Gafas y viseras de seguridad: Las gafas de seguridad esta disponibles en gran
variedad y su eleccién para proteger los ojos y el rostro de salpicaduras e impactos de
objetos dependera de la actividad que se lleve a cabo. Pueden fabricarse gafas, graduadas
0 no, con monturas especiales que permiten colocar los cristales desde delante. Los
cristales son de material irrompible y pueden ser curvos o llevar protecciones laterales
(cristales de seguridad). Las gafas de mascara para proteger contra salpicaduras e impactos
deben llevarse sobre las gafas graduadas normales y las lentes de contacto (que no
protegen contra los riesgos biolégicos o quimicos). Las viseras estdn hechas de plastico
irrompible, se ajustan al rostro y se sujetan a la cabeza mediante cintas o una capucha.
Ninguno de estos elementos de proteccion debe usarse fuera del laboratorio.

Mascarillas respiratorias: Cuando se realizan procedimientos de alto riesgo (NSB
3) es necesaria la proteccion respiratoria. El tipo de mascarilla respiratoria elegida
dependera del tipo de peligro. Existen respiradores con filtros cambiables para proteger
contra gases, vapores, particulas y microorganismos. Es indispensable que el filtro esté
colocado en el tipo de mascarilla adecuado. Para que la proteccion sea maxima, las
mascarillas respiratorias deben ajustarse al rostro de cada trabajador y probarse
previamente. Los respiradores autbnomos con suministro de aire integrado proporcionan
proteccion completa. Las mascarillas de tipo quirargico estan disefladas exclusivamente
para proteger a los pacientes y no ofrecen proteccién respiratoria a los trabajadores.

Guantes: Las manos pueden contaminarse cuando se trabaja en el laboratorio.
También son vulnerables a las heridas producidas por objetos punzantes o cortantes. Los

guantes desechables de latex, vinilo o nitrilo de tipo quirdrgico aprobados para uso
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microbiologico, son los mas extendidos para el trabajo general de laboratorio y para
manipular agentes infecciosos, asi como sangre y otros liquidos corporales. También
pueden usarse guantes reutilizables, pero hay que lavarlos, retirarlos, limpiarlos y
desinfectarlos adecuadamente. Después de manipular material infeccioso o trabajar en un
GSB y antes de abandonar el laboratorio es preciso retirar los guantes y lavarse las manos
correctamente. Los guantes desechables usados deben eliminarse junto con los residuos de
laboratorio infectados. Se han notificado casos de reacciones alérgicas como dermatitis e
hipersensibilidad inmediata después de usar guantes de latex, particularmente los que llevan

polvo. Debera disponerse en el laboratorio de alternativas a ese tipo de guantes.

3. Disefio y Construccion de Instalaciones (Barreras Secundarias)

La distribucién de los ambientes de laboratorio debe ser disefiada segln un esquema
qgue contribuya a la proteccion de quienes trabajan en el laboratorio, pero ademas
proporcionen una barrera para proteger a las personas que se encuentran fuera del
laboratorio. Este disefio se hara teniendo en cuenta el riesgo de transmision de los agentes
especificos. Por ejemplo, los riesgos de exposicion de la mayor parte del trabajo en
instalaciones del nivel de Bioseguridad 1 y 2 seran el contacto directo con los agentes o
exposiciones a contactos inadvertidos a través de areas de trabajo contaminadas. Las
barreras secundarias en estos laboratorios pueden incluir la separacion del area de trabajo
del laboratorio del acceso al publico, la disponibilidad de un sistema de descontaminacién
(por ejemplo, autoclave) e instalaciones para el lavado de manos. Cuando el riesgo de
infeccidn por exposicidn a un aerosol infeccioso estd presente, quizds sea nhecesario
implementar un mayor nivel de contencion y barreras secundarias adicionales para evitar el
escape de los agentes infecciosos hacia el medio ambiente. Dichas barreras secundarias
pueden incluir sistemas de ventilacion especializados para asegurar el flujo de aire
direccional, sistemas de tratamiento de aire para descontaminar o eliminar agentes del aire
de escape, zonas de acceso controladas, esclusas de aire en las puertas de acceso al
laboratorio o edificios 0 mddulos separados para aislar al laboratorio. Las esclusas de
aire son dispositivos que permiten el paso de gases Yy objetos entre una habitacion a presion
y su entorno reduciendo el cambio de presién y la pérdida de aire. La esclusa consiste en
una pequefla cadmara con dos puertas herméticas en serie que no se abren

simultdneamente.
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NIVELES DE BIOSEGURIDAD

La diferente combinacibn de practicas y técnicas de laboratorio, equipos de
seguridad e instalaciones de laboratorio da origen a cuatro niveles de bioseguridad (NBS)
apropiados para trabajar con cada uno de los cuatro grupos de microorganismos, teniendo
en cuenta las vias de transmision de los agentes infecciosos y la actividad particular del
laboratorio. Los NBS para los diferentes organismos representan aquellas condiciones bajo

las cuales el agente puede comunmente manipularse en forma segura.

NIVEL DE BIOSEGURIDAD 1 (NBS-1)

El NBS-1 es adecuado para trabajos que involucran agentes bien caracterizados que
no producen enfermedad en humanos adultos sanos, y que representan un riesgo potencial
minimo para el personal del laboratorio y el medio ambiente. El laboratorio no esta
necesariamente separado del transito general en el edificio. El trabajo se realiza
generalmente sobre mesas de trabajo utilizando practicas microbiol6gicas estandares. No es
necesario el uso de equipos de contencidn especiales y en general no se los utiliza. El
personal de laboratorio posee una capacitacién especifica acerca de los procedimientos que
se realizan en el laboratorio y es supervisado por un responsable con capacitacion general
en microbiologia o una ciencia relacionada. Las siguientes practicas estandares y
especiales, equipos de seguridad e instalaciones se aplican a los agentes asignados al
NBS-1:

1. a. Préacticas Microbiol6gicas Estandares

1. El acceso al laboratorio sera restringido segun criterio del responsable o cuando se
estén llevando trabajos con cultivos patégenos.

2. Las personas deben lavarse las manos luego de manipular materiales viables, luego de
quitarse los guantes y antes de retirarse del laboratorio.

3. No esta permitido comer, beber, fumar, manipular lentes de contacto, maquillarse o
almacenar alimentos para uso humano en areas de trabajo. Las personas que usan lentes
de contacto en laboratorios deben también utilizar antiparras o un protector facial. Los
alimentos se almacenan fuera del &rea de trabajo en gabinetes o refrigeradores designados
y utilizados con este Unico fin.

4. Esta prohibido pipetear con la boca; se deben utilizar dispositivos mecanicos o
propipetas.

5. Se estableceran reglas para el manejo seguro de objetos cortantes o punzantes.
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6. Todos los procedimientos se llevaran a cabo con precaucion a fin de minimizar la
generacion de salpicaduras o aerosoles.

7. Las superficies de trabajo se descontaminaran como minimo una vez por dia y luego de
todo derrame de material viable.

8. Todos los desechos (cultivos, material inoculado, etc.) se descontaminaran antes de ser
descartados mediante un método de descontaminacion aprobado como por ejemplo
autoclave. Los materiales que se deben descontaminar fuera del laboratorio seran
colocados en un recipiente resistente y cerrado para su transporte desde el laboratorio. Los
materiales que se deben descontaminar fuera del laboratorio se embalaran de conformidad
con las normas locales aplicables antes de retirarlos del establecimiento.

9. Cuando se encuentren presentes agentes infecciosos se debe colocar una sefal de
advertencia de riesgo biologico en la entrada del laboratorio que debe incluir el nombre del
agente en uso y el nombre y nimero de teléfono del investigador.

10. Se debe considerar un programa de control de roedores e insectos.

1. b. Practicas Especiales: Ninguna.

2. Equipos de Seguridad (Barreras Primarias)

1. En general, no se requieren dispositivos 0 equipos de contencion o equipamientos
especiales, como gabinetes de seguridad bioldgica para las manipulaciones de agentes
asignados al NBS 1.

2. Se recomienda el uso de delantales o uniformes de laboratorio a fin de evitar que la ropa
de calle se pueda contaminar o ensuciar.

3. Se deben usar guantes si existen lastimaduras en las manos o si la piel presenta alguna
erupcion.

4. Se debe utilizar proteccion ocular para los procedimientos en los que se puedan producir

salpicaduras de microorganismos u otros materiales peligrosos.

3. Instalaciones del Laboratorio (Barreras Secundarias)

1. Los laboratorios deben tener puertas para el control de acceso.

2. Cada laboratorio debe incluir una pileta para el lavado de manos.

3. El laboratorio debe disefiarse de modo tal que su limpieza sea sencilla. Las alfombras no
son adecuadas para los laboratorios.

4. Las superficies de las mesas de trabajo deben ser impermeables al agua y resistentes al
calor moderado y a solventes organicos, acidos, alcalis y productos quimicos utilizados para

descontaminar la superficie de trabajo y equipos.
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5. Los muebles de laboratorio deben tener la capacidad de soportar cargas y usos
previstos. Los espacios entre las mesas de trabajo, gabinetes y equipos deben ser
accesibles para su limpieza.

6. Si el laboratorio tiene ventanas que se abren hacia el exterior, deben estar provistas de
mosquiteros.

7. La iluminacion es adecuada para todas las actividades, evitando los reflejos y el brillo

gue puedan molestar la vision.

NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2 (NBS-2)

Es similar al NBS-1 y adecuado para trabajos que involucren agentes de riesgo

potencialmente moderado para el personal y el medio ambiente.

1. a. Practicas Microbiolégicas Estandares

I[dem NSB-1

1. b. Practicas Especiales

1. El acceso al laboratorio debera ser restringido cuando se estén realizando trabajos con
agentes infecciosos. En general, no se permitira dentro del laboratorio la presencia de
personas que tienen un mayor riesgo de adquirir la infeccidbn o para quienes la infeccion
pueda tener graves consecuencias, por ejemplo, las personas inmunodeprimidas.

2. Se deberan reglamentar los casos especiales de las personas puedan entrar al
laboratorio.

3. Se debe colocar una sefial de advertencia de riesgo biolégico en la entrada del
laboratorio cuando se estén manipulando agentes peligrosos. La informacion adecuada que
debe colocarse incluye el agente o agentes que se estan utilizando, el nivel de bioseguridad,
las inmunizaciones requeridas, el nombre del investigador y su nimero de teléfono, todo
equipo de proteccion que deba utilizarse en el laboratorio y todos los procedimientos
requeridos para retirarse del laboratorio.

4. El personal del laboratorio debe someterse a las inmunizaciones o a los analisis de los
agentes manejados o potencialmente presentes (por ejemplo, vacuna contra la Hepatitis B,
evaluacién cutanea de tuberculosis).

5. Se deben respetar los procedimientos de seguridad operativos estdndares o del manual

de bioseguridad adoptado por el laboratorio.
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6. Se debe garantizar que el personal de laboratorio y de apoyo reciba la capacitacion
adecuada sobre los posibles riesgos asociados con el trabajo en cuestion, las precauciones
necesarias para evitar exposiciones y los procedimientos de evaluacion de exposicion.

7. Se debe siempre tener un alto grado de precaucion con los articulos punzantes o
cortantes contaminados, incluyendo las agujas y jeringas, portaobjetos para microscopio,
pipetas, tubos capilares y escalpelos. El material de vidrio debe ser sustituido por material
plastico, en la medida de lo posible. Las agujas descartables utilizadas no se deben doblar,
cortar, romper, recubrir o retirar de las jeringas descartables, se deben colocar con cuidado
en recipientes resistentes a punciones para la disposicion de objetos punzantes ubicados en
un lugar conveniente. Los objetos punzantes o cortantes no descartables se deben colocar
en recipientes de paredes duras para su transporte al area de procesamiento para su
descontaminacion, preferentemente en autoclave. No se deben manipular directamente con
las manos los articulos de vidrio rotos, sino que deben retirarse por medios mecanicos como
un cepillo y pala, pinzas o foérceps.

8. Los cultivos, tejidos, fluidos corporales, o desechos potencialmente infecciosos se
colocaran en recipientes con tapa para evitar filtraciones durante la recoleccién, manejo,
procesamiento, almacenamiento, transporte o envio.

9. Los equipos y las superficies de trabajo se deben descontaminar regularmente con un
desinfectante efectivo después de trabajar con el agente infeccioso, y especialmente cuando
se producen derrames o salpicaduras por materiales infecciosos. Se deben descontaminar
los equipos antes de enviarlos para su reparacion o mantenimiento o embalarlos para
transporte de conformidad con las reglamentaciones locales de aplicacién antes de retirarlos
de las instalaciones.

10. Se deben informar de inmediato derrames y accidentes que deriven en exposiciones
evidentes a los materiales infecciosos y en lo posible se guardaran registros escritos.

11. No se permite la presencia en el laboratorio de animales que no se estén utilizando en
el trabajo que se esté realizando.

2. Equipo de Seguridad (Barreras Primarias)

1. Se utilizan GSB mantenidos de manera adecuada, preferentemente de Clase Il, u otros
equipos de protecciéon personal o dispositivos de contencion fisica adecuados cuando se
realicen procedimientos que puedan generar aerosoles o salpicaduras infecciosas
(centrifugado, pulverizado, mezclado, agitacién, sonicacién, apertura de recipientes de

materiales infecciosos, etc).
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2. Se utiliza proteccion facial (anteojos, mascaras u otra proteccion) para las probables
salpicaduras o aerosoles de materiales infecciosos u otros materiales peligrosos cuando se
deben manipular los microorganismos fuera del GSB.

3. Se debe usar delantal, batas cortas o uniformes de laboratorio de proteccién adecuados
para el laboratorio durante la permanencia en el mismo. Se debe retirar y dejar esta ropa de
proteccion en el laboratorio antes de dirigirse a otras &reas (por ejemplo, cafeteria,
biblioteca, oficinas administrativas). La institucion desechara toda la ropa de proteccion en el
laboratorio o se ocupa de lavarla; el personal no debe llevarla a su casa.

4. Se debe usar guantes cuando es posible que las manos entren en contacto con
materiales infecciosos, superficies o equipos contaminados. Puede ser apropiado el uso de
dos pares de guantes. Los guantes se descartaran cuando estén manifiestamente
contaminados, y se retiraran cuando se complete el trabajo con los materiales infecciosos o
cuando esté comprometida la integridad del guante. Los guantes descartables no se deben
lavar, ni volver a usar; no se debe utilizar guantes para tocar superficies “limpias” (teclados,
teléfonos, picaportes, etc.), y no se deben usar fuera del laboratorio. Se debe contar con
alternativas a los guantes de latex empolvados. Se deben higienizar las manos después de

retirarse los guantes.

3. Instalaciones del Laboratorio (Barreras secundarias)

1. Proveer puertas con llave para las instalaciones que contengan agentes restringidos.

2. Considerar la ubicacién de nuevos laboratorios lejos de las areas publicas.

3. Cada laboratorio debe poseer un lavatorio para el lavado de manos. Se recomiendan los
lavatorios controlados con los pies, las rodillas o los que operan automaticamente.

4. El laboratorio debe ser disefiado para que pueda limpiarse facilmente. Es inadecuado el
uso de alfombras y felpudos en los laboratorios.

5. Las superficies de las mesas de trabajo deben ser impermeables al agua y resistentes al
calor moderado y a los solventes orgénicos, &cidos, alcalis y sustancias quimicas
empleadas para descontaminar las superficies y equipos de trabajo.

6. Los espacios entre las mesas de trabajo, gabinetes y equipos deben ser accesibles para
su limpieza. Las sillas y otros muebles utilizados en el trabajo de laboratorio deben estan
cubiertos por otro material que no sea tela que se pueda limpiar facilmente.

7. Instalar GSB de tal manera que las fluctuaciones del aire de entrada y escape de la sala
no hagan funcionar a los gabinetes de seguridad biolégica fuera de sus parametros para
contencién. Los GSB deben colocarse lejos de las puertas, de las ventanas que se pueden
abrir, de las areas del laboratorio de mucho transito y de otros equipos potencialmente

interruptores a los fines de mantener los parametros del flujo de aire adecuados.
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8. Se debe disponer de un dispositivo para el lavado de ojos.

9. La iluminacion es adecuada para todas las actividades, evitando los reflejos y el brillo
gue puedan molestar la vision.

10. No existen requisitos de ventilacion especificos. Sin embargo, la planificacién de
nuevas instalaciones debe considerar los sistemas de ventilacion mecénica que ofrezcan
flujo de aire hacia el interior sin la recirculacion a espacios fuera del laboratorio. Si el

laboratorio tiene ventanas que se abren al exterior, deben colocarse mosquiteros.

NIVEL DE BIOSEGURIDAD 3 (NBS-3)

El NBS-3 se aplica a las instalaciones clinicas, de diagnéstico, ensefianza,
investigacion o producciéon en las que se llevan a cabo trabajos con agentes indigenas o
exoticos que puedan producir una enfermedad grave o potencialmente letal como resultado
de la exposicién por via de inhalacion. El personal de laboratorio debe recibir instruccién
especifica en el manejo de agentes patégenos y potencialmente letales, y ser supervisado
por cientificos competentes con experiencia en el trabajo con estos agentes.

Todos los procedimientos que involucren la manipulacion de materiales infecciosos
se deben realizar dentro de GSB u otros dispositivos de contencidn fisica o por personal que
lleve ropa y equipo protector adecuado. El laboratorio debera tener caracteristicas de disefio
e ingenieria especiales. Sin embargo, se reconoce gque algunas instalaciones existentes
pueden no presentar todas las caracteristicas recomendadas para el NBS-3 (por ejemplo,
zona de acceso con doble puerta y penetraciones selladas). En esta circunstancia, se puede
lograr un nivel de seguridad aceptable para la practica de procedimientos de rutina (por
ejemplo, procedimientos diagndsticos que involucren la propagacion de un agente para su
identificacion, tipificacion y ensayos de sensibilidad) en una instalacion NBS-2, siempre que
se cumplan rigurosamente con las Practicas Microbiol6gicas Estandares, las Practicas
Especiales y los Equipos de Seguridad de NBS-3 recomendados.

l.a. Practicas Microbiolégicas Estandares

Idem NSB-1y 2.

1.b. Préacticas Especiales

1. Las puertas del laboratorio deben mantenerse cerradas cuando se estén practicando

experimentos.
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2. El acceso al laboratorio sera restringido. No se permitira el ingreso al laboratorio o a las
salas de animales a las personas que corren riesgo de contraer infecciones o para quienes
una infeccion podria tener consecuencias graves. Por ejemplo, las personas con
compromiso inmunolégico, nifios y mujeres embarazadas.

3. Seran establecidas politicas y procedimientos por medio de los cuales sélo podran
ingresar al laboratorio o salas de animales las personas que han sido advertidas sobre los
riesgos biologicos posibles, que cumplan con los requisitos de ingreso especificos (por
ejemplo, inmunizaciones) y que cumplan con los procedimientos de entrada y salida.

4. Se debe colocar un cartel de bio-riesgo, incorporando el simbolo universal en la puerta
de acceso a todos los laboratorios y salas de animales, cuando se encuentren presentes
agentes infecciosos 0 animales infectados en el laboratorio o0 médulo de contencién. La
sefial de advertencia de bio-riesgo debe contener informacion sobre el agente infeccioso en
uso, nombre y el numero de teléfono de la persona responsable y requisitos especiales
necesarios para poder ingresar al laboratorio (por ejemplo, inmunizaciones, respiradores u
otras medidas de proteccion personal).

5. El personal del laboratorio debe someterse a las inmunizaciones o a los analisis de los
agentes manejados o potencialmente presentes (por ejemplo, vacuna contra la Hepatitis B,
evaluacién cutanea de tuberculosis y a estudios periddicos segun las recomendaciones para
el agente que se esta manipulando).

6. El laboratorio adoptara un manual de bioseguridad especifico e incorporarad precauciones
de bioseguridad en los procedimientos de operacién estdndar. Se advertirhd al personal
sobre los riesgos especiales y se le exigira que lea y siga las instrucciones de las practicas y
procedimientos.

7. El personal del laboratorio y de asistencia o soporte debe recibir la capacitacién
apropiada sobre los posibles riesgos asociados con el trabajo en cuestion, las precauciones
necesarias para evitar exposiciones y los procedimientos de evaluacién de la exposicion.

8. Antes de trabajar con organismos en el NBS-3, todo el personal deberd demostrar
pericia en las précticas y técnicas microbiolégicas estandares, y en las précticas y
operaciones especificas del laboratorio.

9. Se debe siempre tener un alto grado de precaucion con los articulos punzantes o
cortantes contaminados, incluyendo las agujas y jeringas, portaobjetos, pipetas y tubos
capilares (Idem NSB 1)

10. Toda manipulacién abierta de materiales infecciosos se practicard en GSB u otros
dispositivos de contencion fisica dentro del médulo de contencién. No se deben realizar
trabajos en recipientes abiertos sobre la mesa de trabajo. La limpieza se facilitara usando
toallas de papel con base de plastico sobre las superficies de trabajo no perforadas dentro

de los gabinetes de seguridad bioldgica.
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11. Se deben descontaminar los equipos de laboratorio y las superficies de trabajo de
manera rutinaria con un desinfectante efectivo, después de finalizar el trabajo con materiales
infecciosos. Los derrames de materiales infecciosos son descontaminados, contenidos y
limpiados por personal profesional idoneo u otros con instruccién adecuada y equipados
para trabajar con el material infeccioso concentrado.

12. Se colocaran los cultivos, tejidos, especimenes de fluidos corporales o desechos en un
recipiente a prueba de filtraciones durante la recoleccion, manejo, procesamiento,
almacenamiento, transporte o envio.

13. Se descontaminaran todos los materiales de desecho potencialmente contaminados
(por ejemplo, guantes, ropa de laboratorio, etc.) antes de desecharlos o reutilizarlos.

14. Los derrames o accidentes que representen una exposicion manifiesta o potencial a los
materiales infecciosos deben informarse de inmediato. Se realizara la evaluacion, el control
y tratamiento médico necesario y se guardaran registros escritos.

15. No se permitira la presencia de animales o plantas no relacionadas con el trabajo

practicado en el laboratorio.

2. Equipos de Seguridad (Barreras Primarias)

1. El personal que ingrese al laboratorio debe usar delantales envolventes o con la
delantera lisa o trajes de limpieza 0 mamelucos. No se debe usar la ropa de proteccion fuera
del laboratorio. La ropa no descartable se debe descontaminar antes de lavar. Se debe
cambiar la ropa cuando se encuentre manifiestamente contaminada.

2. Se debe usar guantes cuando se manipulen materiales infecciosos, animales infectados
y equipos contaminados.

3. Se recomienda el cambio frecuente de guantes acompafnado del lavado de las manos.
No se deben volver a usar los guantes descartables.

4. Todas las manipulaciones de materiales infecciosos, necropsia de animales infectados,
recoleccion de tejidos o liquidos de los animales infectados o cosecha de huevos
embrionados, etc. se deben realizar en GSB Clase Il o Clase III.

5. Cuando no se pueda practicar un procedimiento o proceso dentro de un gabinete de
seguridad bioldgica, se utilizaran las combinaciones adecuadas de equipos de proteccion
personal (por ejemplo, respiradores, mascaras faciales) y dispositivos de contencion fisica
(por ejemplo, cubetas de seguridad para centrifugas o rotores sellados).

6. Se colocaran protectores faciales y de respiracion dentro de las salas con animales

infectados.
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3. Instalaciones de Laboratorio (Barreras Secundarias)

1. El laboratorio estard separado de otras areas abiertas al flujo de trafico irrestricto dentro
del edificio, y el acceso al laboratorio sera restringido. El pasaje a través de una serie de
puertas que se cierren automaticamente es el requisito basico de ingreso al laboratorio
desde los corredores de acceso. Las puertas se pueden cerrar con llave y se puede incluir
un vestuario en el camino.

2. Cada sala de laboratorio deberé contener un lavatorio de manos. El lavatorio se operara
automaticamente o sin manos y estara ubicado cerca de la puerta de salida.

3. Las superficies interiores de paredes, pisos y cielorrasos de las areas donde se
manipulan agentes de NBS-3 deben permitir la limpieza y descontaminacion. Si existen
bordes, deben sellarse. Las paredes, cielorrasos y pisos deben ser lisos, impermeables a los
liquidos y resistentes a las sustancias quimicas y desinfectantes normalmente utilizados en
el laboratorio. Los pisos deben ser antideslizantes, pueden utilizarse cobertores de pisos
acanalados.

4. Las superficies de las mesas de trabajo deben ser impermeables al agua y resistentes al
calor moderado y a los solventes organicos, &cidos, alcalis y sustancias quimicas
empleadas para descontaminar las superficies y equipos de trabajo.

5. Los espacios entre las mesas de trabajo, gabinetes y equipos deben ser accesibles para
su limpieza. Las sillas y otros muebles utilizados en el trabajo de laboratorio deben estar
cubiertos por otro material que no sea tela que se pueda limpiar facilmente

6. Se deben cerrar y sellar todas las ventanas en el laboratorio.

7. Se contara con un método de descontaminacion de los desechos de laboratorio en las
instalaciones y se utilizara, preferentemente, dentro del laboratorio (por ejemplo, autoclave,
desinfeccion quimica u otro método de descontaminacion aprobado). Se deben considerar
los métodos de descontaminacién de los equipos. Si se transportan los desechos fuera del
laboratorio, se deben sellar de manera adecuada y no transportarlos por los corredores
publicos.

8. Es necesario que se cologuen los GSB lejos de las puertas, de las rejillas de ventilacién
de la sala 'y de las areas de laboratorio muy transitadas.

9. Se preveera un sistema de ventilacion de aire escape por conductos. Este sistema crea
un flujo de aire direccional que toma el aire para el laboratorio de areas “limpias” y lo elimina
en areas “contaminadas”. El aire de escape no se recircula a ninguna otra parte del edificio.
El aire viciado debe dispersarse lejos de las 4reas ocupadas y de las entradas de aire o0 se
debe filtrar con filtros absolutos de elevada eficiencia (HEPA: High Efficiency Particulate Air).
El personal del laboratorio debe verificar que la direccion del flujo de aire (en el laboratorio)

sea la adecuada. Se recomienda la colocacién de un dispositivo de monitoreo visual que
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indique y confirme el flujo de aire direccional hacia adentro en la entrada del laboratorio. Se
debe considerar la instalacién de un sistema de control HVAC (calefaccion, ventilacion y aire
acondicionado) para evitar la presurizacién positiva constante del laboratorio. Se debe
considerar la instalacion de alarmas audibles para notificar al personal las fallas del sistema
HVAC.

10. El aire de escape viciado por HEPA desde un gabinete de seguridad biolégica Clase Il
puede recircularse en el laboratorio si se controla y certifica el gabinete por lo menos una
vez por afio. Cuando se tenga que descargar el aire viciado de los gabinetes de seguridad
Clase Il al exterior a través de un sistema de aire de escape, se deben conectar los
gabinetes de tal forma que se evite interferir con el equilibrio de aire de los gabinetes o el
sistema de escape del edificio (por ejemplo, un espacio de aire entre el gabinete de escape
y el conducto de escape). Cuando se utilicen GSB Clase lll, deben estar directamente
conectados con el sistema de escape. Si se conectan GSB Clase Il al sistema de
alimentacion o suministro, debe realizarse de manera tal que se evite la presurizacion
positiva de los gabinetes.

11. Las centrifugas de flujo continuo u otros equipos que puedan producir aerosoles deben
estar contenidos en dispositivos que liberen el aire a través de filtros HEPA, antes de
descargarlo al laboratorio. Estos sistemas HEPA se deben controlar por lo menos una vez
por afio. De manera opcional, se puede ventilar el escape de dichos equipos al exterior si se
dispersa lejos de las areas ocupadas y de las entradas de aire.

12. Se protegen las lineas de vacio con trampas de desinfectante liquido y filtros HEPA o
equivalentes. Se deben reemplazar los filtros segin sea necesario. Una alternativa es usar
bombas de vacio portétiles (también adecuadamente protegidas con trampas Yy filtros).

13. Se dispone de una estacion para lavado de ojos dentro del laboratorio.

14. La iluminacion es adecuada para todas las actividades, evitando los reflejos y el brillo
gue molestan la vision.

15. El disefio y los procedimientos operativos del establecimiento del NBS-3 deben estar
documentados. Se debe hacer una prueba para verificar si se ha cumplido con el disefio y
con los parametros operativos del establecimiento antes de comenzar a operar. Luego se
debera hacer una reverificacion del establecimiento, por lo menos una vez al afio, sobre la
base de estos procedimientos, segun hayan sido modificados por la experiencia operativa.

16. Se deberd considerar la inclusion de protecciébn ambiental adicional (por ejemplo:
duchas para el personal, filtracion HEPA de aire de escape, contencion de otros servicios
entubados y la provisién de descontaminacién de efluentes), si asi lo recomienda el informe
resumido del agente, segun se determine por la evaluacion del riesgo, las condiciones del

lugar, u otras normas locales aplicables.
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NIVEL DE BIOSEGURIDAD 4 (NBS-4)

El NBS-4 debe aplicarse para trabajar con agentes peligrosos y exoticos que posean
un riesgo individual alto de producir infecciones de laboratorio transmitidas por aerosoles y
enfermedades mortales. Los agentes que tienen una relacion antigénica cercana o idéntica
a los agentes del NBS-4 se manipularan en este nivel hasta que se obtengan datos
suficientes, ya sea para confirmar la continuacion del trabajo en este nivel o para trabajar
con ellos en un nivel mas bajo. Los miembros del personal de laboratorio deben poseer una
capacitacion especifica y completa para manipular agentes infecciosos extremadamente
peligrosos y conocer las funciones de contencién primaria y secundaria de las practicas
estandares y especiales, los equipos de contencién y las caracteristicas de disefio del
laboratorio. Este personal serd supervisado por cientificos competentes que posean
capacitacion y experiencia para trabajar con estos agentes. El acceso al laboratorio sera
controlado estrictamente por el director del laboratorio. El establecimiento debe ubicarse en
un edificio separado o en un area controlada dentro de un edificio, la cual estara totalmente
aislada de todas las demas éareas del edificio. Se preparara o adoptara un manual de

operaciones especifico para el establecimiento.

Dentro de las areas de trabajo del establecimiento, todas las actividades se
restringiran a los GSB Clase 11l 0 GSB Clase Il utilizados con trajes de personal presurizado
con presion positiva y de una sola pieza ventilados por aire externo. El laboratorio de Nivel
de Bioseguridad 4 debe tener caracteristicas especiales de ingenieria y disefio para evitar la

diseminacion de los microorganismos en el medio ambiente.

Las practicas de seguridad estandar y las instalaciones especiales para agentes
correspondientes al Nivel de Bioseguridad 4 son las siguientes:

l.a. Practicas Microbiolégicas Estandares

1. El director del laboratorio limitara el acceso al mismo cuando se estén realizando los
experimentos.

2. Se instituiran politicas para la manipulacion segura de objetos punzantes o cortantes.

3. Todos los procedimientos se llevardn a cabo con cuidado para minimizar la generaciéon
de aerosoles.

4. Las superficies de trabajo se descontaminardn por lo menos una vez al dia y después de

producirse cualquier derrame de material viable.
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5. Todos los desechos se descontaminaran antes de ser desechados utilizando un método
aprobado, como el de autoclave.

6. Se aplicar4 un programa de control de insectos y roedores.

1.b. Préacticas Especiales

1. Sélo debe autorizarse el ingreso a las personas cuya presencia en el establecimiento o
salas individuales de laboratorio se requiere a los fines del programa o por razones de
mantenimiento. Las personas inmunodeprimidas pueden correr riesgo de contraer
infecciones, por lo tanto, no se les permitird el ingreso al laboratorio ni a las salas de
animales a las personas que pueden correr un mayor riesgo de contraer una infeccion, nifios
y mujeres embarazadas. El supervisor tiene la responsabilidad final de evaluar cada
circunstancia en particular y de determinar quién puede ingresar o trabajar en el laboratorio.
El acceso al establecimiento estara limitado por medio de puertas seguras y cerradas. El
acceso lo administraré el director del laboratorio, el funcionario de control de bioriesgo u otra
persona responsable de la seguridad fisica del establecimiento. Antes de ingresar, se
notificar4 a las personas los posibles bioriesgos y se les comunicardn las medidas de
seguridad adecuadas que deben tomar. Las personas autorizadas deben cumplir con las
instrucciones y con todos los demas procedimientos aplicables de entrada y salida. Se
estableceran protocolos practicos y efectivos para situaciones de emergencia.

2. Cuando haya materiales infecciosos o animales infectados en el laboratorio o en las
salas de animales, se colocara en todas las puertas de acceso, carteles de advertencia de
riesgo, en los que se incluya el simbolo universal de bioriesgo. El cartel debera indicar el
agente, mencionar el nombre del director del laboratorio o el de la o las personas
responsables, y sefalar los requisitos especiales para ingresar a esa area (por ejemplo, el
uso de inmunizaciones o respiradores).

3. El director del laboratorio es el responsable de asegurar que, antes de trabajar con
organismos en el NBS-4, todo el personal demuestre una gran habilidad para implementar
las practicas y técnicas microbioldgicas estandares y las practicas y operaciones especiales
especificas del laboratorio. Esto podria incluir experiencia anterior en la manipulacion de
patbgenos humanos o cultivos de células o un programa especifico de capacitacion
instrumentado por el director del laboratorio o por otro cientifico competente con gran
habilidad para estas practicas y técnicas microbiologicas seguras Unicas.

4. El personal del laboratorio recibird inmunizaciones disponibles para los agentes
manipulados o que posiblemente puedan estar potencialmente presentes en el laboratorio.

5. Se tomaran y almacenardn muestras de suero de base para todo el personal del

laboratorio y demés personal de riesgo. La decisién de implementar un programa de control
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seroldgico tiene en cuenta la disponibilidad de métodos para la evaluacion de anticuerpos a
los agentes en cuestidn. El programa incluye disposiciones para la prueba de las muestras
de suero en cada intervalo de recoleccion y la comunicacion de los resultados a los
participantes.

6. Se debe preparar o adoptar un manual de bioseguridad y notificar al personal acerca de
los riesgos especiales e indicar que lea y cumpla las instrucciones sobre practicas y
procedimientos sefialadas en el manual.

7. El personal de laboratorio y de mantenimiento recibird capacitacion adecuada sobre los
posibles riesgos asociados con el trabajo en cuestién, las precauciones necesarias para
evitar las exposiciones y la exposicion a procedimientos de evaluacion. También recibiran
actualizaciones anuales o capacitacion adicional, segun resulte necesario para los cambios
de procedimientos.

8. El personal debe ingresar y salir del laboratorio sélo después de realizar el cambio de
ropa o de pasar por las duchas. Los miembros del personal deben tomar una ducha
descontaminante cada vez que salen del laboratorio. El personal utilizara las esclusas de
aire para ingresar o salir del laboratorio sélo en caso de emergencia.

9. El personal se quitara la ropa en la sala externa de cambio de ropa y la dejara alli. A
todo el personal que ingrese al laboratorio se le suministrara ropa completa de laboratorio,
incluyendo ropa interior, pantalones y camisas o0 mamelucos, zapatos y guantes, y el
personal debe usar esa ropa. Cuando sale del laboratorio y antes de pasar al area de
duchas, el personal se quitara su ropa de laboratorio en la sala interna de cambio de ropa.
La ropa sucia se inactivara por autoclave antes de lavarla.

10. Los insumos y materiales necesarios son introducidos por medio del autoclave de doble
puerta, camara de fumigacion o esclusa de aire, la cual es adecuadamente descontaminada
entre un uso y otro. Después de cerrar las puertas externas, el personal dentro del
establecimiento recupera los materiales abriendo las puertas internas del autoclave, cAmara
de fumigacion o esclusa de aire. Estas puertas se cierran después de traer los materiales al
laboratorio.

11. Siempre se debe tener mucha precaucion con los instrumentos filosos contaminados,
incluyendo las agujas y las jeringas, portaobjetos, pipetas y tubos capilares. El uso de
agujas y jeringas y demdas instrumentos filosos en el laboratorio estara restringido sélo para
los casos en que no quede otra alternativa, siempre que sea posible, los materiales de vidrio
deberan ser reemplazados por envases de plastico. Las agujas descartables usadas no
deben ser dobladas, cortadas, rotas, recubiertas, retiradas de las jeringas descartables ni
manipuladas de otra manera con la mano antes de ser desechadas. En cambio, deberan ser
cuidadosamente ubicadas en recipientes resistentes de paredes rigidas a las pinchaduras,

ubicados donde resulte conveniente para el desecho de objetos cortantes o punzantes. Los
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objetos cortantes o punzantes que no sean descartables deberan ser ubicados en un
recipiente con paredes resistentes para su transporte al 4rea de procesamiento para la
descontaminacion, preferentemente por autoclave. Los envases de vidrio rotos no deben ser
manipulados directamente con la mano, sino que deben ser retirados por medios mecéanicos
como un cepillo y pala, pinzas o férceps. Los recipientes que tengan agujas contaminadas,
equipos filosos y vidrios rotos deben ser descontaminados antes de ser desechados, de
acuerdo con las normas locales.

12. Los materiales biologicos que deban retirarse del GSB Clase Ill o del laboratorio de
NBS-4 en estado viable o intacto seran transferidos a un recipiente primario sellado e
irrompible y luego encerrados en un recipiente secundario sellado e irrompible. Esto se retira
del establecimiento por medio de un tanque de inmersién desinfectante, camara de
fumigacion o esclusa de aire disefiada para este fin.

13. No se retirara ningun material del laboratorio de NBS-4, salvo los materiales biolégicos
gque deban permanecer en estado viable o intacto, a menos que hayan sido pasados por el
autoclave o descontaminados antes de sacarlos del laboratorio. Los equipos o los materiales
gque puedan dafarse por las altas temperaturas o por el vapor pueden ser descontaminados
por métodos gaseosos o de vapor en una esclusa o cdmara de aire disefiada para ese fin.

14. Los equipos de laboratorio seran descontaminados rutinariamente después de
finalizado el trabajo con materiales infecciosos, y especialmente después de derrames o
salpicaduras directas o de otra contaminacidén con materiales infecciosos. Los equipos seran
descontaminados antes de ser enviados para su reparacién o mantenimiento.

15. Miembros profesionales adecuados del personal u otras personas debidamente
capacitadas y equipadas para trabajar con material infeccioso concentrado limpiaran los
derrames de materiales infecciosos. Se desarrollard un procedimiento para derrames y se
colocard un instructivo del mismo en el laboratorio.

16. Se establecerd un sistema para informar accidentes y exposiciones de laboratorio y
ausentismo del personal, asi como también para el control médico de enfermedades
potenciales asociadas al laboratorio. Se llevaran registros escritos. Un accesorio esencial
para este sistema de control de informes es la disponibilidad de un establecimiento para
cuarentena, aislamiento y atencion médica del personal que puedan contraer enfermedades
potenciales en el laboratorio.

17. No se permitird en el establecimiento, materiales no relacionados con el experimento

gue se esté realizando (por ejemplo, plantas, animales y ropa).
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2. Equipos de Seguridad (Barreras Primarias)

Todos los procedimientos realizados dentro del establecimiento se llevaran a cabo en el
GSB Clase Il o Clase Il utilizados conjuntamente con trajes presurizados de presion positiva

de una pieza.

3. Instalaciones de Laboratorio (Barreras Secundarias)

Existen dos modelos para los laboratorios de NBS-4:

3.1. Laboratorio con Gabinete (toda manipulacién del agente es realizada en un GSB Clase
1)

3.2. Laboratorio en el que se requiere el uso de trajes especiales de seguridad (el personal
utiliza un traje de proteccion). Los laboratorios de NBS-4 pueden estar basados en uno de
estos modelos o en la combinacion de ambos en el mismo establecimiento. Si se utiliza una

combinacion, cada tipo debe cumplir todos los requerimientos necesarios.

3. 1. Laboratorio con Gabinete

1. El establecimiento de NBS-4 consiste en un edificio separado o en una zona claramente
demarcada y aislada dentro de un edificio. Para acceder a las salas del establecimiento se
debera asegurar el pasaje a través de un minimo de dos puertas antes de ingresar a las
salas donde se encuentra el GSB Clase Ill (sala de gabinete). Posee una sala exterior y una
interior de cambio de ropa separado por duchas a disposicion del personal que ingresa y
sale de la sala de gabinete. En la barrera de contencion debe haber un autoclave con doble
puerta, un tanque de inmersién, una camara de fumigacién o una antesala ventilada para la
descontaminacién que se debe realizar antes del pasaje de los materiales, insumos o
equipos que no ingresan a la sala de gabinete a través de la sala de cambio de ropa.

2. Antes de comenzar con el trabajo de laboratorio, se realizaran inspecciones diarias de
todos los parametros de contenciéon (por ejemplo, flujo de aire direccional) y sistemas
mantenedores de vida para asegurar que el laboratorio esté operando de acuerdo con sus
parametros operativos.

3. Las paredes, pisos y cielorrasos de la sala de gabinete y de la sala interior de cambio de
ropa son construidos de manera que formen un caparazon interno sellado, que facilite la
fumigacion e impidan la entrada y salida de animales e insectos. Los pisos deben estar
totalmente sellados y abovedados. Las superficies internas de este caparazdn seran
resistentes a los liquidos y quimicos para facilitar la limpieza y descontaminacién del area.

Todas las penetraciones en estas estructuras y superficies estan selladas. Las aberturas
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alrededor de las puertas que abren hacia adentro de la sala de gabinete y de la sala interior
de cambio de ropa son minimas y pueden ser selladas para facilitar la descontaminacion.
Los desagiies del piso de la sala de gabinete se conectan directamente al sistema de
descontaminaciéon de desecho de liquidos. Las ventilaciones de las cloacas y demas lineas
de servicios contienen filtros HEPA.

4. La parte superior de las mesas poseen superficies sin costura o superficies selladas, que
son impermeables al agua y resistentes al calor moderado y a los solventes organicos,
acidos, dlcalis y quimicos, utilizados para descontaminar las superficies de trabajo y
equipos.

5. Los muebles de laboratorio son de construccion abierta simple, capaces de soportar
cargas y usos anticipados. Los espacios entre las mesas de trabajo, gabinetes y equipos
son accesibles para la limpieza y descontaminacion. Las sillas y deméas muebles utilizados
en el trabajo de laboratorio deben estar cubiertos con un material que no sea tela y que
pueda ser facilmente descontaminado.

6. Cerca de la puerta de la sala de gabinete y en la sala exterior e interior de cambio de
ropa debe haber un lavatorio para manos operado automaticamente o de manos libres.

7. Si se tiene un sistema de vacio central, no se debe utilizar para areas fuera del gabinete.
Lo mas cerca posible de cada punto de uso o grifo de servicio se deben colocar filtros HEPA
en linea. Los filtros se instalan para permitir la descontaminacion y reemplazo en el lugar.
Los demas servicios de liquidos y gases a la sala de gabinete son protegidos por
dispositivos que evitan el reflujo.

8. Si hay fuentes de agua, seran operadas en forma automatica o con el pie y estaran
ubicadas en los pasillos de los compartimentos fuera del laboratorio. El servicio de agua
hacia la fuente esta aislado del sistema de distribucién que suministra agua a las areas de
laboratorio y esta equipado con prevencion de reflujo.

9. Las puertas de acceso al laboratorio se cierran solas y tienen cerrojo.

10. Las ventanas son resistentes a las roturas y estan selladas.

11. Se dispone de autoclaves de doble puerta, para descontaminar los materiales que
salen tanto de los GSB Clase 1l o de la sala gabinete. Las autoclaves que abren fuera de la
barrera de contencién, deben estar sellados a la pared de la barrera de contencién. Las
puertas del autoclave son controladas en forma automatica de manera que la puerta externa
sélo puede ser abierta después que ha terminado el ciclo de “esterilizacién” del autoclave.

12. Se proporcionan tanques de inmersion de pase directo, camaras de fumigacion u otros
métodos equivalentes de descontaminacion de manera que los materiales y equipos que no
puedan ser descontaminados en el autoclave puedan ser retirados en forma segura del o de

los GSB Clase Ill y de la sala de gabinete.
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13. Las emanaciones de liquidos provenientes del lado sucio de la sala interna de cambio
de ropa (incluyendo los bafios) y los lavatorios de la sala de gabinete, drenajes del piso (en
caso de utilizarse), cAmaras de autoclave y demas fuentes dentro de la sala de gabinete son
descontaminados por medio de un método probado, preferentemente tratamiento con calor,
antes de ser descargados a los liquidos efluentes. Los efluentes de las duchas y lavatorios
del lado limpio pueden ser descargados a la cafieria sanitaria sin tratamiento alguno. El
proceso utilizado para la descontaminacion de desechos liquidos debe ser fisica y
bioldgicamente convalidado.

14. Este tipo de instalacion posee un sistema de ventilacion no recirculante especial. Los
componentes de suministro y escape del sistema estan equilibrados para asegurar un flujo
de aire direccional desde el area de menor riesgo a las areas de mayor riesgo potencial. El
flujo de aire de presion diferencial/direccional entre las areas adyacentes esta controlado y
equipado con una alarma para indicar cualquier mal funcionamiento del sistema. En la
entrada de la sala de cambio de ropa limpia hay un dispositivo de control de presion visual
adecuado que indica y confirma la presién diferencial de la sala de gabinete. Se controla el
flujo de aire en los componentes de suministro y escape, y el sistema de control HVAC esta
disefiado para evitar la presurizacion positiva constante en el laboratorio. El Gabinete Clase
Il debe estar conectado directamente al sistema de escape. Si el Gabinete Clase Il esta
conectado al sistema de suministro, esta conectado de manera tal que evita la presurizacion
positiva del gabinete.

15. El aire de suministro y el aire de escape proveniente de la sala de gabinete, de la sala
interior de cambio de ropa y de la antesala pasa a través de filtros HEPA. Los filtros HEPA
estan ubicados lo mas cerca posible de la fuente para minimizar la longitud de las tuberias
potencialmente contaminadas. Todos los filtros HEPA deben ser probados y certificados
todos los afos. El uso de pre-filtros HEPA certificados puede ser una ventaja. La vida util de
los filtros HEPA de escape puede extenderse a través del prefiltrado adecuado del aire de
suministrado.

16. El disefio y procedimientos operativos del establecimiento de NBS-4 deben estar
documentados. Se debe probar el establecimiento para verificar que se ha cumplido con el
disefio y los pardmetros operativos antes de la operacién. El establecimiento deberd ser
verificado nuevamente todos los afios, basandose en estos procedimientos con sus
modificaciones hechas sobre la base de la experiencia operativa.

17. Se deben proporcionar sistemas de comunicacién adecuados entre el laboratorio y el

exterior (por ejemplo, micréfonos, computadora).
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3. 2. Laboratorio en el que se requiere el uso de trajes especiales de seguridad

1. El establecimiento de NBS-4 consiste en un edificio separado o en una zona claramente
demarcada y aislada dentro de un edificio. Las salas del establecimiento estan dispuestas
para asegurar el pasaje a través de las areas de cambio de ropa y descontaminacion antes
de ingresar a la o las salas donde se realiza el trabajo con agentes BSL-4 (area con trajes).
Hay una sala exterior y una interior de cambio de ropa separado por duchas a disposicion
del personal que ingresa y sale de la sala de trajes especiales de seguridad. En el
establecimiento se mantiene un area de trajes especialmente disefiado para proporcionar
proteccion al personal equivalente a la proteccion dada por los GSB Clase lll. El personal
gue ingresa en esta area usa un traje de una sola pieza de presion positiva que es ventilado
por un sistema mantenedor de vida (compresores de aire de respiracion, alarmas y tanques
de aire de respiracion de respaldo para casos de emergencia) protegido por filtracion HEPA.
El ingreso a esta area es a través de una esclusa de aire equipada con puertas herméticas.
Hay una ducha quimica para descontaminar la superficie del traje antes de que el empleado
del laboratorio salga del area. La presion del aire dentro del traje es positiva respecto del
laboratorio circundante. La presion del aire dentro del area de trajes es menor que la de
cualquier otra &rea adyacente. Hay sistemas de comunicacién e iluminacién de emergencia.

2. Antes de comenzar el trabajo de laboratorio se realiza una inspeccién diaria de todos los
parametros de contencion (por ejemplo, flujo de aire direccional, duchas quimicas) y de los
sistemas mantenedores de vida para asegurar que el laboratorio estd operando de acuerdo
con sus parametros operativos.

3. En la barrera de contencion hay un autoclave de doble puerta para la descontaminacion
de los materiales de desecho que deben ser retirados del area de trajes. La puerta del
autoclave, que se abre hacia el &rea externa del area de trajes, esta sellada y es controlada
en forma automética de manera que la puerta exterior pueda ser abierta solo después del
ciclo de “esterilizacion” por autoclave. Hay un tanque de inmersion, una camara de
fumigacion o una esclusa de aire ventilada para la descontaminacion a realizarse antes del
pasaje de materiales, insumos 0 equipos que no son ingresados al area de trajes a través de
la sala de cambio de ropa. Estos dispositivos también pueden ser utilizados para la
remocién segura de materiales, insumos o equipos del laboratorio, que no puedan ser
descontaminados por autoclave.

4. Las paredes, pisos y cielorrasos de la sala de trajes especiales de seguridad estan
construidos de manera que forman un caparazon interno sellado que facilita la fumigacion e
impide la entrada y salida de animales e insectos. Las superficies internas de este
caparazbn son resistentes a los liquidos y quimicos para facilitar la limpieza y

descontaminacion del area. Todas las penetraciones en estas estructuras y superficies
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estan selladas. Los desagies del piso de la sala de trajes especiales de seguridad
contienen trampas llenas con un desinfectante quimico de demostrada eficacia contra el
agente objeto y estan conectados directamente al sistema de descontaminacion de desecho
de liquidos. Las ventilaciones de las cloacas y demas lineas de servicios contienen filtros
HEPA.

5. Los accesorios internos del establecimiento en el area de trajes, tal como luces, tubos de
aire y cafierias de servicios, estan dispuestos de manera tal de minimizar las superficies
horizontales.

6. La parte superior de las mesas de trabajo tiene superficies sin costura que son
impermeables al agua y resistentes al calor moderado y a los solventes organicos, acidos,
alcalis y quimicos utilizados para descontaminar las superficies de trabajo y los equipos.

7. Los muebles de laboratorio son de construccion abierta simple, capaces de soportar
cargas y usos anticipados. Se prefieren los materiales no porosos. Los espacios entre las
mesas de trabajo, gabinetes y equipos son accesibles a la limpieza y descontaminacion. Las
sillas y deméas muebles utilizados en el trabajo de laboratorio deben estar cubiertos con un
material que no sea tela y que pueda ser facilmente descontaminado.

8. En el &rea de trajes hay un lavatorio para manos operado automaticamente o con manos
libres; también deberia considerarse la inclusion de lavatorios en las salas interna y externa
de cambio de ropa, basandose en la evaluacion del riesgo.

9. Si hay un sistema de vacio central, no esta destinado a las areas fuera de la sala de
trajes especiales de seguridad. Lo mas cerca posible de cada punto de uso o grifo de
servicio se colocan filtros HEPA en linea. Los filtros se instalan para permitir la
descontaminacion y reemplazo en el lugar. Los demas servicios de liquidos y gases a la sala
de trajes son protegidos por dispositivos que evitan el reflujo.

10. Las puertas de acceso al laboratorio se cierran solas y tienen cerrojo. Las puertas
internas y externas que dan a la ducha quimica y las puertas internas y externas que dan a
las esclusas de aire estdn bloqueadas para evitar que ambas puertas se abran al mismo
tiempo.

11. Las ventanas son resistentes a las roturas y estéan selladas.

12. Los efluentes liquidos provenientes de los lavatorios, drenajes del piso (en caso de
utilizarse), cdmaras de autoclave y demas fuentes dentro de la barrera de contencion son
descontaminados por medio de un método probado, preferentemente tratamiento con calor,
antes de ser descargados a los desagiies sanitarios. Los efluentes de las duchas y de los
bafios pueden ser descargados a la cafieria sanitaria sin tratamiento alguno. El proceso
utilizado para la descontaminacion de desechos liquidos debe ser fisica y biologicamente

validado.

Area Microbiologia 31 2018



Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

13. Hay un sistema de ventilacion exclusivo. Los componentes de suministro y escape del
sistema estan equilibrados para asegurar al flujo de aire direccional desde el &rea de menor
riesgo al o a las &reas de mayor riesgo potencial. Se exige el uso de ventiladores de escape
redundante. El flujo de aire de presion diferencial/direccional entre las areas adyacentes
esta controlado y equipado con una alarma para indicar cualquier desperfecto en el
funcionamiento del sistema. En la entrada de la sala de cambio de ropa limpia debe haber
un dispositivo de control de presion visual adecuado que indique y confirme la presion
diferencial del area de trajes. Se controla el flujo de aire en los componentes de suministro y
escape y hay un sistema de control HVAC instalado para evitar la presurizaciéon positiva del
laboratorio.

14. El aire de suministro y el aire de escape provenientes del area de trajes, de la ducha de
descontaminacion y de la esclusa de aire de descontaminacion estan protegidos por el
pasaje a través de filtros HEPA. El aire de escape proveniente del area de trajes, de la
ducha de descontaminacion y de la esclusa de aire de descontaminacion son tratados por
pasaje a través de dos filtros HEPA en serie antes de la descarga hacia el exterior. El aire se
descarga de los espacios ocupados y tomas de aire. Los filtros HEPA estan ubicados lo mas
cerca posible de la fuente para minimizar la longitud de las tuberias potencialmente
contaminadas. Todos los filtros HEPA deben ser probados y certificados todos los afios. Las
carcasas de los filtros HEPA estan disefiadas para permitir la descontaminacion in situ del
filtro antes de retirarlo. Como alternativa, el filtro puede ser removido en un recipiente
primario, estanco al gas, sellado para la posterior descontaminacién y/o destruccién por
incineracion. El disefio de la carcasa del filtro HEPA debe facilitar la validacion de la
instalacion del filtro. El uso de pre -filtros HEPA certificados puede ser una ventaja. La vida
atil de los filtros HEPA de escape puede extenderse a través del prefiltrado adecuado del
aire de suministro.

15. La ubicacion de los puntos de suministro y escape debe ser tal que minimice el espacio
de aire muerto en la sala de trajes especiales de seguridad.

16. El aire de escape tratado de los GSB Clase lll, ubicado en un establecimiento donde
quienes trabajan en el laboratorio usan un traje de presion positiva, puede ser descargado al
ambiente de la sala o al exterior a través del sistema de escape de aire del establecimiento.
Si el escape tratado es descargado al exterior a través del sistema de escape del
establecimiento, estara conectado a este sistema de manera tal de evitar cualquier
interferencia con el equilibrio del aire de los gabinetes o del sistema de escape del
establecimiento.

17. El disefio y procedimientos operativos del establecimiento de NBS-4 deben estar
documentados. Se debe probar el establecimiento para verificar que se ha cumplido con el

disefio y pardmetros operativos antes de la operacion. El establecimiento debera ser
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verificado nuevamente todos los afios, basandose en estos procedimientos con sus
modificaciones hechas sobre la base de la experiencia operativa.
18. Se deben proporcionar sistemas de comunicacion adecuados entre el laboratorio y el

exterior.

REGLAMENTACION INTERNACIONAL EN MATERIA DE TRANSPORTES

Todo material microbiolégico se considera potencialmente patdégeno y su traslado
debe adecuarse a las normas vigentes de cada pais o en su defecto a las normas
internacionales. El sistema de embalaje/envasado triple, que 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 estanco, a prueba de fugas y
estar debidamente etiquetado en relacién con el contenido. Debe ir envuelto en material
absorbente suficiente para absorber todo el liquido en caso de rotura o fuga.

El recipiente primario se introduce en un segundo embalaje/envase protector estanco
y a prueba de fugas. Pueden colocarse varios recipientes primarios en un solo
embalaje/envase secundario. En algunos textos reglamentarios se incluyen limites en
relacion con el volumen o el peso de las sustancias infecciosas envasadas.

El embalaje/envase externo protege el embalaje/envase secundario de los dafos
fisicos durante el transporte. Los formularios de datos relativos a la muestra, las cartas y
demas material informativo que permitan identificarla o describirla, asi como identificar al
remitente y al destinatario, junto con toda la demas documentacion exigida, también se
incluiran de acuerdo con la reglamentacion vigente.

Para los fines de su transporte, se entiende por sustancias infecciosas las sustancias
respecto de las cuales se sabe o se cree fundadamente que contienen agentes patdgenos.
Los agentes patdgenos son microorganismos (tales como bacterias, virus, rickettsias,
parasitos y hongos) y otros agentes tales como priones, que pueden causar enfermedades
en los animales o en los seres humanos. Las sustancias infecciosas se dividen en dos
categorias.

-Sustancia infecciosa de categoria A: sustancia infecciosa que se transporta en una forma
que, al exponerse a ella, es capaz de causar una incapacidad permanente, poner en peligro
la vida o constituir una enfermedad mortal para seres humanos o animales previamente
sanos (Guia sobre la reglamentacion relativa al Transporte de sustancias infecciosas 2007—
2008. OMS (Figura 4A).
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Disponible en http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/
who_cds_epr_2007).

-Sustancia infecciosa de categoria B: sustancia infecciosa que no cumple los criterios para
su inclusién en la categoria A (Figura 4B)
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Figura 4 A. Embalaje/envasado y etiquetado de sustancias infecciosas de la categoria A (Tomado
de: Guia sobre la reglamentacion relativa al Transporte de sustancias infecciosas 2007— 2008- OMS)

Recipiante primarno

(3 prueha de filtracones
Tapadera

¥ danrames|
imparmeabia -
Petza de Sugecitn
{BSpUma O eEpONE )
Mabarial da -
amakssdo

: Lisla dataliada de los
i — componames dad
Lr " contenida [registro de

Flaitml-l oy

= |3 msssiea)

- S L
H“'\-‘_\\h T 4 il -"f‘-
o "‘-'h-._:- s ‘__I:/;/,--'J Embalags

Bl e -..:'j*-u,. ;:___, A eafied i Figido
{a prueba de e ——— Fa - Designacian
liltra: s g - b ]
gy = - apeopriada para

Ames Fdﬁ el fransporis

e % b ot |

Identificaciin
Etiauetas det S dal paguate

remitende y del =3
deshratasio R

Figura 4 B. Embalaje/envasado y etiquetado de sustancias infecciosas de la categoria B.

(Tomado de: Guia sobre la reglamentacion relativa al Transporte de sustancias infecciosas 2007—
2008- OMS)
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EVALUACION DEL RIESGO

“Riesgo” implica la probabilidad de que ocurra un dafio, lesion o enfermedad. En el
contexto de los laboratorios microbiolégicos y biomédicos, la evaluacién del riesgo se
concentra principalmente en la prevencion de infecciones de laboratorio. Cuando se trate de
actividades de laboratorio que involucren material infeccioso o potencialmente infeccioso, la
determinacion del riesgo ayuda a asignar los niveles de bioseguridad (instalaciones, equipo
y practicas) que reducen al minimo el riesgo de exposicion del trabajador o del ambiente a
un agente.

La evaluacion del riesgo puede ser cualitativa 0 cuantitativa. Ante la presencia de
materiales peligrosos conocidos (por ejemplo, niveles residuales de formaldehido una vez
descontaminado el laboratorio), se puede realizar una determinacion cuantitativa. Sin
embargo, en muchos de los casos, los datos cuantitativos pueden ser incompletos o hasta
no existir (por ejemplo, la investigacion de un agente desconocido o recepcion de una
muestra no etiquetada). El director del laboratorio o quien se encuentre a cargo de la
investigacion serd el responsable de evaluar el riesgo con el fin de establecer el nivel de
bioseguridad para el trabajo. Al realizar una evaluacién del riesgo cualitativa, en primer
lugar, se deben identificar y explorar todos los factores de riesgo. En algunos casos, se debe
recurrir a otras fuentes de informacion, por ej: datos de expertos en la materia como por
ejemplo las Guias sobre Bioseguridad de la OMS (WHO Biosafety Guidelines). Siempre es
aconsejable tomar precauciones universales.

Los factores de interés en la evaluacion del riesgo incluyen:

1. La patogenicidad del agente infeccioso o la sospecha de que puede ser infeccioso,
incluyendo la incidencia y la gravedad de la enfermedad. Cuanto mas grave sea la
enfermedad que potencialmente se pueda contraer, mayor sera el riesgo. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus rara vez provoca una enfermedad grave o que revista riesgo de
muerte dentro del ambiente del laboratorio y es relegada a un NBS-2. Los virus como el
Ebola, Marburg y fiebre Lassa, que producen enfermedades con altas tasas de mortalidad y
para los cuales no existen ni vacunas ni tratamiento, son manipulados en un NBS-4. No
obstante, la gravedad de la enfermedad debe ser mitigada por otros factores. Los trabajos
con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el de la Hepatitis B también se realizan en
un NBS-2, si bien pueden causar una enfermedad potencialmente letal. Pero no se
transmiten por via de aerosoles, la incidencia de la infeccion adquirida en laboratorio es
extremadamente baja para el VIH y existe una vacuna efectiva para la Hepatitis B.

2. Es posible que la ruta de transmision (por ejemplo, parenteral, por aire o por ingestion)
de agentes recientemente aislados no se haya establecido de manera definitiva. Los

agentes que pueden transmitirse por aire son los que han originado la mayoria de las
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infecciones de laboratorio. Es aconsejable, al planificar un trabajo con un agente
relativamente no caracterizado y cuyo modo de transmision no sea cierto, considerar la
posibilidad de que se transmita por aerosol. Cuanto mayor sea el potencial, mayor sera el
riesgo.

3. La estabilidad del agente es una consideracion que involucra no solo la infeccion por
aerosol (por ejemplo, de bacterias que forman esporas), sino también la habilidad del agente
para sobrevivir durante largo tiempo en el ambiente. Se deben tener en consideracion
factores tales como la desecacion, la exposicién a la luz solar o a luz ultravioleta o la
exposicion a desinfectantes quimicos.

4. La dosis infecciosa del agente representa otro de los factores a considerar. La dosis que
origine la infeccion puede variar de una a miles de unidades. La compleja naturaleza de la
interaccion de los microorganismos y del hospedador presenta un desafio significativo ain
para el mas sano e inmune de los empleados del laboratorio, y puede generar un serio
riesgo a aquéllos que posean una menor resistencia.

5. El estado inmune del personal de laboratorio esta directamente relacionado a su
susceptibilidad a la enfermedad al trabajar con un agente infeccioso.

6. La concentracibn (niumero de organismos infecciosos por unidad de volumen) es
importante en el proceso de evaluacion del riesgo. Tal determinacién incluird la
consideracion del ambiente que contenga el organismo (por ejemplo, tejido sélido, sangre
viscosa, esputo o un medio liquido) y la actividad planificada en el laboratorio (por ejemplo,
la amplificacién del agente, sonicacion o centrifugacién). También es de importancia el
volumen del material concentrado que se estd manipulando. En la mayoria de los casos, los
factores de riesgo aumentan a medida que aumenta el volumen de los microorganismos de
alta titulacion, ya que se requerira una manipulacién adicional de los materiales

7. El origen del material potencialmente infeccioso también representa un elemento critico
al determinar el riesgo. “Origen” puede referirse a la ubicacion geogréafica (por ejemplo,
dentro o fuera del pais), al hospedador (por ejemplo, ser humano o animal infectado o no
infectado) o a la naturaleza de la fuente (zoonética potencial o asociada con el brote de una
enfermedad). Desde otra perspectiva, este factor también abarca el potencial de los agentes
para poner en peligro al ganado o aves de granja americanos.

8. La disponibilidad de datos surgidos de estudios con animales, en ausencia de datos
humanos, puede brindar informacién de utilidad al evaluar el riesgo. La informacion
relacionada con la patogenicidad, infectividad y con la ruta de transmision en animales
puede brindar pautas valiosas. Sin embargo, siempre hay que tomar recaudos al trasladar
los datos sobre infectividad de una especie de animal a otra especie.

9. Otro de los factores esenciales a ser considerados es la disponibilidad de una profilaxis

eficaz o la intervencion terapéutica. La forma de profilaxis mas usual consiste en la
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inmunizacién con una vacuna eficaz. La evaluacion del riesgo incluye determinar si existe
una inmunizacion efectiva disponible. En algunos casos, la inmunizacion puede afectar el
nivel de bioseguridad (por ejemplo, el virus Junin de NBS-4 puede ser manipulado en un
NBS-3 por personal inmunizado). La inmunizacién también puede ser pasiva (por ejemplo, el
uso de inmunoglobulina en suero en exposicion a VHB). Si bien es importante, la
inmunizacién sélo sirve como un paso adicional de protecciéon mas all4 de los controles
técnicos, de las practicas y procedimientos correctos y del uso de equipo de proteccién
personal. Ocasionalmente, la inmunizacidbn o la intervencion terapéutica (antibidticos o
terapia antiviral) pueden ser de particular importancia en las condiciones del ambiente. La
oferta de inmunizaciones forma parte de la administracion del riesgo.

10. La supervisibn médica garantiza que las medidas de seguridad que se han tomado
realmente produzcan los resultados de salud esperados. La supervision médica es parte de
la evaluaciéon del riesgo. Puede incluir bancos de suero, el monitoreo de la salud del
empleado y la participaciéon en las medidas post-exposicion.

11. La determinacion del riesgo también debe incluir una evaluacion de la experiencia y del
nivel de capacitacién del personal que se encuentra expuesto al riesgo, por ejemplo, las
personas que trabajan en el laboratorio y el personal de mantenimiento, el personal de
limpieza y el personal encargado del cuidado de los animales (remitase a la Seccion lll).
Puede ser necesaria la planificacion de instruccion adicional para garantizar la seguridad de
las personas que trabajan en cada uno de los niveles de bioseguridad.

Los agentes infecciosos cuyo riesgo se evalla generalmente quedan contenidos en
las siguientes categorias: materiales que contienen agentes infecciosos conocidos,
materiales que contienen agentes infecciosos desconocidos, materiales que contienen
moléculas de ADN recombinante y materiales que pueden contener o no agentes

infecciosos desconocidos.

ESTUDIOS EN ANIMALES

El empleo de animales en estudios microbiolégicos ha aportado al conocimiento de
los mecanismos patogénicos de numerosos microorganismos, de la respuesta inmune que
genera el animal frente a la infeccion, y en el estudio de cepas atenuadas y preparaciones
derivadas de los microorganismos que han permitido el desarrollo de vacunas. De este
modo, los estudios microbiolégicos en animales han contribuido a mejorar la salud humana y

animal.

Es de destacar que el empleo de animales de laboratorio con fines experimentales

en general implica la obligacion moral de adoptar todas las medidas necesarias para

Area Microbiologia 37 2018



Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

asegurar el bienestar de los animales, evitar o minimizar todo dolor, distrés o sufrimiento
innecesario. Estas medidas incluyen un alojamiento comodo, higiénico y de dimensiones
suficientes, y proporcionar agua y comida de buena calidad y en cantidad suficiente. Al final

del experimento habré que sacrificar los animales con el procedimiento menos cruel posible.

Si bien en nuestro pais existe la ley nacional 14346/54, que describe, en su articulo
3, penas por actos de crueldad en los animales de laboratorio, no existe una ley especifica
para el uso de animales destinados a estudios cientificos o diagnoésticos. A pesar de la falta
de legislacion, numerosas instituciones educativas y de investigacion, incluyendo la
Universidad Nacional de San Luis, han constituido comités llamados Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) con el proposito de asegurar el
cumplimiento de normas internaciones en los diversos procedimientos experimentales de la

institucion que emplean animales de laboratorio.

Los estudios en animales pueden presentar diferentes tipos de riesgos fisicos,
ambientales y bioldgicos. Los riesgos especificos que se presentan en los estudios

microbioldgicos en animales varian de acuerdo con:

a) las especies animales empleada como reservorio,

b) el agente infeccioso utilizado,

¢) la naturaleza de la actividad de investigacion a realizar,

d) la susceptibilidad del usuario que realiza estas actividades,

e) la instalacién de mantenimiento del animal durante el estudio microbiol6gico ya

sea con agentes patégenos humanos o zoondticos.

El conocimiento de estos factores, ayuda en la seleccién de las medidas de bioseguridad

adecuadas:

a) El empleo de animales obtenidos de criaderos confiables y que certifiquen el patron
sanitario de los animales, reduce el potencial de que los animales porten agentes
infecciosos. Un periodo de cuarentena adecuado para la realizacion de pruebas de
diagnostico y el tratamiento adecuado, cuando sea posible, ayuda a prevenir las
infecciones en los animales y su trasmision a los técnicos del laboratorio.

b) Se debera conocer en profundidad el agente infeccioso con el que se trabaja.

c) El microorganismo debera ser manipulado por personal experimentado.

d) La susceptibilidad del usuario dependera de su estado inmunolégico.
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e) Teniendo en cuenta el potencial riesgo de exposicion al agente infeccioso durante el
estudio en animales, los mismos deberan alojarse en un local separado o aislarlo de

las partes publicas del laboratorio.

Para la evaluacion del riesgo también deben considerarse las vias de transmision de
la infeccion por el animal. Los animales pueden trasmitir microorganismos por vias naturales
como son la diseminacion respiratoria, por orina, saliva, heces o lesiones en piel. Las
personas que manipulan animales tienen un mayor riesgo de exposicién a los aerosoles,
mordeduras y rasgufios de los animales. Las formas de trasmisién del microorganismo
desde los animales también pueden producirse en forma artificial al realizarse una biopsia,
la obtencién o manipulacién de las muestras de sangre, tejidos o fluidos corpoéreos, durante

la necropsia, o a través del instrumental quirtrgico contaminado.

Al igual que los laboratorios, los lugares de mantenimiento de animales de laboratorio
pueden clasificarse en cuatro niveles de bioseguridad, que dependen de la evaluacién del

riesgo y al grupo de riesgo al que pertenecen los microorganismos investigados.

En lo que respecta a los agentes patégenos que van a utilizarse en el laboratorio de
animales, se debe tener en cuenta los siguientes factores:

1. La via normal de transmision.

2. Los volimenes y las concentraciones que van a manejarse.

3. La via de inoculacién.

4. La via de excrecion de los agentes.

En cuanto a los animales que van a usarse en el laboratorio, los factores a tener en
cuenta son los siguientes:

1. El grado de agresividad de los animales.

2. Sus endoparasitos y ectoparasitos naturales.

3. Las zoonosis a las que son susceptibles.

4. La posible diseminacion de alérgenos.
CRITERIOS DE NIVEL DE BIOSEGURIDAD DE LOS ANIMALES VERTEBRADOS
Cuando se utlizan animales experimentales, la institucion debe proveer las
instalaciones, el personal y las practicas que aseguren de manera razonable los niveles

adecuados de calidad ambiental y seguridad. Las instalaciones para los animales de

laboratorio son simplemente una clase de laboratorio.
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Como principio general, los NBS (instalaciones, practicas y requisitos operativos) son
comparables a aquellos recomendados para trabajar con agentes infecciosos in vitro. Sin
embargo, como se indicé previamente, es necesario recordar que la sala para animales
puede presentar algunos riesgos particulares debido a que las caracteristicas de los
animales, ya que los mismos pueden generar aerosoles, pueden morder o rasgufiar, y

pueden sufrir una enfermedad zoondtica.

Las recomendaciones presuponen que las instalaciones de los laboratorios para
animales, las practicas operativas y la calidad de la atencién de los animales cumplen con
los estandares y reglamentaciones de la Guia para la Atencién y Uso de Animales de
Laboratorio, y que han sido seleccionadas las especies de animales adecuadas para los
experimentos. Ademas, la institucion deberia contar con un plan de seguridad y de salud
ocupacional. ldealmente, las instalaciones utilizadas en los estudios de enfermedades
infecciosas deberian estar separadas fisicamente de otras actividades como la produccién y
cuarentena de animales, los laboratorios clinicos, y especialmente de las instalaciones en
donde se atiende a pacientes. Deberia considerarse en los planos el flujo de trafico que
minimice el riesgo de contaminacién cruzada, por ejemplo utilizar la distribuciéon desde una

“sala limpia a una sucia”.

Como en el caso de los laboratorios, los requisitos relativos a las caracteristicas de
disefio, el equipo y las precauciones son cada vez mas estrictos a medida que aumenta el
nivel de bioseguridad. Las recomendaciones describen cuatro combinaciones de précticas,
equipo de seguridad e instalaciones para experimentos con animales infectados con
agentes que provocan, o pueden provocar infecciones en los seres humanos. Estas cuatro
combinaciones, designadas Niveles de Bioseguridad Animal (NBSA), ofrecen mayores
niveles de proteccion al personal y al medio ambiente, y se recomiendan como estandares
minimos para las actividades que involucren a animales de laboratorio infectados. Los
investigadores sin experiencia en la realizacion de estos tipos de experimentos deben
recurrir a profesionales con experiencia para el disefio de sus experimentos. Esos requisitos
se resumen en la Tabla 2. Las recomendaciones son acumulativas; es decir, cada nivel

incorpora los requisitos de los niveles inferiores.

Area Microbiologia 40 2018



Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia

Tabla 2. Niveles de contencion para los estudios microbioldgicos en animales: resumen de los
procedimientos y equipo de seguridad.

Grupos de Niveles de Procedimientos de Laboratorio y Equipo de
Riesgo Contenciodn Seguridad
1 NBSA-1 Acceso restringido, ropa y guantes protectores
2 NBSA-2 Procedimientos del NBSA-1 mas sefales de

advertencia del riesgo.

Cabinas de seguridad biolégica (CSB) de clase | o
para las actividades que producen aerosoles.
Descontaminacién de desechos y jaulas antes del

lavado.

3 NBSA-3 Procedimientos del NBSA-2, mas acceso controlado.
CSB vy ropa protectora especial para todas las
actividades.

4 NBSA-4 Procedimientos  del NBSA-3, mas  acceso

estrictamente restringido.

Muda de ropa antes de entrar.

CSB de clase 1l o trajes de presion positiva.

Ducha a la salida.

Autoclavado de todos los desechos antes de su
salida de las instalaciones.

A continuacién, se describen en detalle las précticas e instalaciones necesarias para

trabajar con animales infectados con agentes asignados a los NBS 1-4 correspondientes.
NIVELES DE BIOSEGURIDAD ANIMAL (NBSA)

Cada uno de los NBSA 1-4 describen las practicas estdndares y especiales aplicables, los
equipos de seguridad y las instalaciones para trabajar con animales infectados con agentes
asignados a los NBS 1-4, respectivamente.

Nivel de Bioseguridad Animal-1 (NBSA-1)

Se trabaja con agentes bien caracterizados que no generan enfermedad en seres humanos
adultos sanos. Riesgo: minimo

1.a. Practicas Estandares

1. El director es quien establecera politicas, procedimientos y protocolos para

situaciones de emergencia. Cada proyecto esta sujeto a la pre-aprobacion de un
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10.

11.

12.

Comité Institucional para la Atencién y Uso de Animales y de un Comité Institucional
de Riesgo Bioldgico. Toda practica especial se aprueba en este momento.

Solo pueden ingresar a las instalaciones quienes tengan autorizacion. Antes de
ingresar, se les advertira a las personas sobre los riesgos bioldgicos (RB)
potenciales y se les indicara las medidas de seguridad adecuadas.

Se instituird un programa de control médico apropiado.

Se preparara y adoptara un manual de seguridad.

No se permiten en las salas para animales: comer, beber, fumar, manipular lentes de
contacto, maquillarse y almacenar alimentos para consumo humano.

Se necesitan técnicas microbiol6gicas apropiadas.Todos los procedimientos se
llevan a cabo con mucho cuidado para minimizar la creacibn de aerosoles o
salpicaduras.

Se descontaminan las superficies de trabajo después de utilizarlas y siempre que se
produzca el derrame de cualquier material viable.

Se transportan todos los desechos de los de animales (incluyendo tejidos, cuerpos
muertos y lechos de viruta contaminado) desde la sala en recipientes cubiertos a
prueba de filtraciones, para su disposicion adecuada en conformidad con los
requisitos institucionales y locales aplicables. Se recomienda la incineracion.

Se deben instituir politicas para el manejo seguro de objetos cortantes 0 punzantes.
El personal debe higienizarse las manos después de manipular cultivos y animales,
después de retirarse los guantes y antes de salir de las instalaciones para animales.
Se debe colocar una sefial de advertencia de RB en la entrada a la sala de animales
cuando se encuentren presentes agentes infecciosos (Figura 4). La sefal de
advertencia de RB debe ademas identificar al agente o agentes infecciosos en uso,
enumerar el nombre y el numero de teléfono de la o las personas responsables e
indica los requisitos especiales necesarios para poder ingresar a la sala para
animales (por ejemplo, la necesidad de inmunizaciones y respiradores).

Se encontrard en vigencia un programa de control de insectos y roedores.

Figura 5. Simbolo de riesgo bioldgico en sala de animales.
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1.b. Practicas Especiales: ninguna

2. Equipo de seguridad (Barreras Primarias)

Usar delantales dentro de las instalaciones, los que deben permanecer en la sala de

animales. No se utilizaran los delantales o uniformes fuera de las instalaciones.

3. Instalaciones de laboratorio (Barreras Secundarias)

1. Las instalaciones para animales deben estar separadas de otras areas abiertas al
trafico irrestricto de personal dentro del edificio.

2. Las puertas externas de las instalaciones se deben cerrar y trabar automaticamente.
Las puertas de las salas para animales abren hacia adentro, se cierran
automaticamente y deben mantenerse cerradas cuando se encuentren presentes
animales para experimentos. Las puertas internas del cubiculo pueden abrirse hacia
afuera o deslizarse de manera horizontal o vertical.

3. Las instalaciones para animales se deberan disefar, construir y mantener para
facilitar la limpieza. Las superficies interiores (paredes, pisos y cielorrasos) deben ser
resistentes al agua.

4. Los accesorios del interior de las instalaciones, como accesorios de iluminacion,
conductos de aire y tuberias de servicios, deben instalarse “a desnivel” para
minimizar las areas de superficie horizontal.

5. No se recomiendan las ventanas. Toda ventana debe ser resistente a roturas. En la
medida de lo posible, las ventanas deben estar selladas. Si las instalaciones para
animales tienen ventanas que se abren, deben colocarse mosquiteros.

6. Si se colocan drenajes en el piso, las trampas siempre tienen que tener agua y/o un
desinfectante apropiado.

7. No debe recircularse el aire de escape. Se recomienda que las salas para animales
mantengan una presion negativa en comparacion con los corredores adyacentes.
Debe haber un lavatorio o pileta para manos en las instalaciones.

Las jaulas deben lavarse manualmente o en una lavadora de jaulas. La lavadora de
jaulas mecénica debe dar un enjuague final a una temperatura de por lo menos
80°C.

10. La iluminacion debe ser adecuada para todas las actividades, evitando el reflejo y

brillo que pueden molestar la vista.
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Nivel de Bioseguridad Animal-2 (NBSA-2)

Se trabaja con agentes que se asocian con la enfermedad humana Riesgo: de ingestion,

exposicion percutdnea y mucosas.

l.a. Practicas Estandares

I[dem a NBSA-1y ademas:

1. El acceso a la sala para animales estara limitado al menor nimero de individuos.

2. Todo el personal debe someterse a las inmunizaciones o a los andlisis de los
agentes manejados o0 potencialmente presentes (por ejemplo, vacuna contra la
Hepatitis B, evaluacion cutanea de TB). Cuando sea apropiado, se implementara un
sistema de control de sueros.

3. Se recogeran, etiquetaran, transportaran y procesaran todas las muestras
infecciosas a los fines de contener y evitar la transmision de agentes. Se
desinfectara la superficie externa del recipiente antes de transportar el material. Se
recomienda someter a los contenidos al procedimiento de autoclave antes de la
incineracion.

4. Se instituira politicas para el manejo seguro de objetos cortantes o punzantes:

a. Se restringira el uso de agujas y jeringas y otros instrumentos punzantes en las
instalaciones de animales sélo para cuando no haya otra alternativa, como
inyeccion parenteral, extraccibn de sangre o aspiracién de fluidos de los
animales de laboratorio.

b. Se deberan utilizar jeringas que re-enfundan las agujas, sistemas sin agujas, y
otros dispositivos seguros cuando sea conveniente.

c. Se deberan reemplazar los instrumentos de vidrio por instrumentos de plastico

siempre que sea posible.

1.b. Préacticas Especiales

1. El personal recibird informacion adecuada sobre los riesgos potenciales vy
capacitacion adicional. Se guardara registro de las actividades de capacitacion. No
se autorizara la entrada a personas con mayor riesgo.

2. Soélo se permitira la presencia en la sala de los animales utilizados para los

experimentos.
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3. Se deberan descontaminar correctamente todos los equipos antes de retirarlos de la

sala.

4. Se deberdn informar de inmediato al director de la institucion los derrames y

accidentes. Se ofrecera la evaluacion, el control y tratamiento médico necesario y se

guardaran registros escritos.

2. Equipo de seguridad (Barreras Primarias)

Idem a NBSA-1y ademas:

1. Se utilizardn gabinetes de seguridad biolégica (GSB), otros dispositivos de

contencién fisica y/o equipo de proteccion personal (por ejemplo, respiradores,

mascaras faciales) cuando se lleven a cabo procedimientos con un alto potencial de

generacion de aerosoles. Estos incluyen la necropsia de animales infectados,

recoleccion de tejidos o fluidos de los animales infectados o huevos, o la inoculacién

intranasal de animales.

2. Cuando sea necesario, se alojaran los animales en equipos de contencion

primaria de bioseguridad adecuados para la especie animal. Las jaulas con filtros

en la parte superior (Figura 5) deben manipularse siempre en gabinetes de

biocontencién animal, adecuadamente disefiados, recomendados para roedores.

Figura 6. Jaula con filtro en la parte superior (Tomada
de “Bioseguridad en Bioterios de Experimentacion.
Riesgo Bioldgico y niveles de proteccion Parte |l,
Equipamientos de Seguridad, Edificacion y Recintos
(Instalaciones), Autor: Med. Vet. Joel Majerowicz
http://www.bioterios.com)

3. Instalaciones de laboratorio (Barreras Secundarias)

Idem a NBSA-1y ademas:

Disponer de un autoclave en las instalaciones de animales para descontaminar los

desechos infecciosos.
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Nivel de Bioseguridad Animal-3 (NBSA-3)

Se trabaja con agentes autdctonos o exéticos. Riesgo: Potencial de transmision por

aerosoles y posibilidad de provocar enfermedades graves o potencialmente letales.

1.a. Practicas Estandares

Idem a NBSA-2 y ademas:

1. La evaluacion del personal autorizado para el ingreso debe realizarla un médico
ocupacional.

2. Se debe preparar o adoptar un manual de bioseguridad. Se le advertira al personal
sobre los riesgos especiales y se le exigird que lea y siga las instrucciones sobre
practicas y procedimientos.

3. Se le ofrecerd al personal de soporte y de laboratorio de atencion de animales,
instruccién adecuada sobre los riesgos potenciales asociados con el trabajo en
cuestién, las precauciones necesarias para evitar exposiciones y los procedimientos
de evaluacién de la exposicion. El personal recibird actualizaciones anuales y/o
capacitacion adicional, segin sea necesario, conforme a las modificaciones en las
politicas y procedimientos. Se guardard registro de todas las actividades de

capacitacion ofrecidas.

1.b. Préacticas Especiales

1. Las jaulas se deben someter al proceso de autoclave o ser cuidadosamente
descontaminadas antes de retirar el lecho de viruta y antes de limpiarlas y lavarlas.
Se debe descontaminar el equipo conforme a las normas locales antes de ser
embalado para transporte o para su reparacién o mantenimiento.

2. Se debe desarrollar y anunciar un procedimiento para derrames. Solamente el
personal capacitado y equipado para trabajar con materiales infecciosos puede
limpiar los derrames. Se debe informar de inmediato al director del establecimiento
los derrames y accidentes que deriven en exposiciones evidentes a los materiales
infecciosos. Se ofrecera evaluacién, control y tratamiento médico segun sea

necesario y se guardaran registros escritos.
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3. Se debe someter al proceso de autoclave todos los desechos de las salas para
animales antes de la incineracion u otro tratamiento terminal adecuado.
4. No se permitira la presencia de materiales no relacionados con el experimento (por

ejemplo, plantas, animales) en la sala para animales.

2. Equipos de seguridad (Barreras Primarias)

1. El personal que ingrese a la sala para animales debe usar uniformes o trajes de
limpieza. Se debe usar delantales envolventes o con la delantera lisa. No son adecuados
los ambos con botones en la parte delantera. Se debe sacar y dejar los delantales en la
sala para animales. Antes de dejar las instalaciones de animales, el personal se debe
sacar los uniformes y trajes de limpieza, ubicarlos en el lugar adecuado vy
descontaminarlos antes de lavarlos o desecharlos. 2. El equipo de proteccion del
personal utilizado se basa en la evaluacion de riesgo: a) Se debe usar equipo de
proteccion personal para todas las actividades que impliguen la manipulacion de
material infeccioso o animales infectados, b) Los guantes que use el personal cuando
manipule animales infectados, se deben retirar asépticamente y se someteran al
proceso de autoclave con otros desechos de la sala para animales antes de ser
desechados, c) el personal que ingrese a la sala para animales debe usar proteccién
adecuada para el rostro/ojos y de respiracion (por ejemplo, respiradores y mascaras
de rostro). Quedan a disposicibn botas, cobertores de zapatos u otro calzado
protector para su utilizacion cuando sea indicado.

Se puede reducir el riesgo de aerosoles infecciosos de animales infectados o de sus
lechos de viruta si se alojan los animales en sistemas de jaulas de contencién. Se deben
utiizar GSB y otros dispositivos de contencion fisica cuando se llevan a cabo
procedimientos con un alto potencial de crear aerosoles.

3. Instalaciones de laboratorio (Barreras Secundarias)

1. Las instalaciones para animales se encontraran separadas de otras areas abiertas y al
trafico de personal irrestricto dentro del edificio.

2. El acceso a las instalaciones estara restringido por puertas que cierren y traben
autométicamente. El ingreso a la sala para animales se realizar4 via una entrada de
doble puerta que incluye un vestuario con duchas. Las puertas de las salas para animales
deben abrirse hacia adentro y cerrarse automaticamente. Las puertas del cubiculo dentro
de la sala de animales pueden abrir hacia afuera o deslizarse de manera horizontal o

vertical.
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13.

14.

Las instalaciones para animales se deben disefiar, construir y mantener para facilitar la
limpieza. Las superficies interiores (paredes, pisos y cielorrasos) deben ser resistentes al
agua. Las penetraciones en las superficies de los pisos, paredes y cielorrasos estaran
selladas y las aberturas que rodean a los conductos y los espacios entre las puertas y los
marcos pueden sellarse para facilitar la descontaminacion.

Se colocara un lavatorio de manos operado automaticamente o de manos libres en
cada sala de animales cerca de la puerta de salida. La trampa del lavatorio se llenara con
un desinfectante adecuado después de cada uso.

Los accesorios de interior de las instalaciones, como accesorios de iluminacion,
conductos de aire y tuberias de servicios, seran colocados de forma de minimizar las
areas de superficie horizontal.

Todas las ventanas deben ser resistentes a roturas. En la medida de lo posible, se debe
sellar las ventanas. Si las instalaciones tienen ventanas que se pueden abrir, deben
colocarse mosquiteros.

Si existen drenajes en el piso, tienen que tener siempre un desinfectante adecuado.

El aire de escape no se debe recircular a ninguna otra parte del edificio. El aire de escape
debe dispersarse fuera de las areas ocupadas y de las entradas de aire 0 se debe filtrar
con filtros HEPA. Se recomienda la colocacion de un dispositivo de monitoreo visual que
indique y confirme que se provea el flujo de aire direccional hacia adentro en la entrada
de la sala para animales. Se debe considerar la instalacion de un sistema de control
HVAC para evitar la presurizacién positiva sostenida de las areas de animales. Se debe
considerar la instalacion de alarmas audibles para notificar al personal las fallas del
sistema HVAC.

El aire de escape filtrado por HEPA desde un GSB Clase |l puede recircularse en la sala
para animales si se controla y certifica el gabinete por lo menos una vez por mes.

Las jaulas se deben lavar en una lavadora de jaulas (80°C).

Debe estar a disposicién un autoclave en las salas para animales donde exista riesgo
biologico, para descontaminar los desechos infecciosos antes de trasladarlos a otras
areas de las instalaciones.

Si se ofrece un servicio de vacio (por ejemplo, central o local), cada conexion del servicio
debe contar con trampas de desinfectante liquido y un filtro HEPA en linea, ubicados tan
cerca como sea posible de cada punto de uso o grifo de servicio. Se instalaran los filtros
para permitir la descontaminacion en el lugar y su reemplazo.

La iluminacion debe ser adecuada para todas las actividades, evitando reflejos y brillos
gque puedan molestar la vista.

Se debe documentar los procedimientos operativos y el disefio de las instalaciones de

Nivel 3 de Bioseguridad completos.
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15. Se debe considerar la utilizacion de protecciones ambientales adicionales (por ejemplo,
duchas para el personal, filtros HEPA para el aire de escape, contencion de otros

servicios entubados y la provision de descontaminacion de efluentes)

Nivel de Bioseguridad Animal-4 (NBSA-4)

Se trabaja con agentes peligrosos o exoéticos. Riesgo: Alto riesgo de producir una
enfermedad que ponga en riesgo la vida, la transmision por aerosol y agentes relacionados

con riesgos de transmision desconocidos.

1.a. Practicas Estandares

Idem a NBSA-3 y ademas:

El personal asignado al trabajo con animales infectados debe trabajar de a dos. Basandose
en la evaluacion de riesgo, se debe instituir el uso de jaulas de sujecion, el trabajo con
animales anestesiados solamente u otros procedimientos para reducir la posible exposicion

del trabajador.

1.b. Practicas Especiales

1. Se pondran en efecto medidas adicionales para controlar el acceso (por ejemplo, una
guardia de 24 horas y un sistema de control de entrada y salida). El personal podra ingresar
y salir de las instalaciones solamente a través de los vestuarios y duchas. El personal se
duchara cada vez que se retira de las instalaciones. El personal no debera ingresar o salir
de las instalaciones a través de los cierres herméticos, salvo en una emergencia.

2. En una operacién de GSB Clase lll, el personal se sacara la ropa en el vestuario exterior
y permanece alli. Se le entregara al personal que ingresa al establecimiento un juego
completo de ropa de laboratorio, incluyendo la ropa interior, pantalones y camisas o trajes
de una pieza, calzado y guantes. Se esterilizara la ropa sucia en un autoclave.

3. Se requerird un cambio de ropa completo.

4. Los suministros y materiales se ingresaran al establecimiento via un autoclave de doble
puerta 0 una camara de fumigacion. Después de asegurar la puerta exterior, el personal
dentro de las instalaciones abrird la puerta interior para retirar los materiales. Las puertas del
autoclave y de la camara de fumigacion estardn interconectadas como para evitar la
apertura de la puerta exterior salvo que se haya operado el autoclave a través de un “ciclo

de esterilizacién” o que se haya descontaminado la camara de fumigacion.
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5. Se establecerd un sistema para informar accidentes, incidentes, exposiciones y
ausentismo de los empleados, y para el control médico de las enfermedades de laboratorio
potenciales. Un accesorio esencial de dicho sistema de informe/control es la disponibilidad
de instalaciones de cuarentena, aislamiento o atenciébn médica de las personas con una
enfermedad de laboratorio potencial o conocida.

6. Se deben analizar las muestras de suero recolectadas a intervalos y comunicar los

resultados a los participantes.

2. Equipos de seguridad (Barreras Primarias)

1. Los animales de laboratorio infectados con agentes del Nivel 4 de Bioseguridad deben
alojarse dentro de un GSB Clase Ill en un Laboratorio de NBS-4. Se le exige a todo el
personal que vista uniformes de una pieza con presion positiva ventilados. Los animales
infectados deberan colocarse en un sistema de contencién parcial (como jaulas abiertas
ubicadas en recintos ventilados, con paredes y fondo sélidos cubiertas con tapas con filtros
y que se abran en campanas de flujo laminar u otros sistemas de contencién primarios).

2. Se debera considerar el empleo de material descartable que no necesite limpieza,
incluyendo las jaulas de los animales. Los materiales descartables deben someterse al

proceso de autoclave a la salida de las instalaciones y luego incinerarse.

3. Instalaciones de laboratorio (Barreras secundarias)

Las areas de animales NBS-4 pueden incluirse como una parte integral de los Laboratorios
Aptos de NBS-4.
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