MANUAL

DE NORMAS DE

BIOSEGURIDAD

Segunda Edicion

2008

FONDECYT - CONICYT



INDICE

PROLOGO A LA SEGUNDA EDICION

PARTE I. PRINCIPIOS GENERALES DE BIOSEGURIDAD

1. OBJETIVOS GENERALES Y DEFINICIONES

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS DE BIOSEGURIDAD

3. EL RIESGO Y LOS NIVELES DE BIOSEGURIDAD

3.1. SITUACIONES DE RIESGO

3.2. CLASIFICACION DEL RIESGO Y DE LOS LABORATORIOS DE TRABAJO BIOLOGICO
3.3. BARRERAS DE CONTENCION

3.4. NIVELES DE BIOSEGURIDAD

4. LIBERACION INTENCIONADA

5. ORGANIZACION DE UN PLAN DE BIOSEGURIDAD EN LAS INSTITUCIONES
5.1. COMITE INSTITUCIONAL DE BIOSEGURIDAD (CIB)

5.2. MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LA INSTITUCION

6. PRACTICAS ESPECIFICAS RELATIVAS A LA CONTENCION

6.1 CONTENCION FisicA

6.2. CONTENCION BIOLOGICA

6.3. USO DE LAS MOLECULAS DE ADN RECOMBINANTE, FUSION CELULAR, MUTAGENESIS Y

MANIPULACION DE GENES

6.4. USO DE FARMACOS, RADIACIONES Y OTROS ELEMENTOS QUIMICOS QUE CAUSEN DANO

TISULAR
6.5. RELACION ENTRE BIOSEGURIDAD Y MECANISMO DE PROTECCION AMBIENTAL
7. DESCONTAMINACION

7.1. AUTOCLAVE

7.2. DESINFECCION QUIMICA

7.3. INCINERACION

PARTE II. BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

8. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS
8.1. EVALUACION DEL RIESGO MICROBIOLOGICO

6]

N3

7

9
11
12
15
16
17
19
21
21
22
23
23
23

24

25
25
27
28
28
29

30

30
30

8.2. EVALUACION DEL RIESGO MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS PARA LAS QUE SE DISPONE DE

INFORMACION LIMITADA
8.3. BACTERIAS

8.4. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE PLANTAS INFECTADAS CON MICROORGANISMOS

PATOGENOS.

8.5. BIOSEGURIDAD EN EL MANE]JO DE LOS VIRUS

8.6. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE VECTORES VIRALES Y VIRUS QUIMERICOS
9. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

31
32

35
37
42
44



9.1. NIVELES DE BIOSEGURIDAD PARA EL TRABAJO CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION 44

9.2. USO DE ANIMALES MODIFICADOS GENETICAMENTE 51
9.3. MANEJO DE LOS DESECHOS 53
10. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE PLANTAS DE EXPERIMENTACION 55
11. BIOSEGURIDAD EN LAS INVESTIGACIONES QUE HACEN USO DE MOLECULAS DE ADN
RECOMBINANTE 57
11.1. GENERALIDADES 57
11.2. NORMAS Y BARRERAS BIOLOGICAS ESPECIFICAS 59
11.3. CLASIFICACION DE AGENTES ETIOLOGICOS 67
11.4. REGULACION SOBRE MANEJO Y LIBERACION AL AMBIENTE DE ORGANISMOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE 67
12. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE ISOTOPOS RADIACTIVOS (RADIONUCLIDOS) 68
12.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES GENERALES 68
12.2. ASPECTOS JURIDICOS CHILENOS SOBRE EL PROBLEMA 71
12.3. ASPECTOS BASICOS PARA UN PROGRAMA DE PROTECCION CONTRA LAS RADIACIONES 75
12.4. NORMAS GENERALES DE PROTECCION PARA EL USO DE RADIOISOTOPOS 80
12.5. DISENO DE LABORATORIO Y OTRAS INSTALACIONES 83
13. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE COMPUESTOS CANCERIGENOS Y/O GENOTOXICOS, Y/O
CON POTENCIAL TERATOGENICO 84
13.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES 84
13.2. NORMAS PARA EL USO DE COMPUESTOS CARCINOGENICOS Y/O GENOTOXICOS 85
13.3. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE COMPUESTOS CON POTENCIAL TERATOGENICO 87
13.4. NORMAS PARA EL USO DE COMPUESTOS CON POTENCIAL TERATOGENICO. 88
14. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE AGENTES QUIMICOS DE RIESGO 90
14.1. GENERALIDADES 90
14.2. LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES 91
14.3. NORMAS GENERALES DE TRABAJO EN UN LABORATORIO QUIMICO O CON AGENTES
QUIMICOS DE RIESGO 92
14.4. NORMAS ESPECIFICAS PARA EL MANEJO DE AGENTES QUIMICOS DE RIESGO 94
REFERENCIAS Y LINKS PARA CONSULTAS 97
PARTE IV. ANEXOS 101
ANEXO 1. GABINETES DE BIOSEGURIDAD BIOLOGICA 101
ANEXO 2. DISENOS PARA LA INSTALACION DE UNO O MAS LABORATORIOS,
DENTRO DE UNA UNIDAD, CON NIVELES DE BIOSEGURIDAD 3 O 4 102

ANEXO 3. CLASIFICACION BACTERIANA DE ACUERDO CON SU POTENCIAL
RIESGO PARA UNA PERSONA O EL AMBIENTE EN RELACION CON EL NIVEL DE
BIOSEGURIDAD 104
ANEXO 4. CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS DE INTERES EN
FITOPATOLOGIA DE ACUERDO CON SU POTENCIAL RIESGO PARA UNA
PERSONA O PARA EL AMBIENTE 108
ANEXO 5. CLASIFICACION DE RADIOISOTOPOS DE ACUERDO A SU

RELATIVA RADIOTOXICIDAD 116



ANEXO 6. PRINCIPALES PROPIEDADES Y MEDIDAS DE PROTECCION PARA

ALGUNOS RADIONUCLIDOS DE USO COMUN EN INVESTIGACION 117
ANEXO 7. ALGUNAS PROPIEDADES SELECCIONADAS DE RADIOMUCLIDOS DE
INTERES BIOLOGICO EN INVESTIGACION (NIH/USA 1991) 118
ANEXO 8. CARACTERISTICAS DEL H? 119
ANEXO 9. CARACTERISTICAS DEL C* 120
ANEXO 10. CARACTERISTICAS DEL P 121
ANEXO 11. CARACTERISTICAS DEL 1'% 122
ANEXO 12. CALCULO APROXIMADO DE DOSIMETRIA PARA ALGUNOS
RADIONUCLIDOS DE INTERES BIOLOGICO 123
ANEXO 13. COMPUESTOS CARCINOGENICOS 125
ANEXO 14. COMPUESTOS CON POTENCIAL TERATOGENICO 126
ANEXO 15. AGENTES QUIMICOS INCOMPATIBLES 127
ANEXO 16. EFECTO ADVERSO DE TIPO AGUDO O CRONICO EM EL HOMBRE

DE ALGUNOS AGENTES QUIMICOS DE RIESGO 129

ANEXO 17. CLASIFICACION, DE USO EN EL INSTITUTO DE SALUD

PUBLICA DE CHILE, DE LOS AGENTES QUIMICOS SEGUN SU GRADO DE RIESGO
132

ANEXO 18. RIESGOS ESPECIFICOS Y PRECAUCIONES ACONSEJABLES

PARA EL MANE]JO DE AGENTES QUIMICOS DE RIESGO 136



Prologo a la Segunda Edicion

El afio 1994, CONICYT publicé la primera edicion del Manual de Bioseguridad del
CONICYT. El manual contenia elementos basicos de seguridad para el trabajo en los
laboratorios de investigacion y/o desarrollos bioldgicos, bioquimicos y biotecnologicos.
Esta publicacién fue pionera recogiendo el esfuerzo realizado a nivel nacional para lidiar
con el tema de la Bioseguridad con mucha seriedad. Como se menciona en el prologo de
la primera edicion, el desarrollo de la tercera revolucion biologica y de la ingenieria
genética han abierto las puertas para que se manipule lo vivo, para que se mejore,
modifique o acelere los procesos biologicos. Se enfatizd en ese entonces que ese
fantastico avance del conocimiento no era exento de riesgos para los experimentadores,
la ciudadania y el medio ambiente. El permanente y vertiginoso avance cientifico de las
ultimas décadas ha permitido incorporar la manipulaciéon génica y un sin nimero de
otras metodologias de punta basadas en la ingenieria genética, al quehacer diario de los
laboratorios de investigacion y desarrollo. La implementacion de estos avances en el
laboratorio exige ain mayor responsabilidad y conciencia de los investigadores respecto
a los riesgos potenciales de su quehacer para ellos mismos y para el entorno.

El primer objetivo de esta Segunda edicién del Manual de Bioseguridad es actualizar,
en consulta con pares cientificos nacionales y extranjeros, las dreas ya cubiertas en la
primera edicidn e incorporar dreas nuevas como el uso habitual de plantas y animales
genéticamente modificados en el laboratorio de investigacion.

El segundo objetivo de esta Segunda edicion es apoyar la constitucion y
formalizacion de los Comités Institucionales de Bioseguridad (CIB) responsables de
asegurar el cumplimiento de las normas establecidas en este manual.

Durante los catorce afios transcurridos desde que se publicé la Primera edicion,
Chile ha realizado esfuerzos significativos para formalizar el trabajo en materia de
Bioseguridad a través de regulaciones legales -especificas de acuerdo al caso- en los
respectivos organismos estatales (CONAMA, SAG, SESMA, CCHEN, ISP, ACHS, IST,
SERNAPESCA). Los investigadores financiados por CONICYT deben adherir a las
normas de Bioseguridad del presente manual y a la vez son responsables de informarse
y cumplir con la regulacion legal vigente en el pais.

El equipo a cargo de la presente edicion agradece y reconoce el trabajo
fundamental del comité a cargo de la Primera edicién' el cual ha servido de base para esta
edicion.

! Miembros del Comité a cargo de la Primera edicién1©94)

Jorge Allende, Margarita Carud, Pilar Carvallo, RimEspejo, Patricio Gonzélez,
Luz Maria Pérez y Juan Olate de la Universidad lieeC

Arnaldo Foradori, Katia Gysling, Guido Mora, Manu&odriguez y Arturo
Yudelevich de la P. Universidad Catdlica de Chile.

Gloria Leon de la Universidad Austral de Chile.

Jose Iglesias y Vicente Orellana de la Comisitile@a de Energia Nuclear.
Manuel Sepulveda del Instituto de Salud Publica.



Invitamos a la comunidad cientifica a tomar posesion de este manual y a usarlo
como apoyo para el desarrollo de su quehacer cotidiano, en las mejores condiciones
posibles, para proteger la integridad fisica de las personas y el medio ambiente.

Finalmente, invitamos a los usuarios a ser participe de puesta al dia veridica del
manual, compartiendo sus inquietudes y sugerencias a la direcciéon de correo:
dir_fcyt@conicyt.cl.

Miembros del comité a cargo de la presente edicion (2008)

Miguel Allende
Maria Rosa Bono
Manuel Echeverria
Nicolas Guiliani
Katia Gysling
Michael Handford
Marcelo Lopez
Silvia Ntnez
Azucena Sanhueza
Victor Vargas

Alejandro Venegas

Universidad de Chile

Universidad de Chile

Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN)
Universidad de Chile

Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Universidad de Chile

Pontificia Universidad Catolica de Chile
CONICYT

Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN)
Universidad de Chile
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Parte I. Principios generales de Bioseguridad.

1. Objetivos generales y definiciones.

La idea de encontrar mecanismos de proteccion frente al manejo de productos
toxicos, microorganismos patdgenos, organismos vivos genéticamente modificados o
material clinico contaminado con patoégenos, no es nueva y en muchos paises se han
dado normas, particularmente relacionadas con estos elementos de riesgo.

Un segundo impulso para generar tales normativas se dio al producirse un
aumento acoplado y significativo del uso de materiales radioactivos en el seno de los
laboratorios.

Un tercer factor ha también estimulado la necesidad de fomentar normas de
manejo y conductas en los laboratorios, y dice relacion con el manejo de
microorganismos y organismos genéticamente modificados, asi como con el empleo de
técnicas de Biologia Molecular, basado en la tecnologia del ADN Recombinante, Fusion
Celular, Mutagénesis y otras. Es decir, manejos relacionados con la Ingenieria Genética.

Es necesario enfatizar que, particularmente este ultimo aspecto ha concitado
especial preocupacion tanto en la comunidad cientifica como en la ciudadania en su
conjunto, considerando especialmente que es la base de un incremento casi explosivo
tanto de investigaciéon como de desarrollo de Biotecnologias con miras a solucionar
problemas de salud, produccion de alimentos, energia y descontaminacion ambiental.

Todo este conjunto de actividades, miradas desde un punto de vista general,
constituyen una potencial fuente de diseminacién de agentes de agresiéon a un
ecosistema. Ello no significa que todos los productos industriales o el trabajo
experimental constituyan un problema de riesgo, la experiencia asi lo demuestra, pero
sin duda hay una parte de ellos que como dijimos encierran un peligro potencial, ya sea
porque de este riesgo se tiene pleno conocimiento o porque atin no se ha logrado
establecer su real significado.

De ahi entonces que es absolutamente imprescindible que los laboratorios de
investigacion, la industria y los ensayos de campo, se efectien en condiciones
absolutamente controladas y que entonces informacion y prevencion constituyen la
piedra angular en materia de Bioseguridad.

Debe mirarse esta legitima preocupacion como el intento de proteger el campo de
la investigacién y no de detenerlo. Apunta a buscar soluciones a esos problemas ya
indicados. Insistimos, en que al dar normas de seguridad en este campo, solo se pretende
lograr que estas actividades se efectien en forma controlada de manera tal que se
garantice, por un lado, la seguridad personal (integridad fisica) de quienes estan
directamente en el proceso de investigacion y produccion, y, por otro lado y de manera
indisociable, la seguridad del ecosistema adonde van a ir directa o indirectamente estos
productos, provocando agresion a sus componentes bidticos o abioticos.



Del parrafo anterior se desprende, por tanto, que “Bioseguridad” comprende un
conjunto de medidas y disposiciones, algunas de las cuales son suficientes como para ser
materia de una ley, las que tienen como principal objetivo la proteccion humana, animal,
vegetal y ambiental.

Es, por tanto, legitimo pensar que dentro de este campo tiene también cabida la
proteccion, contra otros elementos que no son estrictamente de origen bioldgico, pero
que si son capaces de constituir riesgo y agresion, nos referimos a las medidas de
proteccion en el manejo de las siguientes situaciones:

1. Manejo de toxicas, sean o no capaces de causar irritacion tisular, asi como
inflamables o explosivas.

2. Manejo de Energizantes.

3. Manejo de Cancerigenos.

4. Manejo de Hormonas, Antibidticos y otros farmacos, especialmente de efecto
sobre el embrion.

5. Descontaminacién y proteccion ambiental, estrechamente ligada a la eliminacion
al ambiente del mas variado tipo de productos quimicos, bioldgicos, radiaciones
o desechos industriales. Escape al ambiente de organismos exdticos o
genéticamente modificados.

En una visién lo mas amplia posible del problema de proteccion, tampoco pueden
excluirse las medidas tendientes a eliminar el riesgo de factores fisicos, tales como:

Radiaciones no ionizantes (Luz ultravioleta, Infrarrojo, Microondas), Rayo Laser
Ultrasonido

Vibraciones

Ruidos

Quemaduras

Exposicién prolongada a altas o bajas temperaturas

SIS S

El punto relativo al riesgo de factores fisicos podria estimarse como mas
directamente relacionado a acciones de salud, de responsabilidad de los organismos
pertinentes, sin embargo, es evidente como ya lo sefialamos, que ellos estan tan directa y
estrechamente relacionados con el quehacer cientifico que en un andlisis global del
problema no puede excluirse.



2. Objetivos especificos de Bioseguridad.

Los objetivos especificos de Bioseguridad comprenden una serie de acciones
tendientes al control del riesgo que encierran las actividades en las siguientes areas:

Manipulacion de microorganismos patogenos.
Usos de la tecnologia del ADN Recombinante.
Manipulacion del material infeccioso.

L

Uso de farmacos, radiaciones y elementos quimicos de efecto dafiino en el
hombre, probado o no bien definido.

Medidas de proteccion del ambiente.

Manipulacion genética de plantas y animales.

AN

Definicion de patogeno

Se define como tal a un microorganismo capaz de causar
enfermedades tanto en especies vegetales como animales, incluyendo
al hombre e incluso otros microoganismos, lo que se manifiesta por
sintomatologia que afecta drasticamente la fisiologia del infectado,
con el riesgo de causarle la muerte. El microorganismo patoégeno
puede ser una especie dentro de una familia, o una familia dentro de
un género, o una cepa particular dentro del género. En algunas
circunstancias, una cepa definida como no patégena puede
comportarse como patdgeno oportunista por baja en las defensas del
hospedero. El concepto de patégeno también se aplica a plasmidos,
virus y viroides. Por otro lado, se ha definido como “no patdgenos”
las bacterias probidticas, que ademas de ser inocuas para el hospedero
que las cobija, le aportan algtn tipo de beneficio.

En la Figura 1 se muestran las distintas areas donde es necesario aplicar las directrices de

Bioseguridad.



Figura 1
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3. El riesgo y los niveles de Bioseguridad.

El Riesgo Bioldgico es aquel susceptible de ser producido por una exposiciéon no
controlada a Agentes Biologicos. Se entiende por agente bioldgico “microorganismos,
incluidos los modificados genéticamente, los cultivos celulares y los endoparasitos
humanos, que pueden provocar cualquier tipo de infeccion, alergia o toxicidad”
(Directiva europea n® 90/679). Existe un simbolo internacional que representa el Riesgo
Biologico (Figura 2). Este simbolo y signo internacional de peligro bioldgico debe
colocarse en las puertas de los locales donde se manipulen Agentes Bioldgicos del
grupo de riesgo 2 o superior (para una definicion de cada grupo de riesgo ver cuadro 2
en pag. 13, y lista de Agentes Bioldgicos en anexo 3).

" \/

Figura 2. Simbolo Internacional de Riesgo Biologico

Entre los agentes Biopeligrosos se encuentran: ciertas bacterias, hongos, virus,
rickettsias, chlamidias, parasitos, productos recombinantes, alérgenos, cultivos de células
humanas y animales y los agentes infecciosos potenciales que contengan estas células,
viroides, priones y otros agentes infecciosos (Fuente: Universidad de Alicante?).

El riesgo concierne a aquel que trabaja directamente con estos agentes
biopeligrosos, a aquellos que trabajan en el mismo lugar fisico y también a todos
aquellos que estando fuera del lugar podrian estar conscientemente o inconscientemente
en contacto con los desechos producidos por este trabajo de laboratorio.

De ahi entonces que es necesario tener claridad sobre las diferentes situaciones de
riesgo, asi como sobre los niveles de Bioseguridad que permitan proteger internamente y
externamente al Hombre de estas contingencias.

? Universidad de Alicante,
http: //mwww.ua.es/va/ centr os/facu.ciencies/seguridad/seguridad/hab_seg_lab_biol .htm#B.
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Finalmente, la asignacion de un nivel de Bioseguridad deberd tener en
consideracion el agente bioldgico utilizado, las instalaciones disponibles y el equipo; y
las practicas y los procedimientos necesarios para trabajar con seguridad en el
laboratorio.

3.1. Situaciones de riesgo.

Riesgos por agentes bioldgicos.

Microorganismos.

El riesgo de infeccion por microorganismos en el laboratorio se produce por
inhalacién, ingestion, contacto directo, a través de la piel o mucosas erosionadas y/o

sanas y a través de la conjuntiva (Cuadro 1).

Cuadro 1. Las vias de infecciones mds frecuentes adquiridas en el laboratorio.

A través de la boca

Comer, beber y fumar en el laboratorio.

Pipetear con la boca.

Transferencia de microorganismos a la boca mediante los dedos o
utensilios contaminados (boligrafos, lapices, etc.).

A través de la piel

Inoculacién accidental con una aguja hipodérmica, otros instrumentos
punzantes o vidrios.
Cortes, rasgunos.

A través de los ojos

Salpicaduras de materiales infecciosos en los o0jos.
Transferencia de microorganismos a los ojos mediante dedos
contaminados.

A través de los pulmones

Inhalacién de microorganismos transportados por el aire.

Fuente: Universidad de Alicante,
http:/lwww.ua.es/valcentros/facu.ciencies/sequridad/seguridad/hab_seg_lab_biol.htm#B.

12
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Los agentes bioldgicos se clasifican en cuatro grupos dependiendo de su nivel de
riesgo de infeccidn (cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacién de los microorganismos infecciosos por grupos de riesgo.

Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o nulo)

Microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en
el ser humano o los animales.

Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo poblacional bajo)

Agentes patogenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales
pero que tienen pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal
de laboratorio, la poblacion, el ganado o el medio ambiente. La exposicion en el
laboratorio puede provocar una infeccidn grave, pero existen medidas preventivas y
terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacion es limitado.

Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacional bajo)

Agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales
graves, pero que de ordinario no se propagan de un individuo a otro. Existen
medidas preventivas y terapéuticas eficaces.

Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado)

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

(Fuente: Manual de Bioseguridad 2007; OMS)

Animales de laboratorio.

El riesgo de infeccion por animales de laboratorio se produce por manipulacion
inadecuada de jaulas que los contienen, inhalacién de polvo contaminado con el desecho
de los animales, pelos o plumas, mordeduras, rasgufios o auto inoculacion involuntaria
durante la manipulacion de ellos.
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Plantas de laboratorio.

En general, se considera minimo el riesgo a la salud humana asociado al manejo de
plantas genéticamente modificadas (GM). Sin embargo, las implicancias en la salud
humana y animal requieren mayor atencidn en situaciones en que las plantas producen
productos con actividad bioldgica nociva, tales como productos téxicos, alergenos, etc.
Ademas, las fases de ensayo de campo requieren especial cuidado y resguardo para
impedir la contaminacion genética de las parcelas vecinas y entonces proteger a los
investigadores y sus Instituciones de cualquier accion legal.

Riesgos por agentes quimicos.

El riesgo a que se esta expuesto por la manipulacion de agentes quimicos se produce
por:

1. Ingestion, inhalacion y/o contacto con la piel, tejidos, mucosas u ojos, de
sustancias toxicas, irritantes, corrosivas y/o nocivas.

2. Grado de inflamabilidad de la sustancia.

3. Capacidad de las sustancias de liberar energia.

Riesgos por agentes fisicos.

El riesgo a que se esta expuesto por la manipulacion o ingestion de gases o
particulas radioactivas; exposicion a radiaciones ionizantes y/o no ionizantes; exposicion
a ruidos y vibraciones o a una carga caldrica sobre la superficie corporal y quemaduras,
especialmente aquellas que estan sin proteccion.



3.2. Clasificacion del riesgo y de los laboratorios de trabajo
bioldgico.

Los agentes bioldgicos, quimicos y fisicos, se clasifican segin su grado de riesgo
tanto para el individuo como para la comunidad en:

Grupo 1
Agentes que en general constituyen un bajo riesgo para los individuos y la
comunidad.

Grupo 11
Agentes que constituyen un riesgo moderado para los individuos y limitado
para la comunidad.

Grupo 111

Agentes que constituyen un alto riesgo para los individuos y bajo para la
comunidad.

Grupo IV

Agentes que constituyen un alto riesgo para los individuos y para la
comunidad.

En relaciéon con el grado de riesgo los laboratorios que manipulan los elementos
que generan este tipo de situacion, se clasifican actualmente en 3 categorias:

Laboratorio Bdsico

Es un recinto de disefo estandar, en el cual la mayoria del trabajo se realiza en el
meson y se puede trabajar sobre éste con agentes de riesgo del grupo I y II. Para agentes
del grupo II, se recomienda el uso de gabinete de Bioseguridad clase IL.

Laboratorio de contencion

Es un recinto cuyo disefio contempla un acceso restringido y barreras de
contencion que protegen al operador. Se puede trabajar con agentes de riesgo del grupo
III. El laboratorio debe estar habilitado con un gabinete de Bioseguridad apropiado para
el patogeno que se manipula.

Laboratorio de contencion maxima

Es un recinto separado o convenientemente aislado, con sistemas de apoyo
exclusivo y cuyo disefio incluye barreras de contencidén que dan protecciéon maxima al
personal y/o comunidad y se puede trabajar con agentes de riesgo del grupo IV.

La prevencion del escape y dispersion de agentes de riesgo, se logra mediante las
barreras de contencion.
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3.3. Barreras de contencion.

Las barreras de contencion son aquellas que previenen el escape y dispersion de
agentes de riesgo.

Barrera primaria

Es aquella que protege al personal y al ambiente inmediato del agente de riesgo
(vestimenta de uso exclusivo, gabinete de Bioseguridad y equipos provistos de
dispositivos de seguridad).

Barrera secundaria

Es aquella que protege el ambiente externo contra los agentes de riesgo (disefio del
laboratorio e implementaciéon de equipos de seguridad de acuerdo al nivel de
Bioseguridad).

Barrera microbioldgica

Es un dispositivo o sistema que evita o limita la migracion de microorganismos
entre los espacios situados a ambos lados del mismo y permite controlar la concentracion
de microorganismos en el ambiente, dentro de limites prefijados. Tiene como objetivo
proteger al operador o al operador y al proceso.

Barrera microbioldgica parcial

Es un dispositivo o sistema que limita la migraciéon de microorganismos entre los
ambientes situados a ambos lados del mismo. En este tipo de barrera se recomiendan
Prefiltros, Filtros HEPA3 asi como gabinete de BS clase I o II A o B (ver Anexo 1), lo cual
dependera del tipo de trabajo que se efectiia en un determinado laboratorio.

Barrera microbioldgica absoluta

Es un dispositivo o sistema hermético, a prueba de filtraciones de aire o gas, que
evita en forma total la migracién de microorganismos entre el ambiente confinado por la
barrera y el ambiente exterior de la misma. La barrera microbioldgica absoluta puede
confinar al producto o proceso, dejando al operador fuera de la misma o viceversa. En
este caso se recomienda gabinete de BS tipo III (ver Anexo 1).

3 HEPA.: filtros de alta eficiencia para el control de particulas en suspensiéon
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Barrera quimica

Son dispositivos o sistemas que protegen al operador del contacto con substancias
irritantes, nocivas, toxicas, corrosivas, liquidos inflamables, sustancias productoras de
fuego, agentes oxidantes y sustancias explosivas. En este caso se recomiendan los
gabinetes de seguridad quimica clase A, B o C (ver pag. 95).

Barrera fisica

Son dispositivos o sistemas de proteccion individual o colectiva que protegen
contra las radiaciones ionizantes, no ionizantes, ruidos, carga caldrica, quemaduras y
vibraciones excesivas.

3.4. Niveles de Bioseguridad.

De acuerdo con el nivel de riesgo, el tipo de laboratorio, la barrera de contencion
requerida, los procedimientos y técnicas a usar, se han establecido los siguientes niveles
de Bioseguridad.

Nivel de Bioseguridad I

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en un laboratorio basico,
por personal adiestrado en los procedimientos que se ejecutan en él. En este nivel se
trabaja con agentes clasificados en el Grupo de riesgo I por presentar un peligro minimo
para el personal del laboratorio y para el ambiente. En el nivel de Bioseguridad I no se
requiere equipo especial ni un disefio especifico de las instalaciones. El personal de estos
laboratorios es generalmente supervisado por un cientifico con entrenamiento en
microbiologia.

Nivel de Bioseguridad 11

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en un laboratorio basico,
por personal adiestrado en el manejo de agentes de riesgo del grupo II. Es similar al
nivel I y en €l se manejan agentes de peligro moderado hacia el personal y el ambiente,
pero difiere del nivel I en las siguientes caracteristicas:

1. El personal de laboratorio tiene entrenamiento especifico en el manejo de agentes
patdégenos.

2. El acceso al laboratorio es restringido cuando se esta realizando algtn trabajo.

3. Se toman precauciones extremas con instrumentos punzo cortantes
contaminados.

4. Ciertos procedimientos en los cuales pueden salpicar los agentes o aerosoles
se llevan a cabo en gabinetes de trabajo microbioldgico.
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Nivel de Bioseguridad 111

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el laboratorio de
contencion. El personal debe contar con adiestramiento especifico para el manejo de
agentes de alto riesgo clasificados en el grupo de riesgo III. En el laboratorio se realiza
trabajo con agentes que pueden causar un dano serio y potencialmente mortal como
resultado de la inhalacién o exposicion a los mismos. El laboratorio cuenta con un disefio
y caracteristicas especiales tendientes a proteger al operador y al ambiente. Todos los
materiales son manipulados utilizando vestimenta y equipo de proteccion siguiendo
protocolos rigurosos. Los laboratorios se mantienen con una presion de aire negativa, lo
cual ayuda a impedir que los agentes nocivos escapen al ambiente.

Nivel de Bioseguridad IV

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el laboratorio de
contenciéon maxima. Este nivel es el que se utiliza para trabajar con agentes bioldgicos
clasificados en el grupo de riesgo IV por representar un alto riesgo individual de
contagio y que ademas son un riesgo para la vida. Los agentes nuevos que presentan
caracteristicas antigénicas, patogénicas u otras similares a agentes de nivel IIl y IV son
confinados a nivel IV hasta que exista suficiente informacion cientifica para establecer a
cual grupo de riesgo pertenecen.

El personal que trabaja en los laboratorios de nivel IV tiene entrenamiento
especifico y extensivo en el manejo de agentes infecciosos, y cuenta con entrenamiento
para trabajar en el ambiente estéril y controlado. El laboratorio cuenta con un disefio y
caracteristicas especiales tendientes a proteger al operador y al ambiente. Todos los
materiales son manipulados utilizando vestimenta y equipo de proteccion de
caracteristicas superiores a las exigidas para el trabajo en un laboratorio de nivel III. Los
trajes estan disenados para cubrir la totalidad del cuerpo, presentan un sistema de
respiracién individual asociado y una leve sobrepresién interna para evitar asi la entrada
accidental de particulas infecciosas. Los laboratorios se mantienen con una presion de
aire negativa, lo cual ayuda a impedir que los agentes nocivos escapen al ambiente.
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4. Liberacion intencionada.

Bajo este nombre se engloba cualquier experimento con producto comercial en
desarrollo que contiene organismos vivos y que se ensaya bajo las siguientes
circunstancias:

« Enun campo abierto o un ecosistema natural.

+ En instalaciones cerradas destinadas a plantas o animales, pero que no
tengan certificado que garantice el cumplimiento de las normas de
contencion correspondientes.

+  Cuando los productos son para el uso o consumo humano o animal. Un
caso particular lo constituyen los estudios pre-clinicos y de campo en
voluntarios con vacunas vivas atenuadas y/o genéticamente modificadas.
Estos estudios requieren ademads de consentimiento informado aceptado
por los voluntarios o sus representantes legales de acuerdo a la normativa
de la Comisién de Etica de la institucién que patrocina el estudio.

Esta definicion incluye, ademas, a aquellos experimentos, que no obstante se
efectiian en instalaciones con las medidas de contencién adecuadas o en lugares con las
debidas restricciones, pueden permitir la liberaciéon inadvertida al ambiente, de
microorganismos.

El rol que le compete a los Comités Institucionales de Bioseguridad (CIB: ver
capitulo 5 para una descripcién de los CIB y sus responsabilidades) es evaluar todos aquellos
proyectos que impliquen Liberacion Intencionada de cualquier microorganismo
catalogado, en general, como no inofensivo. Si las condiciones de liberacion son
controladas (Ej. Viabilidad en medio ambiente limitada por mutaciones inhabilitantes) y
si de acuerdo con las autoridades respectivas no hay riesgo, el CIB podra autorizar dicho
estudio bajo vigilancia apropiada.

Caben dentro de este tipo de vigilancia y registro, ademas, las medidas destinadas
a la autorizacion de importacion de microorganismos patégenos genéticamente
modificados, o de actividad biolégica desconocida, como también plantas transgénicas
(cuya internacion debe ser ademas autorizada por el Servicio Agricola y Ganadero; SAG)
que son remitidos para su estudio a algtn centro especializado.

Estan igualmente sometidos a este tipo de vigilancia y sujetos a las normas
respectivas, los experimentos con microorganismos, o plantas transgénicas que por
razones especiales se solicitan efectuar en lugares diferentes a los laboratorios o
Instituciones de origen. En el caso de la liberacion intencionada de plantas
genéticamente modificadas (GM), se deben obtener los permisos correspondientes en el
SAG (Resolucion 1523/2001 “Establece normas para la internacion e introduccién al
medio ambiente de Organismos Vegetales Vivos Modificados de Propagacion”).
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Se estiman a lo menos tres circunstancias de excepcion de estas normas de control,
aun cuando ello siempre debe estar sujeto a revisiones periddicas, y ellas son:

- Cuando la manipulaciéon genética ensayada no permite el uso de ADN
hibrido obtenido con técnicas de recombinacion, como pueden ser las
técnicas de fusion celular.

« Cuando se utiliza un ADN proveniente de igual especie que es
incorporado mediante mecanismos fisiologicos naturales.

- Cuando el ADN aislado no contiene microorganismos viables.

El hecho que un experimento se encuentre dentro de alguna de estas excepciones,
no excluye las consultas a los organismos pertinentes, para un apropiado registro.
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5. Organizacion de un plan de Bioseguridad en las
instituciones.

Un plan de Bioseguridad, para lograr sus objetivos especificos, no podra ponerse
en practica si no se define con claridad la organizacién que tendra a su cargo la
vigilancia para el cumplimiento de las normativas que lo regulen, y de acuerdo con la
experiencia y recomendaciones que ya estan en practica en otros paises, debe contar con:

Comité Institucional de Bioseguridad (CIB).
Manual(es) de procedimientos institucional en base a las Normativas
internacionales y el manual de de Bioseguridad de CONICYT.

5.1. Comité Institucional de Bioseguridad (CIB).

Las instituciones publicas o privadas que desarrollan investigacién basica o
aplicada que trabajan en campos definidos de riesgo para la seguridad personal,
comunitaria o ambiental, son el nivel primario de responsabilidad frente a su personal y
a la comunidad, la que podria verse afectada directa o indirectamente en caso de no
observarse rigurosamente las normativas establecidas en el Manual de Bioseguridad.

De acuerdo a las caracteristicas propias de organizacion y tamafio de las
instituciones se deben establecer uno o mas Comités Institucionales de Bioseguridad
(CIB) de modo de poder atender las necesidades de los investigadores y el control de las
actividades.

Estos Comités deben:

1. Velar por el cumplimiento de las normativas establecidas en el Manual de
Bioseguridad del CONICYT.

2. Publicar y/o actualizar el Manual de procedimientos de la institucién.

3. Mantener un programa permanente de inspeccion y evaluacion de las
instalaciones y procedimientos desarrollados por la institucion usuaria de la
investigacion basica o aplicada.

4. Velar por la capacitacion técnica de su personal. Desarrollar un programa de
prevencion de accidentes, y en caso de ocurrir, investigarlos y evaluarlos.

5. Mantener un registro de las actividades de la Institucién, con descripciéon de los
proyectos de investigacion en desarrollo y las recomendaciones y fiscalizaciones
realizadas, al que debe tener acceso CONICYT cuando sea necesario.
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5.2. Manual de procedimientos de la institucion.

Un Manual de Procedimientos de la Institucion constituye un importante elemento
de trabajo que determina los procedimientos especificos en cada institucion. Su
contenido debe estructurarse de acuerdo a las grandes areas de interés de la
Bioseguridad, pudiendo constituir un tinico Manual o bien manuales independientes
para cada area (por ejemplo, Manual de procedimientos para el manejo de isotopos
radiactivos, para el manejo de DNA recombinante etc.). Ademads, debe contener un
glosario de términos que facilite la comprension y homogeneidad del lenguaje técnico y
consecuentemente evitar equivocos. Cada CIB debera preocuparse de la difusion al
interior de la instituciéon del Manual de Normas de Bioseguridad de CONICYT y del o
los Manual/es de Procedimientos de la Institucion, ya sea a través de la pagina WEB
institucional o proveyendo una copia al investigador que lo solicite.

Sin entrar en detalles sobre la redacciéon de un Manual de Procedimientos, su
contenido debe orientarse dentro de los siguientes aspectos:

1. Introduccién y especificacion de objetivos.

2. Organizacion del CIB de la institucion.

3. Recomendaciones para el uso y seguridad, de acuerdo con las actividades de los
laboratorios respectivos y con las caracteristicas propias de la institucion. Debe
especificarse los procedimientos explicitos para cada actividad relacionada con
Bioseguridad (ver Figura 1) indicando el nombre de los encargados, lugares
fisicos, senalética, formas de desecho de sustancias quimicas, de material
biologico, objetos corto-punzantes etc.
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6. Practicas especificas relativas a la contencion.

Por contencién se entiende el uso de una serie de procedimientos, mecanismos, asi
como adecuaciones fisicas de laboratorios y areas de trabajo, cuya finalidad es evitar la
diseminacion de los agentes de riesgo.

6.1 Contencion Fisica.

Se refiere al uso de edificios especiales, equipos y procedimientos que permitan
prevenir el escape de microorganismos, y a su vez comprende:

1. Practicas minimas y generales de un laboratorio que trabaja con
microorganismos o material infeccioso.

2. Capacitacion del personal en métodos de trabajo aséptico, control de accidentes,
conducta dentro del laboratorio, acceso y circulacion.

3. Disposicién, eliminaciéon de material contaminado y procedimientos de
descontaminacion.

4. Uso de instrumentos y equipamientos en las categorias de:

Instrumentos y equipos pequefios (pipetas, técnicas de siembra y
recoleccion).

Centrifugas, Fotometros, Electroforesis, equipos de Inmunologia,
Fermentadores, y en general equipos que generan aerosoles.

5. Establecer y especificar los niveles de contencidn fisica, siguiendo la experiencia
y normativas internacionales.

6. Establecer medidas y métodos especiales y equipos de contencion.

7. Instalaciones e infraestructura de los Laboratorios.

6.2. Contencion Biologica.

Se refiere a las medidas de seguridad en el uso y manipulaciéon de
microorganismos y vectores que han sufrido transformaciones genéticas, y a los cuales
no se les debe dar la posibilidad de sobrevivencia o reproduccion en el medio exterior,
sino en condiciones artificiales y controladas en el laboratorio.

Para lograr este mecanismo de control se debe:

1. Establecer los niveles de contencién bioldgica para los sistemas Hospedero-
Vector y que, de acuerdo a normativas internacionales son:



Sistema Hospedero-Vector: o nivel moderado de contencién, compatibles
con los niveles de BS-1-2 y 3.

Sistema Hospedero-Vector: o nivel alto de contencion, compatibles con el
nivel de BS-4.

2. Establecer, por las autoridades correspondientes, los mecanismos de certificacion
de Sistemas Hospedero-Vector, asi como cualquiera ulterior modificacion que
ellos experimenten, y para lo cual es necesario conocer las caracteristicas
bioldgicas de ellos.

3. Hacer una descripcion general de los experimentos previstos con estos sistemas,
y ademas, establecer una clasificacion de microorganismos de acuerdo a su
peligrosidad, segtin las normas internacionales y de la oficina de Bioseguridad
del C.D.C. de Atlanta, y a cuya manipulaciéon debe aplicarse el nivel de
contencion fisica o biologica respectiva. Esta clasificaciéon comprendera a:

Agentes etiologicos Dbacterianos, virales, micoticos, rickettsiales,
clamidiales y parasitarios.

Agentes oncogénicos.

Agentes de Patologia Animal.

Agentes de Patologia Vegetal.

Bacterias Comensales, Oportunistas y Saprofitos estrictos.

4. Establecer los sistemas de contencidn primaria y liberacion intencionada.
5. Establecer el nivel de responsabilidad en el desarrollo del proyecto y de los
experimentos, y desarrollar mecanismos de capacitacion en BS del personal.

6.3. Uso de las moléculas de ADN recombinante, fusion
celular, mutagénesis y manipulacion de genes.

El proposito de esta normativa es regular el trabajo bioldgico que utiliza métodos
para construir, manipular y usar:

Moléculas de ADN Recombinante.

Organismos y Virus que lo contienen.

Experimentos de fusiéon celular y mutagénesis, introduccion de genes en
hospederos microbianos, animales, vegetales, o células de mamiferos.

Para lograr este proposito se debera:

Definir los objetivos que se propone el Laboratorio o Institucion en este
campo y los experimentos previstos.
Definir los niveles de contencion fisica y bioldgica que correspondan y
aplicarlos a la definiciéon de objetivos sefialados en el proyecto y a los
experimentos que se desea realizar.
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Establecer si hay en estos proyectos liberacion intencionada.

Estudiar si los objetivos son compatibles con un desarrollo experimental
que permita establecer algunas excepciones a las normativas de
contencion.

Establecer el nivel de responsabilidades en el desarrollo de los proyectos y
experimentos, asi como el nivel de capacitacion en Bioseguridad del
personal a cargo de ellos.

6.4. Uso de farmacos, radiaciones y otros elementos
quimicos que causen dafio tisular.

La especificacion de estas normativas debe estudiarse a la luz de lo dispuesto por
el Cddigo Sanitario y otras disposiciones sanitarias vigentes. En todo caso, ellas deben
regular a lo menos:

El uso de estos elementos previamente aprobados por los Servicios de
Salud, pero que a pesar de ello envuelven riesgos, como es el caso de
algunas drogas, substancias quimicas toxicas e irritantes, cancerigenos,
teratogénicos (que causan dano sobre el embrion), antibidticos,
manipulacion de radioisétopos y radiaciones.

La aprobacién de nuevos farmacos y productos bioldgicos. Las medidas de
seguridad industrial y de instituciones que laboran con productos
irritantes toxicos, alergenos, cancerigenos o que tienen efectos secundarios
sobre tejidos humanos diferenciados o embrionarios.

El uso de aditivos alimentarios, farmacos o drogas en la tecnologia de
desarrollo de animales de consumo.

El uso de pesticidas.

Establecer los niveles de control y responsabilidades en el manejo de estos
elementos.

6.5. Relacion entre Bioseguridad y mecanismo de
proteccién ambiental.

En este aspecto del problema, al igual que en aquellos que se especificaron
anteriormente, hay una importante connotacién legal, en el sentido que el Codigo
Sanitario y/o algunas otras disposiciones legales emanadas de las autoridades
correspondientes deben ser consideradas.

No hay duda, en todo caso, que este aspecto esta intimamente relacionado con las
actividades, especialmente de uso de microorganismos, manipulacién y eliminacion de
material contaminado, de desechos hospitalarios, de laboratorios e industrias, tanto en
su aspecto general como de aquellas que manipulen microorganismos, ADN
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Recombinante, o productos biologicos, y por tanto, que caen dentro de la definicion y
objetivos de la Bioseguridad.

Consecuentemente, debe ser una responsabilidad de los CIB, ademas de lo ya
establecido, colaborar con los organismos de Gobierno en la puesta en marcha de
politicas de control y regulacion de la Bioseguridad a nivel nacional, particularmente en
areas como:

+  Polucién ambiental, en los variados aspectos que ella comprende.

- Eliminacion de residuos toxicos, excretas y basura en general.

- Eliminacion de elementos radioactivos.

- Mecanismos de proteccion ambiental y de recursos naturales.

- Mecanismos de proteccion de la capa de Ozono.

- Sobre exposicion a las radiaciones naturales y trabajo en ambientes
contaminados o extremos para el hombre (alta temperatura-humedad-frio-
presion).

+ Autorizar, controlar o cancelar, la puesta en marcha de experimentos de
campo que utilicen microorganismos vivos o genéticamente modificados,
plantas transgénicas, o productos bioldgicos en etapa experimental para
obtener licencia de expendio comercial.

- Establecer los niveles de responsabilidad en la puesta en marcha de las
disposiciones legales.
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7. Descontaminacion?

“La descontaminacion es uno de los principios fundamentales de la
Bioseguridad”. Se refiere por un lado, a la esterilizaciéon o destrucciéon completa de
todos los microorganismos incluyendo las esporas bacterianas y, por otro lado, a la
desinfeccion o destruccion y eliminacion de tipos precisos de microorganismos.

Es responsabilidad del Director del Laboratorio asegurar que todos los miembros
del personal del Laboratorio sean capacitados sobre el tema y, a su vez, es
responsabilidad de los miembros del personal de utilizar de manera eficaz los
procedimientos y productos de descontaminacion cualquiera que sea su uso.

Todas las materias deben ser descontaminadas antes de ser eliminadas o limpiadas
antes de una utilizaciéon futura. La eleccion del método es definida por las materias
mismas las cuales pueden ser cultivos de laboratorio, cepas de referencias, especimenes
clinicos, equipos de laboratorios, objetos cortantes, ropas protectoras o cualquier objeto
que estuvo con las materias infecciosas. La superficie y los mesones deben ser
descontaminados después de cada desplomo de materias eventualmente infecciosas y al
final de cada jornada de trabajo. Las zonas de laboratorios y los grandes equipos pueden
también necesitar ser descontaminados (antes de su mantencién o su traslado). Deben
preparase protocolos escritos y precisos, los que deben ser respetados en cada caso.

A continuacién mencionamos las metodologias adecuadas para laboratorios de
nivel 1y nivel 2 los cuales representan la mayoria de nuestros laboratorios.

Para laboratorios de niveles 3 y 4, se recomienda revisar el
documento emitido por la Public Health Agency of Canada e
intitulado “The Laboratory Biosafety Guidelines”, 3% Ediciéon 2004.

(http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/lbg-ldmbl-04/ch8 e.html)

* Este seccion es una libre traduccion del docum@ned_aboratory Biosafety

Guidelines, 3rd Edition (2004), editado por la Agencia deuSaPublica de Canada

(http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/Ibg-ldmbl-0¥8Bce.html).
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7.1. Autoclave.

Los desechos infecciosos de laboratorio (Placas de Petri, pipetas, tubos de cultivos,
material de vidrio, etc.) pueden ser eficazmente descontaminados utilizando una
autoclave con vapor directo o con una autoclave con extraccion de aire. Este ultimo
sistema permite resolver los problemas de bolsillos de aire que se forman en las
autoclaves de vapor directo debido al movimiento del aire por gravedad. La eficiencia de
descontaminacion depende de varios factores de carga, que influencian la temperatura
efectiva a la cual el material esta sometido y el tiempo de contacto. El embalaje es
también un factor determinante a la hora de favorecer la libre circulacion del vapor. La
sobrecarga y el apilamiento en la autoclave pueden llevar al fracaso del proceso de
descontaminacion. Lo ideal es agregar un indicador bioldgico como por ejemplo una
cantidad conocida de esporas.

Los Comités Institucionales de Bioseguridad (CIBs) deberan
velar para que cada autoclave de su institucién sea manipulada por
personas calificadas; es decir, que posean un certificado de manejo
otorgado por la Asociacion Chilena de Seguridad (ACHS) o el
Instituto de Seguridad del Trabajo (IST).

7.2. Desinfeccion quimica.

Los desinfectantes quimicos son tutiles para descontaminar las superficies y los
aparatos que no pueden ser esterilizados en autoclave. También son ttiles para limpiar
las salpicaduras de materias infecciosas, las salas y las unidades de hospedaje de
animales.

La seleccion del desinfectante depende de la resistencia de los microorganismos
manipulados. Los microorganismos mas sensibles son las bacterias vegetativas, los
hongos y los virus encapsulados. Las micobacterias y los virus no-encapsulados son
menos sensibles; las esporas bacterianas y los quistes de protozoarios son generalmente
los mas resistentes.

Los peligros para la salud que representan los desinfectantes quimicos, asi como,
la facilidad de manejo, estabilidad y compatibilidad con los materiales a desinfectar son
factores importantes que deben considerarse para elegir el desinfectante adecuado. Si
bien existen numerosos productos en el mercado, los compuestos activos pertenecen a
un numero limitado de familias quimicas. Para elegir un desinfectante cabe entender la
posibilidad y limites de cada una de estas familias: hipocloritos, compuestos de amonio
cuaternario, compuestos fenoélicos, yodados, alcohol, etc.

28



Puede ser conveniente que los laboratorios evaltien por si mismos la eficiencia de
tal o cual desinfectante. El método principal para dicha evaluacién consiste en
contaminar artificialmente una superficie, y luego descontaminarla con una dilucion
apropiada del desinfectante el cual luego debe ser neutralizado. Finalmente, se debe
verificar que todos los microorganismos han sido eliminados.

7.3. Incineracion.

La incineracién ha sido desde siempre el método favorito de eliminacion de
carcasas de animales y de desechos patologicos. En la mayoria de los casos, los desechos
que deben ser incinerados tienen que ser embalados adecuadamente y de acuerdo a la
normativa para que sean retirados de los laboratorios por las empresas certificadas que
se encuentran operando en nuestro pais. La responsabilidad de nuestros laboratorios
recae entonces, por un lado, en el almacenamiento cuidadoso dentro de un congelador,
de uso exclusivo, a -20° C, hasta que el material bioldgico sea retirado por la empresa
contratada.

Para aquellos centros o laboratorios que disponen de un incinerador, cabe resaltar
que la eficiencia de la incineracién depende de la calidad conceptual de los aparatos, del
tiempo y de la temperatura de incineracion, de las turbulencias y del aire necesario para
una oxidacién completa. Es importante constatar que las emisiones producidas por la
incineracién tienen que adecuarse a las normas ambientales vigentes en cuanto a emision
de particulas y contaminantes quimicos.
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Parte II. Bioseguridad en el laboratorio

8. Bioseguridad en el manejo de microorganismos
patogenos.

8.1. Evaluacion del riesgo microbiologico.

El pilar de la practica de la Bioseguridad es la evaluacion del riesgo. Aunque
existen muchas herramientas para ayudar a evaluar el riesgo que implica un
procedimiento o un experimento determinado, el componente mdas importante es el
juicio profesional.

Las evaluaciones del riesgo deben ser efectuadas por las personas que mejor
conozcan las caracteristicas peculiares de los organismos con los que se va a trabajar, el
equipo y los procedimientos que van a emplearse, los modelos animales que pueden
utilizarse y el equipo y los medios de contencién disponibles. El director o investigador
principal del proyecto o laboratorio es el responsable de asegurar que se realicen de
modo oportuno las evaluaciones de riesgo mas apropiadas y de colaborar estrechamente
con el Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) y el personal de Bioseguridad de la
institucion con el fin de velar por que se disponga del equipo y los medios apropiados
para el trabajo que esta previsto llevar a cabo. Una vez terminadas, las evaluaciones del
riesgo deben ser consultadas periddicamente y revisadas cada vez que sea preciso,
teniendo en cuenta la obtenciéon de nuevos datos que tengan alguna influencia en el
grado de riesgo y toda nueva informacion pertinente que aparezca en las publicaciones
cientificas.

Cuando exista duda sobre la norma de Bioseguridad aplicable en un determinado
caso es necesario recabar informacion y hacer una evaluacion de riesgo microbioldgico
previa a la autorizacion para realizar dichos experimentos.

Una de las herramientas mas tutiles de que se dispone para llevar a cabo una
evaluacion del riesgo microbioldgico es la asignacion de los agentes microbioldgicos a
uno de los grupos de riesgo (véase el listado mas adelante). Sin embargo, la mera
consulta del grupo de riesgo a que pertenece cierto agente no basta para realizar una
evaluacion del riesgo.

Segtin proceda, existen otros 11 factores que hay que tener en cuenta, y que son los

siguientes:
1. La patogenicidad del agente y la dosis infectiva.
2. Elresultado potencial de la exposicion.
3. La vianatural de infeccion.
4. Oftras vias de infeccién, derivadas de manipulaciones en el laboratorio

(parenteral, aérea, por ingestion).
5. Laestabilidad del agente en el ambiente.
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6. La concentracion del agente y el volumen del material concentrado que va a
manipularse.

7. Lapresencia de un hospedero apropiado (personas o animales).

8. La informacion disponible procedente de estudios en animales y de
notificaciones de infecciones adquiridas en el laboratorio o de informes clinicos.

9. La actividad prevista en el laboratorio (obtencion de lisados con ultrasonido,
produccién de aerosoles, centrifugacion, entre otras).

10. Toda manipulaciéon genética del microorganismo que pueda ampliar su gama de
hospederos o reducir su sensibilidad a los regimenes terapéuticos eficaces
conocidos.

11. Disponibilidad local de intervenciones profilacticas o terapéuticas eficaces.

Sobre la base de la informacion obtenida durante la evaluacion de riesgos, se
podra asignar un nivel de Bioseguridad al trabajo previsto, seleccionar el equipo de
proteccion apropiado para el personal, y elaborar procedimientos normalizados de
trabajo que incorporen otras intervenciones de seguridad con el fin de velar por la
maxima seguridad en la realizacion del trabajo.

8.2. Evaluacion del riesgo microbiologico de muestras
para las que se dispone de informacion limitada.

El procedimiento de evaluacion del riesgo descrito anteriormente funciona bien
cuando se dispone de informacion suficiente. Sin embargo, en algunas situaciones no
hay informacion suficiente para llevar a cabo una evaluaciéon apropiada de los riesgos,
como ocurre con las muestras clinicas o epidemiolédgicas recogidas sobre el terreno. En
esos casos, conviene que la manipulacion de las muestras se realice con prudencia.

Deben adoptarse precauciones especiales y emplearse protecciones de
barrera (guantes, batas, proteccion ocular) cada vez que se obtengan
muestras de pacientes.

Las practicas y los procedimientos basicos de contencidon del nivel de
Bioseguridad 2 (BS-2) deben ser el requisito minimo para la manipulacion
de muestras.

El transporte de muestras debe respetar las normas y reglamentos
nacionales o internacionales.

Quiza se disponga de alguna informacién que ayude a determinar el riesgo que
entrafia manipular esas muestras:

Datos médicos sobre el paciente.
Datos epidemioldgicos (datos de morbilidad y mortalidad, presunta via de
transmision, otros datos de la investigacion de brotes).

31



- Informacion sobre el origen geografico de la muestra. Si se producen brotes
de enfermedad de etiologia desconocida, las autoridades nacionales
competentes o la OMS pueden elaborar directrices particulares apropiadas
que publicaran en la Web (como se hizo en 2003 en el caso del sindrome
respiratorio agudo severo) para indicar cémo deben prepararse las
muestras para el transporte y en qué nivel de Bioseguridad deben
analizarse.

8.3. Bacterias.

El manejo de microorganismos patdgenos constituye un campo de actividades
multiples, que van desde el uso con fines estrictamente experimentales de cepas
patogenas, caracterizacion bioldgica de ellas, estudio de mecanismos de proteccion para
las enfermedades que determinan, etc., a su manejo en laboratorios clinicos, en
laboratorios industriales para obtener de ellas productos bioldgicos, la eliminaciéon de
material, especialmente hospitalario contaminado con ese tipo de organismos o en el
manejo directo del enfermo.

A estas variadas actividades se une todo un trafico de microorganismos patégenos
que se envian de un laboratorio a otro, o de un pais a otro, con diferentes objetivos. La
literatura (ver ref. N° 14 en pag. 98) registra numerosos casos debidamente
comprobados, de accidentes de laboratorio, algunos fatales, en este tipo de trabajo, y sin
duda hay, desde hace tiempo, preocupacion por las medidas de proteccion frente a este
riesgo, tanto para las personas directamente en contacto con el agente patégeno, como
para el ambiente y la comunidad.

Las normas que a continuaciéon se enumeran forman parte de todo un mecanismo
necesario para prevenir el riesgo, de entre las que deseamos destacar el enorme valor
que tiene la concientizacion, educacion y capacitacion que debe tener toda persona que
labora con este tipo de material.

El grado de proteccién que se debe proporcionar a las personas que trabajan
directamente con estos organismos, al ambiente y a la comunidad, se clasifica en 4
niveles que son:

Nivel 1 Nivel minimo o elemental de Bioseguridad

Este nivel debe ser observado por todos los laboratorios que trabajan con
microorganismos que han sido clasificados como sin riesgo o riesgo minimo (Ver el
listado respectivo en el Anexo 3).

Este nivel especifica ademas, las medidas de orden general aplicables a cualquier
laboratorio que manipule microorganismos cualquiera sea el riesgo, por lo tanto, forma
un conjunto de medidas basicas indispensables a las que se le van agregando otras de
acuerdo a los otros niveles de riesgo y en relacion con la manipulacion de
microorganismos clasificados en niveles de mayor potencialidad de dafo.
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1. Recomendaciones generales:

- Toda persona que trabaja o ingresa a trabajar en un laboratorio que
manipula microorganismos, cualquiera sea su grado de peligrosidad,
debera recibir un fasciculo instructivo sobre trabajo en ambiente estéril,
manipulacion de material estéril, definiciéon de riesgo y contaminacion.

- Debera programarse periddicamente charlas o grupos de discusion sobre
BS, trabajo con microorganismos, trabajo en ambiente estéril,
patogenicidad y otros temas relacionados con Bioseguridad.

2. Medidas minimas de Bioseguridad para este nivel:

- El Jefe de Laboratorio debe determinar las restricciones de acceso al
laboratorio de personas extrafias, particularmente cuando hay
experimentos en curso.

-« Las superficies de trabajo deben descontaminarse una vez al dia y cada vez
que se produzca un derrame de material contaminado.

- Todo material contaminado debe descontaminarse antes de ser eliminado
o depositado en aparatos cerrados que seran esterilizados antes de su
lavado o eliminacién como basura.

- Debe prohibirse el uso bucal de pipetas.

- Debe prohibirse: comer, beber, fumar, maquillarse en las areas
restringidas. No debe guardarse alimentos, bebidas o cualquier otra clase
de efectos personales en los refrigeradores o camaras frias destinadas al
uso de material experimental.

- El personal que manipula microorganismos debe usar delantal, con el cual
no debe concurrir a otras actividades, debe dejarlo en el laboratorio y
cambiarlo por uno de uso en circulacién externa a él.

- Deben existir facilidades para lavarse las manos, al término del trabajo
experimental.

- Debe evitarse provocar aerosoles con el material contaminado.

- Debe procurarse el aseo general del laboratorio a una hora fuera del
horario habitual de trabajo experimental.

- Ellaboratorio debe estar libre de insectos o roedores.

Nivel 2 Permite la manipulacion de Microorganismos de mediana potencialidad de
riesgo

Las medidas de Bioseguridad para este nivel comprenden:

- Las mismas especificadas en el Nivel 1, mas:



- El personal debe recibir un especial entrenamiento para la manipulacion
de estos organismos.

- El personal debe ser sometido a inmunizacion (cuando sea posible) para
los agentes que estan manipulando.

«  Debe tenerse acceso facil a elementos que permitan rapidamente la
descontaminacion de la piel u otra region del cuerpo que accidentalmente
tome contacto con el material patdgeno.

- Ante cualquier accidente debe de inmediato comunicarse al Jefe del
Laboratorio.

- Deben usarse campanas de flujo laminar o gabinete de bioseguridad.

- Deben disenarse medidas de proteccion, en el uso de procedimientos que
generan aerosoles, como centrifugacion, agitacion, sonicacién, molienda,
inoculacién animal, cosecha de grandes cantidades de material infeccioso.

- Debe mantenerse un aseo diario con descontaminacion quimica de los
laboratorios, y procurar una disposicion fisica de facil acceso para ser
aseado.

- Todo material que salga del laboratorio debe hacerse en aparatos
especiales, cerrados y sometidos a autoclave.

Nivel 3 Permite la manipulacion de microorganismos autdctonos (indigenous) o
externos (exotic), los que pueden provocar enfermedades serias o letales como resultado,
especialmente, de la inhalacién. Es aplicable en particular a diagndstico clinico e
investigacion.

Las medidas de Bioseguridad son las mismas del Nivel 1y 2, alo que se agrega:

- El personal debe estar especialmente entrenado.

- El laboratorio debe tener puertas de seguridad, existir medidas de control
del acceso, ductos de salida del aire de ventilacion, y presion negativa, de
manera que el aire entre al laboratorio.

- Deben usarse gabinetes de seguridad biologica de clase 1 6 2, los cuales al
igual que otras superficies de trabajo, deben ser decontaminadas luego del
trabajo.

- El material contaminado debe eliminarse en receptaculos cerrados, a
prueba de pérdidas de liquidos, y es preferible una autoclave interior para
su esterilizacion previa a la salida del laboratorio.

- La ropa de uso en el laboratorio, guantes, mascarillas, etc, debe ser
eliminada o esterilizada en receptaculos cerrados.

«  Deben tomarse las medidas de proteccion en la manipulacion de muestras,
cultivos o animales que generen aerosoles infectantes.

- El personal debe ser vacunado cuando exista una vacuna disponible.

34



Nivel 4. Permite la manipulacién de agentes de alto riesgo, y externos, los que
implican una seria amenaza de vida.

Las medidas de Bioseguridad son las mismas de los Niveles 1 al 3; respecto de
este ultimo, deben ser llevados al maximo nivel de seguridad.

El ideal sera un cuerpo de edificio separado o en su defecto una unidad aislada.
Deben agregarse las siguientes medidas:

Gabinetes de Bioseguridad de tipo 3.

Ningtn material debe salir del laboratorio sin ser previamente esterilizado,
cuyo ideal es la autoclave de doble puerta.

Solo debe haber acceso a personal entrenado y de servicio en esa Unidad,
el que debe entrar a través de una pieza de vestir, con duchas, ademas de
la ropa de trabajo debe wusar guantes, mascarillas y cubrirse
adecuadamente la cabeza.

Los materiales deben ingresar a través de una ventana doble.

El personal debe ser vacunado cuando exista una vacuna disponible.

Los agentes patogénicos de interés en Chile, agrupados de acuerdo a su
nivel de riesgo, se pueden apreciar en el Anexo 3.

Consulte, ademas, el Anexo 2 sobre disefios de laboratorios de seguridad.

Nivel 5. Se denomina nivel 5 de Bioseguridad y clase 5 para referirse a
microorganismos patégenos o genéticamente modificados que se introducen al pais.

Para ellos, en primer término, debe haber una expresa autorizacion de €l o los
organismos del Estado encargados de este tipo de control. Su manejo en el laboratorio
debe, de acuerdo a su identificacion taxondmica, seguir los niveles recomendados para
cada caso. Si se desconoce su identidad u otro detalle de su patogenicidad o genética,
debe aplicarse el nivel 4 mientras no se logre conocer su total identificacion y
caracteristicas bioldgicas.

8.4. Bioseguridad en el manejo de plantas infectadas con
microorganismos patogenos.

El manejo de los microorganismos patogenos de plantas, no difiere
sustancialmente del manejo de microorganismos patogenos para el hombre. Aun cuando
en su gran mayoria no afectan al ser humano directamente, pueden causarle problemas
pulmonares, a la vista, etc., si no son manipulados en forma adecuada. Por otra parte, la
gran mayoria de los microorganismos patégenos de plantas pueden causar problemas al
hombre y a animales de pastoreo, que puedan ingerir tejidos vegetales infectados, en los
cuales se encuentran presentes toxinas excretadas por estos microorganismos (hongos y



bacterias). Los agentes patdgenos de interés especialmente en Chile, se pueden apreciar
en el Anexo 4.

Sin embargo, en la manipulacion de microorganismos patogenos de plantas, debe
considerarse que su diseminacion puede causar graves problemas a la agricultura, y por
lo tanto, deben controlarse ademas de la manipulacion, el traslado de microorganismos
de un lugar a otro, junto con el traslado de plantas que puedan estar infectadas. A nivel
de laboratorio, el material bioldgico (microorganismos y plantas infectadas) no debera
ser retirado sin previa autorizacion del Jefe de Laboratorio, y en ningin caso debe
permitirse el traslado de plantas infectadas o no infectadas con patdgenos a casas
particulares.

Se recomiendan las siguientes medidas para el trabajo seguro con micro-
organismos patdgenos de plantas (bacterias, hongos, virus, viroides, fitoplasmas, etc.):

1.  Para evitar la propagaciéon no-intencional del patoégeno, se recomienda
separar fisicamente los lugares de crecimiento del material vegetal infectado
de los lugares de crecimiento del material vegetal “sano”.

2. Se prefiere una estructura permanente (cdmara de crecimiento dentro de un
edificio, o invernadero), pero una estructura temporal bien mantenida
también es adecuada (ej. tineles invernaderos).

3. El recinto de propagacion de las plantas infectadas debe resistir las
condiciones climaticas locales para evitar la fuga de material vegetal.
4. Los recintos utilizados para el crecimiento de las plantas deben tener puertas

que se sellan bien y que se puedan cerrar con llave, restringiendo tanto el
flujo de vectores, como la entrada de personas. Se recomienda la instalacion
de dos puertas entre el recinto donde se cultiva las plantas infectadas y el
medio ambiente y se debe capacitar al personal para no dejar ambas puertas
abiertas al mismo tiempo.

5. Es posible que no todos los recintos para el cultivo de plantas contengan
plantas infectadas. Por lo tanto, se debe poner letreros indicando cudles son
los lugares que poseen plantas infectadas, indicando el nombre del
investigador responsable.

6.  Las superficies donde crece el material vegetal debe ser de facil limpieza y
resistentes a cloro u otros desinfectantes.

7. El piso debe ser permanente, solido y de facil lavado.

8.  Se debe evitar el ingreso de vectores animales (por ejemplo insectos,

roedores, etc.) al recinto mediante el uso de mallas protectoras u otras
medidas apropiadas (ej. franjas y sellos de goma en las puertas).

9. En el caso de invernaderos para el crecimiento de plantas infectadas, se
requiere la eliminacion de plantas de la vecindad inmediata del invernadero
mediante el uso de herbicidas y/o pavimentacion.

10. Se debe evitar el contacto directo de las plantas infectadas con el suelo,
paredes y repisas, manteniéndolas en maceteros u otros recipientes. Los
maceteros u otros recipientes no se deben disponer directamente en el piso, si
no que en repisas, estantes, bandejas, etc.
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11.  Se recomienda que el agua contaminada (por ejemplo por exceso de riego) no
entre al desagiie comun.

12.  El recinto utilizado para el crecimiento y manipulacion de plantas infectadas
debe tener instalaciones para el lavado y desinfeccion del material y personal
de trabajo (lavadero). Del mismo modo, se requiere de mecanismos de
esterilizacion de los materiales y desechos contaminados antes de botarlos.
En el caso de una autoclave, éste debe estar en el mismo edificio que el lugar
en que se cultivan las plantas, aunque se permite el traslado de material
infectado a otro edificio si este traslado se realiza en un recipiente
adecuadamente cerrado (caja, bolsa, etc.). La incineracion es otra alternativa
que esta permitida.

13. Se requiere el uso de delantales y guantes, especialmente al trabajar con
patogenos transmisibles mecanicamente.

14. En el laboratorio, patégenos en cultivo y plantas infectadas deben
mantenerse guardados en frascos sellados bien rotulados.

15.  Se debe capacitar al personal que usara las instalaciones para que tome las
medidas adecuadas para prevenir la diseminaciéon de patdgenos al medio
ambiente.

8.5. Bioseguridad en el manejo de los virus.

Todos los virus capaces de infectar al hombre deben ser manipulados a un nivel 2
o mayor de seguridad. Los virus de otras especies animales deben ser también
manipulados a estos niveles, ya que en ocasiones pueden infectar y causar alguna
patologia en humanos, zoonosis. Este es el caso de algunos virus, como el virus de la
Encefalitis Equina del Este, los Hantaviruses, o el Ebola. De particular consideracion al
respecto son los Arbovirus, virus transmitidos por artropodos (del inglés arthropod-
borne viruses), algunos de los cuales son capaces de causar enfermedades severas en el
hombre. Tanto para los virus de especies animales como para los virus de plantas se
debe considerar su potencial impacto en el medio ambiente chileno y por lo tanto,
observar todas las normas para su manipulaciéon y contencién. Estrictas normas al
respecto han sido dictadas por las Instituciones controladoras de las actividades
agricolas, ganaderas y forestales. De particular importancia dentro de este grupo es el
virus de la fiebre aftosa.

Mientras se elabora un catalogo chileno con la clasificacion de riesgo para los virus
que incluya todos los agentes virales conocidos y se define el nivel de seguridad para su
manipulacion, se propone observar la clasificacion sefialada en el “Catalogue of animal
viruses & antisera, chlamidae & ricketsiae” de la American Type Culture Collection
(American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852-
1776). En este catdlogo se sefiala si un virus requiere permiso del Servicio de Salud
Publica, por su potencial peligro para la salud humana, del Departamento de
Agricultura, por su potencial peligro para las actividades agricolas y ganaderas, y
ademas se destacan los virus clase III que deben ser manipulados con niveles de
seguridad 3 6 4.
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Virus del grupo de Bioseguridad nivel 2. (Los virus transmitidos por
artropodos se identifican con un asterisco).

Solo los virus que se pueden asociar con enfermedad animal o humana se
han incluido en esta lista. Los agentes relacionados en este grupo pueden estar
presentes en sangre, liquido céfalo-raquideo (LCR), sistema nervioso central y
otros tejidos, y en artropodos infectados (indicados con un asterisco),
dependiendo del agente y del estadio de la infeccion.

Adenoviridae
Adenoviruses, todos los serotipos.
Arenaviridae

Virus de la coriomeningitis linfocitaria (cepas adaptadas al laboratorio)

Complejo virus Tacaribe: Tamiami, Tacaribe, Pichinde.
Bunyaviridae*

Género Bunyavirus, Bunyamwera y virus relacionados.

Grupo de la Encefalitis de California, incluyendo LaCrosse, Lumbo y

liebre de raqueta.

Género Phlebovirus.

Todas las especies excepto el virus de la fiebre del Valle del Rift.
Caliciviridae - todos los aislamientos (incluyendo Hepatitis E y Norwalk)
Coronaviridae

Coronavirus humano, todas las cepas.

Virus de la gastroenteritis transmisible de los cerdos.

Virus de la encefalomielitis hemaglutinante de los cerdos.

Virus de la hepatitis murina.

Coronavirus Bovino

Virus de la peritonitis infecciosa felina.

Virus de la bronquitis infecciosa aviar

Coronavirus canino, de la rata y del conejo
Flaviviridae*

Virus de la fiebre amarilla (cepa vacuna 17D).

Virus del dengue (serotipos 1,2,3,4).

Virus Kunjin.

Virus de la Hepatitis C (manejo de muestras clinicas).

Hepadnaviridae
Virus de la hepatitis B, incluye agente Delta.

Herpesviridae

Alfaferpesvinae:

Género Simplexvirus: todos los aislamientos, HHV 1 y HHV 2, excepto
Herpes B virus (grupo de riesgo bioldgico nivel 4).

Género Varicellovirus: todos los aislamientos, incluyendo virus
varicella/zoster.
(HHYV 3) y virus de la pseudorrabia

Betaherpesvirinae



Género Cytomegalovirus: todos los aislamientos, incluyendo CMV (HHV
5).

Género Muromegalovirus: todos los aislamientos.

Gammaherpesvirinae

Género Lymphocryptovirus: Epstein Barr Virus (HHV 4) y aislamientos
de EB-like.

Género Rhadinovirus: todos los aislados (excepto H. ateles y H. saimiri,
ver Grupo de riesgo bioldgico de nivel 3).

Género Thetalymphocryptovirus: todos los aislamientos.

Herpesvirus innominados: incluye HHV 6 (human a- lymphotrophic
virus), HHV 7, HHV 8§, etc.

Orthomyxoviridae

Género Influenzavirus:

Influenza virus tipo A, todos los aislamientos.

Influenza virus tipo B, todos los aislamientos.
Influenza virus tipo C, todos los aislamientos.
Papovaviridae
Género Papillomavirus: todos los aislamientos.
Género Polyomavirus: todos los aislamientos.
Paramyxoviridae
Género Paramyxovirus: todos los aislamientos.
Género Pneumovirus: todos los aislamientos.
Parvoviridae
Género Parvovirus: todos los aislamientos.
Picornaviridae
Género Aphthovirus.
Género Cardiovirus - todos los aislamientos.
Género Enterovirus - todos los aislamientos.
Género Hepatovirus - todos los aislamientos (Hepatitis A).
Género Rhinovirus - todos los aislamientos.
Poxviridae
Chordopoxvirinae (poxvirus de vertebrados).
Género Capripoxvirus.
Género Molluscipoxvirus.
Género Yatapoxvirus.
Género Avipoxvirus - todos los aislamientos.
Género Leporipoxvirus - todos los aislamientos.
Género Orthopoxvirinae - todos los aislamientos (excepto Viruela y
Viruela de los monos ver en Nivel 4).
Género Parapoxvirus: todos los aislamientos.
Género Suipoxvirus: Swinepox.
Todos los otros Poxvirus de vertebrados no agrupados.
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Reoviridae

Género Orbivirus - todos los aislamientos.

Género Orthoreovirus, tipos 1, 2 y 3.

Género Rotavirus - todos los aislamientos.

Retroviridae

Género Oncornavirus C

Subgénero Oncornavirus C aviar - todos los aislamientos.
Subgénero Oncornavirus C de mamiferos - todos los aislamientos
excepto HTLV-I, HTLV-IL

Género Oncornavirus B - todos los aislamientos.
Lentivirinae - todos los aislamientos excepto HIV-I, HIV-IL
Spumavirinae - todos los aislamientos.
Rhabdoviridae
Género Vesiculovirus (Todas las cepas adaptadas al laboratorio).
Género Lyssavirus: Virus de la rabia (Virus fijado).
Togaviridae
Género Alphavirus®.
Virus del bosque de Semliki Sindbis.
O'Nyong-Nyong.
Virus del rio Ross.
Encefalitis equina de Venezuela (Solo cepa TC-83).
Género Rubivirus.
Virus de la Rubéola.
Género Pestivirus.
Virus de la diarrea bovina.
Virus de la enfermedad de la frontera.
Género Arterivirus.
Virus de la arteritis equina.
Virus no clasificados
Toroviridae.
Otros virus de hepatitis.
Virus de la enfermedad de Borna.
Astrovirus.
Agentes de la infeccion neuropatica cronica (CHINAs).

Virus del grupo de Bioseguridad nivel 3. (Los virus transmitidos por
artrépodos se identifican con un asterisco).

Arenaviridae;
Virus de la coriomeningitis linfocitaria, cepas neurotrdpicas.
Bunyaviridae;
Bunyavirus no clasificados.
Virus Hantaan, Virus de la fiebre hemorragica y nefrosis epidémica de
Corea, incluyendo el virus responsable del sindrome pulmonar por
Hantavirus (virus sin nombre SNV; virus Andes, ANDV).



Virus de la fiebre del Valle del Rift.
Flaviviridae*;
Virus de la fiebre amarilla (tipo salvaje).
Virus de la encefalitis de San Luis.
Virus de la encefalitis japonesa.
Virus de la encefalitis del valle de murria.
Powassan.
HCV (cultivo experimental ex vivo).
Herpesviridae,:
Herpesvirus ateles.
Herpesvirus saimiri.
Retroviridae
Virus de la leucemia/linfoma de células T humanas (ver nota al pie).
Virus del mono Mason-Pfizer.
Virus de la inmunodeficiencia simia (SIV) (Virus de primates no
humanos), Virus del tumor mamario murino (MMTV).
Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV - todos los aislamientos) (ver
nota al pie).
Rhabdoviridae
Género Vesiculovirus (wild type strains).

Género Lyssavirus.

Virus de la rabia (virus de la calle).
Togaviridae,

Género Alphavirus®.

Virus de la encefalitis equina oriental.

Chikungunya.

Virus de la encefalitis equina de Venezuela (excepto cepa TC-83).

Virus de la encefalitis equina occidental.
Virus sin clasificar (el nivel de las precauciones depende de la naturaleza de las
manipulaciones y de la cantidad de sueros o de materiales de bio/necropsia que
se manejen).

Agentes de las neuropatias infecciosas crénicas (CHINAs), Kuru.

Agente del Creutzfeldt-Jakob

NOTA: Los laboratorios que se dediquen primariamente al
aislamiento e identificacion de HTLV, HIV, HCV, pueden realizar
estas actividades en laboratorios de nivel 2 de contencion
(requerimientos fisicos) usando requerimientos operativos de
nivel 3. Sin embargo, todas las actividades de investigacion y
produccion  necesitan la  aplicacion de requerimientos
operacionales y fisicos de contencion de nivel 3 ya que la cantidad
de agente viral infeccioso que se maneja es alta.




Virus del grupo de Bioseguridad nivel 4 (Los virus transmitidos por
artrépodos estin marcados con un asterisco).

Arenaviridae:
Virus Lassa.
Junin.
Machupo.
Sabia.
Guanarito.
Bunyaviridae*:
Género Nairovirus, Fiebre hemorragica de Congo-Crimea.
Filoviridae:
Virus Marburg.
Virus Ebola.
Flaviviridae*:
Complejo de las encefalitis transmitidas por garrapatas, incluyendo la
encefalitis de primavera-verano de Rusia; Virus del bosque de Kyasanur;
Virus de la fiebre hemorragica de Omsk.
Herpesviridae:
Alphaherpesvirinae,
Género Simplexvirus
Virus Herpes B (virus de los monos).
Poxviridae

Género Orthopoxvirinae
Viruela, Monkeypox.

8.6. Bioseguridad en el manejo de vectores virales y virus
quimeéricos.

Una particula viral recombinarte se define como un virus genéticamente
modificado, que porta uno o mas genes de origen no viral que sirve de vehiculo para el
trasporte de estos genes a un blanco bioldgico (célula). Los vectores virales aprovechan
las estrategias desarrolladas evolutivamente por los virus para poder infectar células
para introducir informacién génica en una célula blanco. Se caracterizan por permitir
una alta eficiencia de la transferencia de genes, en comparacién con estrategias
alternativas como son los vectores no virales (moléculas coadyuvantes que facilitan el
ingreso de acidos nucleicos a las células). Los virus utilizados con mayor frecuencia en
protocolos de transferencia genética son: los retrovirus, los adenovirus, los virus
asociados a adenovirus y los virus de herpes simplex. Idealmente el disefio del vector
viral asegura que éste sdlo sirve para el transporte de material génico exdgeno siendo
incapaz de dar origen a nuevas particulas virales replicativas en las células transducidas.
En consecuencia, se entiende que un vector viral no puede producir ningn escape ni
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reversion en formas virulentas. Por ello, los vectores virales basicos (no incluyen genes
exogenos, y carecen de genes virales que permitan su replicacién) se clasifican dentro del
grupo de riesgo biologico de nivel 2 y deben ser manejados en un laboratorio de
Bioseguridad de nivel 2 (BS-2) y en un gabinete de seguridad de nivel 2. Sin embargo, el
riesgo biologico real de un vector viral (vehiculo) puede variar a un nivel de
Bioseguridad mayor. El nivel de riesgo bioldgico real de estos vectores estd determinado
por el riesgo bioldgico, para el operador y el ambiente, de él o los genes exdgenos que
éste porta asi como por el tropismo de la particula viral recombinante. El tropismo viral
se refiere a la capacidad de una particula viral de interactuar con una célula blanco de
manera especifica. Existe una gran gama vectores virales con diferente tropismo que
varia entre aquellos de amplio tropismo (capaces de infectar un gran nimero de tipos
celulares diferentes y no se encuentran restringidos a una sola especie) a aquellos que
presentan un tropismo extremadamente selectivo (capaces de infectar un solo tipo
celular de una especie en particular). En consecuencia, para determinar el nivel de
Bioseguridad real de un vector viral se debe considerar el tropismo de éste y adicionar la
evaluacion del riesgo potencial que representa €l o los genes exdgenos introducidos en
vector.

Los virus recombinantes que contienen una mezcla de genes de dos o mas virus
diferentes merecen una consideracion especial. Dentro de esta categoria se incluye a los
virus de genoma completo y los replicones de genoma trunco. Sin embargo, la
clasificacion en los grupos de riesgo respectivo debe hacerse considerando la habilidad
de estos virus quiméricos de replicar en cultivo celular y en modelos animales, sus
patrones de virulencia o atenuacion con respecto a las cepas parentales, y capacidad de
reversion hacia especies de alta virulencia y patogenicidad con respecto a las cepas
parentales. Dependiendo de los pardmetros anteriores los virus quiméricos deben ser
manejados en un laboratorio de Bioseguridad de nivel 2 (BS-2) o 2 y en un gabinete de
seguridad de nivel 2.
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9. Bioseguridad en el manejo de animales de
experimentacion.

Los animales de experimentacion se definen como todos aquellos metazoarios
(animales multicelulares) que seran albergados en recintos de investigacién, temporal o
permanentemente y abarca especies tanto de crianza especifica para fines de
investigacion como aquellas obtenidas desde el ambiente natural. Existen normas
especificas para distintos tipos de animales y en relacion a Bioseguridad, se distinguen
respecto a su posible riesgo para la salud humana, para la agricultura y para el medio
ambiente.

El uso de animales de experimentacion, obliga a las instituciones donde se usan
estos recursos a facilitar el establecimiento de practicas que permitan garantizar
razonablemente los niveles de seguridad, calidad y cuidado, asi como el bienestar fisico
y psicolodgico de los animales cuando se trata de organismos vertebrados (peces, anfibios,
reptiles, aves y mamiferos). Del mismo modo, el laboratorio que alberga a los animales
de experimentacion debera poseer una infraestructura y ubicaciéon apropiada en el
sistema de laboratorios.

Los niveles de seguridad requeridos expresados por las facilidades necesarias en
las practicas y operaciones deberan ser comparables, tanto si se trata de agentes
infecciosos in vivo como in vitro.

Idealmente, el laboratorio que utiliza animales de experimentacion destinados a
estudios de enfermedades infecciosas o no, debera estar fisicamente separado de los que
realicen otro tipo de actividades, tales como produccién de animales, cuarentena, o uso
de ellos sin material infeccioso.

Estos laboratorios se construirdn con “areas limpias” y “dreas sucias” para reducir
el peligro de contaminacion cruzada y facilitar su limpieza.

Se ha descrito un sistema de cuatro niveles para la realizacion de las practicas de
seguridad en los equipos y facilidad para experimentar con animales y agentes sobre los
cuales se conoce o no, que puedan producir infecciones en el hombre.

Estos cuatro niveles de seguridad para el manejo de animales de laboratorio,
proveen las recomendaciones minimas para el desenvolvimiento de los trabajos.

9.1. Niveles de Bioseguridad para el trabajo con animales
de experimentacion.

Esta seccion se refiere principalmente al trabajo con mamiferos, ya que representan
la principal fuente de riesgo biologico para el investigador y la comunidad. Sin embargo,
otras especies pueden presentar riesgos similares (como aves) por lo que medidas de
contencion y resguardo deben implementarse de una manera similar a la aqui descrita.
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Nivel 1

1. Recomendaciones Generales:

Las puertas de acceso a la pieza de los animales, que se abriran hacia
adentro, tendran cada una un sistema de cierre automatico y deberan
permanecer cerradas cuando los animales de experimentacion estén en ellas.
La superficie de trabajo debera decontaminarse antes y después de utilizar
material viable.

No estara permitido comer, beber, fumar o guardar comida para uso
humano, en las salas de animales en experimentacion.

El personal debera lavarse las manos después de trabajar con los cultivos y
los animales y antes de abandonar la sala de inoculaciones.

Todos los pasos deberan realizarse cuidadosamente con el fin de minimizar
la produccion de aerosoles.

2. Practicas Especiales:

Retirar la cama de las cajas con el maximo cuidado para evitar la formaciéon
de aerosoles.

Las cajas seran lavadas manualmente o con maquina. La temperatura final
del agua de enjuague debera ser de 82,2 °C.

La ropa de trabajo tal como guardapolvos, batas o gorros, se debera guardar
en una pieza especial. El personal se vestira con las mismas antes de entrar
en las salas de inoculaciones. Es recomendable utilizar estas ropas dentro del
area de trabajo y no en otras.

3. Contenedores Especiales. No se requieren equipos de contenedores especiales,
cuando se usan animales de un nivel de BS-1.

4. Instalaciones para los animales:

El animal estara en una jaula, disefiada y construida para favorecer su
limpieza y alojamiento.

Se debera poseer lavatorios para el lavado de manos.

Cuando sea necesario que las ventanas de las salas permanezcan abiertas,
éstas deberan estar resguardadas con una tela metalica.

Es recomendable que la direccion del flujo de aire sea interna, y que el
proceso para eliminar el aire se realice sin que haya recirculacion dentro de
las habitaciones.
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Nivel 2

1. Recomendaciones Generales. Deben incorporarse los puntos que se recomiendan
en el Nivel 1.

2. Practicas Especiales:

Las cajas seran descontaminadas especialmente por autoclave antes de su
limpieza o lavado.

Se debera proveer de mascaras de cirugia a todo el personal.

Debera utilizarse dentro de las salas de inoculaciones el vestuario protector,
y se debera retirar inicamente después de haberse completado las tareas.

El responsable del area limitara el acceso a las personas sefialando el peligro
potencial. En general, aquel personal con mayor riesgo potencial de adquirir
una infeccién, no serd autorizado a penetrar en las salas de inoculacién.

El responsable del area dispondra de un sistema de vigilancia, y el personal
estara advertido del peligro potencial y, obviamente, inmunizado.

Cuando el agente infeccioso por utilizarse requiere condiciones especiales,
por ejemplo vacunaciones, se debera colocar un signo de peligro especial
junto con el simbolo universal de Bioseguridad en la puerta de entrada.

Se debera indicar el agente infeccioso, lista de nombres y teléfonos del
personal responsable y los requerimientos especiales para entrar en el area.
Se debera tener especial cuidado para evitar la contaminacion de la piel con
el agente infeccioso, se deberdn usar guantes cuando el contacto sea
inevitable.

Todos los desperdicios de la sala seran apropiadamente decontaminados
preferiblemente mediante autoclave, antes de descartarse. Las carcasas de los
animales infectados serdn incineradas y transportadas las cajas
convenientemente cerradas.

Se utilizaran unidades de agujas y jeringas desechables, para la inyeccion o
aspiracion de fluidos infecciosos. Una vez utilizadas, se decontaminaran por
autoclave, antes de eliminarlas.

La limpieza de los pisos de la sala debera realizarse con un trapo embebido
en la solucion desinfectante apropiada.

Las muestras de suero consideradas como de riesgo para el personal, seran
apropiadamente recolectadas y convenientemente guardadas.

Si es necesario disponer de muestras adicionales, la extraccion se realizara en
forma periodica, de acuerdo a las facilidades de trabajo.

La o las salas para el manejo de animales de este nivel, deben estar dotadas
de los equipos que permitan cumplir adecuadamente lo dispuesto en cada
uno de los puntos descritos.

3. Contenedores Especiales. Se utilizaran cabinas de seguridad bioldgica o bien
equipos especiales de proteccion, anteojos y otros, como mascaras, etc., cuando el

peligro potencial de formacion de aerosoles se haga real. Esto incluye necropsia
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de los animales infectados, recoleccion de tejidos, fluidos, huevos infectados,
inoculacion intranasal de los animales y manipulacion de grandes volimenes de
material infeccioso.

Instalaciones para los animales. Se considerara lo ya recomendado en los 4
puntos del Nivel 1, y ademas para decontaminar el material infeccioso, se debe
instalar una autoclave en el edificio donde se encuentran los animales
inoculados.

Nivel 3

1.

Recomendaciones Generales. Deben incorporarse los puntos que se recomiendan
en el Nivel 1.

Practicas Especiales. Se aplicara lo indicado en los puntos del Nivel 2 a los cuales
se agrega lo siguiente:

- Si existen lineas de vacio se debera proteger con filtros HEPA y una trampa
con solucidn desinfectante.

- El personal estara provisto de botas, protectores de calzado y debera utilizar
bafios y desinfectantes para los pies.

Contenedores Especiales:

- El personal se protegera con ropas y/o equipos para todos los procedimientos
con los animales infectados y con material infeccioso,

- El riesgo de los aerosoles provenientes de los animales infectados o de las
camas, se evitara colocando los animales en cajas especiales con un sistema
de compartimentos de contencidn parcial, las que se colocaran en gabinetes o
campanas de flujo laminar, a su vez el fondo de la caja debe tener un sistema
de filtros absorbentes u otro dispositivo similar.

Instalaciones para los animales:

- Las cajas para los animales seran construidas en material que facilite su
limpieza y cuidado.

- Deberan estar ubicadas en areas separadas y tendran acceso restringido al
transito del personal dentro del edificio.

«  El pasaje a través de dos habitaciones contiguas, se realizara por puertas y
corredores de acceso.

- La separacion fisica sera provista por puertas dobles.

- En el interior las superficies de paredes, techos y pisos deberan ser
resistentes al agua y facilmente lavables. Estas superficies deberan ser
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convenientemente selladas para facilitar una fumigacion o recontaminacion
del espacio.

- Se debera proveer de lavatorios para el lavado de las manos accionados con
los pies o una palanca. Estara ubicado en la sala y cerca de la puerta de
salida.

- Las ventanas seran cerradas y selladas.

- Las puertas tendran cierre propio y permaneceran cerradas, mientras los
animales estén presentes.

- Debera ubicarse una autoclave, los materiales seran esterilizados dentro del
laboratorio y transportados en cajas cerradas hacia el exterior.

- Debera proveerse de un eficiente sistema de ventilacion.

- No debera haber recirculacion de aire dentro del edificio.

- El personal debera verificar la direccion del flujo de aire dentro del
laboratorio.

- El aire filtrado hacia el exterior proveniente de cabinas de seguridad
bioldgica tipos I y II, debera serlo a través de filtros HEPA.

Nivel 4

Recomendaciones Generales. Deberan incorporarse los puntos que se
recomiendan en el Nivel 1 y ademas las cajas para los animales deberan
esterilizarse por autoclave antes de proceder a su limpieza.

Practicas Especiales. Se utilizaran los criterios de los puntos del Nivel 3 a los
cuales se agregan los siguientes:

- Estan autorizadas a penetrar en el area de trabajo solamente las personas que
lo realicen, o bien aquellas que designe el responsable de las actividades. Las
personas que entren en estas areas deberan conocer las instrucciones y los
procedimientos para la entrada y salida.

- Determinados  grupos  humanos como  nifos, embarazadas,
inmunodeficientes e inmunodeprimidos podrdan aumentar su riesgo, o
adquirir la infeccién, por lo cual la entrada debera estar absolutamente
restringida.

- Debera establecerse un protocolo para las situaciones de emergencia.

Contenedores Especiales. Los animales de laboratorio de este nivel de seguridad
seran alojados dentro de cabinas de seguridad bioldgica, clase 3, en cajas con
tapas y en ambientes con presion positiva.

Instalaciones para los animales:
- Las salas donde se alojaran los animales estaran ubicadas en edificio

separado o en una zona claramente delimitada dentro del edificio.
- Estaran provistas de puerta doble, autoclave y camara de fumigacion.
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- Las paredes, pisos y techos, estaran construidos de modo tal que se pueda
realizar un sellado interno, que facilite la fumigacion para eliminacién de los
insectos. Las superficies internas seran resistentes a los liquidos y agentes
quimicos, utilizados en la descontaminacion del area. Toda filtracion a través
de las estructuras debera ser evitada mediante sellado.

- Se minimizaran las superficies tales como soportes para luces, conductos de
aire, etc, para evitar zonas sucias, que exijan un proceso de
descontaminacion. Se proveera de un lavador automatico de manos, el que
estard ubicado cercano a la puerta de salida.

- Si existe un sistema de vacio, el mismo debera estar provisto de filtros HEPA,
para permitir una descontaminacion del drea. Otros liquidos o servicio de
gas deberan estar suficientemente protegidos para evitar la produccion de

reflujo.

- Las puertas externas por las que penetraran los animales deberan tener cierre
de seguridad propio.

- Las ventanas seran de material resistente a las roturas y deberan estar
selladas.

«  Se debera proveer de una autoclave de doble puerta. La puerta que se abra
hacia el area externa, se abrira tinicamente cuando el ciclo de esterilizacién
haya sido completado.

- Deberan existir camaras de fumigacion o equipos de descontaminacion
equivalentes para el material que no se puede colocar en la autoclave.

- Los efluentes liquidos de las piletas, cabinas y pisos, etc, seran
decontaminados por calentamiento antes de ser descartados. Esto se realizara
con sistemas mecanicos o bien bioldgicos, usando un registro termométrico y
microorganismos indicadores con susceptibilidad a los patrones de
temperatura. Los liquidos de lavado de las estructuras serdn decontaminadas
con desinfectantes quimicos, de probada eficacia.

« Se utilizardn sistemas de ventilacién individuales, estaran provistos de
mandmetros que mediran los diferentes niveles de presion, el equipo tendra
alarma sonora para sefialar el mal funcionamiento del sistema.

- El aire que recircula en las salas donde estan alojados los animales, debera
filtrarse a través de filtros HEPA. El aire que se descarta hacia el exterior,
debera hacerlo a través de filtros HEPA, los que estaran ubicados cerca de los
laboratorios para reducir el peligro potencial de largos conductos de aire.

- El aire que se descarte de las cabinas de seguridad de Clase I y II sera
controlado y certificado cada seis meses.

- Las areas de trabajo tendran presién positiva, descontaminantes quimicos
para usar en las superficies, un sistema de luz de emergencia, y un sistema
de autoclave de puerta doble para permitir la descontaminacién de las ropas
y materiales del area.

Cuando se trabaja en experimentos con animales de laboratorio existen dos
fuentes de peligro:



- Enfermedades que se transmiten al hombre y que fueron natural o
experimentalmente adquiridas.
- Elmaterial infeccioso utilizado en el desarrollo de la experiencia.

En el primer caso, la colonia de animales excreta el agente infeccioso por heces,
orina, saliva, aire expirado y la transmision es posible cuando se sostiene el animal, en
las inhalaciones, en la limpieza de las cajas, en el contacto con la sangre y tejidos durante
la necropsia.

Existe, ademas, una categoria de animales que padecen una infeccién subclinica,
son potencialmente infecciosos y a medida que progresa la enfermedad, la misma se
expresa con la sintomatologia clinica y deberan, por lo tanto, ser descartados.

Determinadas enfermedades como Brucelosis, Célera, Histoplasmosis, Hepatitis,
Leptospirosis, Poliomielitis y Tuberculosis, son transmitidas al hombre a través de las
heces y la orina.

Por ello, deberan seguirse las siguientes practicas higiénicas y de control en el manejo de
los mismos:

= Cuando se produzcan heridas:

> Se deberd lavar con abundante agua y jabon.

> Se recibird inmediata asistencia médica, y se aplicara sobre la zona de la lesion,
una solucion de antiséptico.

» El animal que ha producido la lesion, deberd ser identificado, anestesiado y
examinado.

> La asistencia médica tendrd en observacion al paciente por un periodo no
menor de tres semanas.

> Se debera notificar al CIB.

= Los bioterios deben tener un sistema separado especial de cuarentena y
observacion, especialmente con los animales que por alguna razén son remitidos
desde el exterior.

= Un especial cuidado se tendra en estos casos frente al riesgo potencial de Rabia, en
el manejo de perros y gatos.
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Por todo lo expresado, se podra concluir que todo
procedimiento de laboratorio microbioldgico, desde la llegada de la
muestra hasta su procesamiento, constituye un peligro para el
operador.

La sustitucion por técnicas mas seguras o el conocimiento de los
peligros potenciales, hard que los mismos se puedan evitar o bien
minimizar, para que la seguridad en la utilizaciéon de reactivos
bioldgicos sea una realidad diaria.

Respecto a los microorganismos o tipo de muestras que se
someteran a experimentos con animales, en los Anexos 3 y 4 se
indican las medidas de Bioseguridad para el manejo de las muestras
como de los animales infectados de acuerdo a su nivel de riesgo.

9.2. Uso de animales modificados genéticamente.

Hoy dia es posible realizar modificaciones a nivel genético de practicamente
cualquier especie animal. La transgénesis es una practica comun en muchos centros de
investigacion dada la posibilidad de utilizar diversos tipos de vectores para transferir
material genético (ADN) al genoma de los eucariontes. La transgénesis per se, no
representa necesariamente un riesgo adicional para el manipulador de los animales salvo
que el transgen contenga genes de organismos patogenos o toxinas (péptidos
neurotoxicos, venenos de serpiente o de insectos, etc.). Por lo tanto, el principal riesgo en
el uso de estos animales es su escape involuntario al medio ambiente donde el transgen
pudiera tener la oportunidad de transferirse a otras especies o a individuos de la misma
especie que habitan en el ambiente natural. En este sentido, las principales medidas de
Bioseguridad se refieren a la contencion de los animales y al manejo de los residuos (ver
seccion siguiente). Obviamente se espera que estas mismas medidas impidan el acceso a
los animalarios a animales externos al laboratorio (roedores, insectos, etc.).

Para los efectos de estas recomendaciones, entenderemos por organismo
genéticamente modificado, aquel que posee en su genoma secuencias de ADN
provenientes de una manipulacién experimental, y cuya transferencia se origine ya sea
de manera vectorial (plasmidos, virus naturales o manipulados por ADN recombinante,
transposones) o indirectamente por generacion de un organismo a partir de células o
nucleos celulares modificados in vitro (clonacion o generacion de organismos
quiméricos). En este contexto, embriones de raton infectados con un vector retroviral en
algunas de sus células, se consideran genéticamente modificados para los efectos de este
manual.
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La generacion de un animal transgénico en un laboratorio o su importacion desde
otro centro de investigacion o de distribucion debe ser precedida por la entrega de la
informacion respectiva al CIB de la institucion donde trabaja el investigador. Se debe
proveer informacién acerca de la especie animal en cuestion, del método de transferencia
génica usado y del material genético introducido (mapas de vectores, secuencias, sitios
de integracion en el genoma, nivel y sitio de expresion, secuencias codificantes,
procedimiento para determinar la presencia del transgen en el organismo como PCR,
etc.), lugar de almacenamiento, investigador responsable y personal autorizado para su
uso y manipulacion.

Los recintos donde se almacenen animales genéticamente modificados deben tener
un nivel de seguridad adecuado para limitar el acceso solamente al personal que los
manipula y la némina de este personal debe estar en poder del CIB. Debe explicitamente
prohibirse acceso al recinto a personas ajenas a las labores de mantencién o
experimentacion con los animales y es aconsejable rotular el acceso principal con el
nombre de la especie almacenada y con el simbolo de riesgo biolégico. (Si esta rotulacion
aumenta el peligro potencial de ingreso de personas no autorizadas puede prescindirse
de él, por ejemplo en los lugares amenazados por activistas). También debe indicarse el
nombre del investigador responsable y teléfonos de contacto para casos de emergencia.
El personal debe cumplir con las normas indicadas arriba respecto a vestimenta y
practicas de manipulacidn segun sea el tipo de animal.

Nos referiremos en especifico a los diferentes animales de experimentacion que
pueden ser modificados genéticamente. Cada tipo de especie puede estar sujeto a
normas especificas del Estado para su internacién, uso y mantencién y por lo tanto
deben respetarse estas indicaciones y obtenerse los permisos respectivos de las
autoridades (Servicio de Salud, Servicio Agricola y Ganadero, Servicio Nacional de
Pesca, etc.). No cubriremos en esta seccion los procedimientos especiales requeridos para
aquellos animales transgénicos que ademas sean usados para experimentacion con
agentes infecciosos. Para ello debe referirse a lo expuesto en el capitulo 8.

Mamiferos. Las recomendaciones detalladas en la seccién anterior aplican para
el uso de ratones y ratas genéticamente modificadas y debe observarse un manejo al
menos de nivel 3, en lo posible nivel 4, atin cuando los animales no sean portadores de
agentes infecciosos. Esto se debe a que estos animales normalmente son criados en
condiciones Specific Pathogen Free (SPF) por lo que deben permanecer durante toda su
vida en condiciones estériles hasta el momento de su uso experimental o su desecho. En
el vivero deben existir sistemas de contencion fisica adecuadas para imposibilitar el
escape de los animales: jaulas con sello de seguridad, doble puerta en el vivero, solapas
en la parte inferior de las puertas que impidan el paso de los animales, trampas, etc. El
edificio que alberga el vivero debe idealmente estar incomunicado de otras instalaciones
para dificultar el transito y escape de los animales.

52



Para otros mamiferos genéticamente modificados, la implementacion de viveros y
protocolos de uso deben seguir criterios similares. Aquellos animales que, por su tamafio
o requerimientos, deban mantenerse al aire libre, deben ser manejados de acuerdo a la
normativa ambiental y agricola vigente para evitar su contacto con especies silvestres
(CONAMA, SAG).

Aves v reptiles. Las aves y reptiles modificados genéticamente deben
mantenerse en espacios habilitados que provean resguardos de contencion similares a
aquellos usados para mamiferos pequenos. En lo posible, debe limitarse la posibilidad

de vuelo de las aves, condicion que ofrece mayores oportunidades de escape.

Anfibios y peces. Estos animales seran mantenidos en viveros especializados

de acuerdo a las condiciones requeridas para cada especie. Algunas especies de uso
comun en laboratorios pueden sobrevivir en el ambiente natural de nuestro pais y
pueden prosperar significativamente (por ejemplo, ranas del género Xenopus o
salmoénidos). Otras especies que puedan sobrevivir fuera del agua (ranas y sapos), deben
mantenerse en recintos que posean barreras fisicas especiales que impidan su escape al
medio ambiente. Dado que son organismos acuaticos, debe velarse porque ellos no
escapen por desagiies; para ello, las tuberias de desagiie deben contener medidas
especiales de retencién de los animales, incluyendo embriones y larvas. Para ello se
deben implementar barreras e idealmente, un sistema de esterilizacion de las aguas
servidas por iluminacién UV. Los peces transgénicos en particular estan sujetos a
normativas del SERNAPESCA, organismo que debe emitir los certificados de
importacion y uso correspondientes.

Insectos v otros invertebrados. Nuevamente debe procurarse la
contencion fisica de todo material bioldégico modificado genéticamente, tanto los

animales adultos como sus células, huevos, embriones o larvas. Estas barreras seran
fisicas (salas especiales, puertas de acceso especiales, trampas, contenedores especiales,
etc.) y de procedimiento. Al igual que para animales mayores, deben existir
consideraciones especiales si se trata de animales voladores o acuaticos. Los insectos
voladores (por ejemplo, Drosofila) representan un problema serio de contencion por lo
que deben seguirse las normas establecidas por el SAG para ellos. Por ejemplo, deben
mantenerse en habitaciones selladas, con doble puerta, con rejillas sobre los sistemas de
ventilacion que no permitan el paso de los animales, etc.

9.3. Manejo de los desechos

Los desechos producidos a partir del trabajo con animales naive o genéticamente
modificados no deben ser eliminados directamente hacia el medio ambiente. Por
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desechos entendemos carcasas, tejidos, células, fluidos corporales y residuos tanto
solidos como liquidos. Luego de la eutanasia o procedimiento, el material biolégico debe
ser esterilizado, preferentemente por medio de autoclave o almacenado en congelador
para su posterior procesamiento. Todo este material debe ser llevado a incineraciéon y no
debe ser eliminado por ningun otro mecanismo. El traslado del material de desecho al
lugar de recepcion para la incineracion, debe realizarse en bolsas plasticas firmes y
rotuladas con el simbolo de riesgo bioldgico internacional (Fig. 2, pag. 11).
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10. Bioseguridad en el manejo de plantas de
experimentacion.

El uso de plantas de experimentacion, obliga a las instituciones donde se usan
estos recursos a facilitar el establecimiento de practicas y de infraestructura que
permitan garantizar razonablemente los niveles de seguridad, calidad y cuidado, sobre
todo para el medio ambiente. Esto es sumamente importante cuando se trata de plantas
de especies infectadas con patogenos, o plantas genéticamente modificadas (GM).
Ademas, varias de las especies utilizadas en la investigacion cientifica, por ejemplo
Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana no son endémicas de Chile. Del mismo modo, el
laboratorio que alberga a las plantas de experimentacién deberd poseer una
infraestructura (invernadero o cdmara de crecimiento) y ubicacién apropiada en el
sistema de laboratorios.

Se ha descrito un sistema de distintos niveles para la realizacion de experimentos
con plantas GM en términos de la Bioseguridad, tanto para la salud humana como para
el medio-ambiente. Para proteger el medio ambiente, a continuaciéon, se detallan las
normas para el trabajo seguro con estos organismos, asumiendo que la planta GM no
representa un riesgo mayor para la salud humana que la planta silvestre (ver referencia
40 en pag. 100). Sin embargo, en aquellos casos en que se pretenda realizar experimentos
con plantas expresando mayores cantidades, o diferentes toxinas, alergenos u otros
compuestos con actividades biologicas nocivas que se encuentran ausentes en la planta
no-modificada, se deberia recurrir a la autoridad correspondiente (SAG) antes de
comenzar los experimentos.

+ Se recomienda que el lugar de propagacion de plantas GM esté fisicamente
separado de los lugares en que se realicen otras actividades relacionadas tales
como la propagacion de plantas “tipo silvestres”. Es decir, que estos
laboratorios deben construirse de tal modo de implementar sectores de "area
limpia" y "area sucia" para reducir el peligro de contaminacion cruzada y
facilitar su limpieza.

+ El recinto de propagacion de las plantas GM debe resistir las condiciones
climaticas locales para evitar la fuga de material vegetal.

+ Se prefiere una estructura permanente (camara de crecimiento dentro de un
edificio, o invernadero), pero una estructura temporal bien mantenida también
es adecuada (e.g. tuneles invernaderos).

+ Se debe controlar el acceso al recinto de crecimiento de plantas GM. Las
puertas deben sellarse bien, y deben mantenerse cerradas con llave en ausencia
de personal calificado. Se recomienda la instalaciéon de dos puertas entre el
recinto donde se cultiva las plantas GM y el medio ambiente y se debe
capacitar al personal que no se deberia dejar ambas puertas abiertas al mismo
tiempo

+ Es posible que no todos los recintos para el cultivo de plantas contengan
plantas GM. Por lo tanto, se deben poner letreros indicando cuales son los

55



lugares que poseen plantas GM, indicando el nombre del investigador
responsable.

Mantener el recinto limpio y ordenado, utilizando repisas resistentes a cloro u
otros agentes desinfectantes.

El piso debe ser permanente, sélido y de facil lavado.

Se debe evitar el ingreso de vectores animales (por ejemplo insectos, roedores,
etc.) al recinto mediante el uso de mallas protectores u otras medidas
apropiadas (ej. franjas y sellos de goma en las puertas).

En el caso de invernaderos, se requiere la eliminacién de otras plantas en la
vecindad de lugar de material vegetal GM, mediante el uso de herbicidas y/o
pavimentacion.

Se debe evitar el contacto directo de las plantas GM con el suelo, paredes y
repisas, manteniéndolas en maceteros u otros recipientes. Los maceteros u
otros recipientes no se deben disponer directamente en el piso, si no que en
repisas, estantes, bandejas, etc.

Se recomienda que el agua contaminada (por ejemplo por exceso de riego) no
entre al desagiie comun.

Se recomienda la instalacién de lavaderos y alfombras pegajosas en la entrada
del recinto para controlar la diseminacion de material GM.

Se requiere la esterilizacion de todos los desechos GM antes de botarlos. Esto
incluye maceteros, medios de crecimiento ademas de las plantas GM. Se
recomienda utilizar un autoclave, aunque la incineracién es una alternativa.

Se recomienda el uso de delantales, los cuales no deben salir al aire libre sin
estar protegidos (por ejemplo en una bolsa)

El traslado de plantas de un recinto a otro (ej. al laboratorio) se debe realizar en
una forma que minimice la diseminacion de material vegetal (polen, semillas,
etc.), mediante el uso de recipientes cerrados (ej. cajas o bolsas).

Se debe evitar la diseminacion de polen y semillas mediante el uso de bolsas en
las flores (ej. Arabidopsis y tabaco).

Se debe capacitar al personal que usara las instalaciones para que tome las
medidas adecuadas para prevenir la diseminaciéon de plantas GM al medio
ambiente.
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11. Bioseguridad en las investigaciones que hacen uso
de moléculas de ADN recombinante.

11.1. Generalidades.

El acelerado desarrollo que ha experimentado en los ultimos afios un conjunto de
nuevas técnicas de manipulacion de seres vivos y materiales bioldgicos, a expensas de
los avances de la biologia molecular, en diversas tecnologias del ADN recombinante,
tales como la electroporacion, la microinyeccion nuclear, la fusién celular, la producciéon
de animales y plantas transgénicos, ratones “knockout”, “gene targeting”, clonacion de
animales de diversas especies, etc., ha planteado la necesidad de regulaciones y controles
de la investigacion y de los productos producidos con estas técnicas, ante la posibilidad

de impactos negativos de ellos tanto en la salud humana como en los ecosistemas.

Los objetivos generales de estas regulaciones son la proteccion de la salud y del
medio ambiente y la ayuda a la investigaciéon y desarrollo en el campo de la
biotecnologia. Para ello deben existir normativas reguladoras y estructuras
organizativas, que garanticen un nivel razonable de seguridad, que permita el desarrollo
de un clima de apoyo por parte de la comunidad cientifica y de la opinién publica en
general, al continuo avance cientifico y tecnoldgico en este campo.

Definiremos una molécula de ADN recombinante (ADN-r) como aquella
construida fuera de la célula viva mediante tecnologia que permite la unién de
fragmentos de ADN, natural o sintético, con moléculas de ADN (vectores) que pueden
replicarse en una célula viva. Hay que considerar, ademas, como equivalente del ADN
natural a trozos o fragmentos de ADN sintético no funcionales, pero que pudieren
activarse bajo ciertas circunstancias o dar origen a un polipéptido potencialmente tdxico,
por ejemplo una toxina.

Quedan incluidas ademas, dentro del término de ADN-r todas aquellas moléculas
de ADN disefiadas, manipuladas o construidas in vitro segin se describe en el parrafo
anterior que, luego de introducirlas en una célula, se producen in vivo por unién de
segmentos de ADN natural enriquecido o sus equivalentes sintéticos al ADN
intracelular. En general, pueden ser considerados ADN-r todos los arreglos gendmicos
que resultan de la introduccion de ADN proveniente de organismos diferentes o cepas
del mismo organismo.

Se incluye en la categoria de ADN-r todos aquellos fragmentos sintéticos o
naturales que, aunque carecen de codificacion genética para proteinas (definida ésta por
una secuencia de codones con significado bioldgico) corresponden a regiones de control
de la expresion génica como promotores, terminadores, enhancers, silenciadores, o
codifican segmentos no traducidos, como UTRs, intrones o RNA estructurales (tRNAs,
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rRNAs, U-RNAs, micRNAs, snRNAI, viroides, etc.) que eventualmente se transcriben y
que pudieran expresarse in vivo con una funcién estructural o regulatoria.

Resulta bastante dificil establecer normas de Bioseguridad que puedan ser
supervisadas y controladas por disposiciones generales y a nivel nacional. No obstante,
en este contexto, se hace imprescindible establecer normas minimas que se cumplan en
todas las instituciones o laboratorios en las que se emplea tecnologia que generan ADN
recombinarte. Ellas deberian incluir:

+ Procedimientos o métodos empleados en los laboratorios de Microbiologia.

+ Instalaciones de laboratorios que proporcionen las barreras fisicas necesarias
seglin la estimacion del peligro que presentan los agentes bioldgicos. Sobre
estas normas ya se han dado especificaciones en el capitulo destinado a
Manipulacion de Patégenos, las que pueden ser consultadas por el lector.

En el caso de los experimentos con ADN recombinante se debe considerar ademas,
la aplicacion de barreras bioldgicas especificas relacionadas con la manipulacion y
descarte de estas moléculas, a fin de reducir la probabilidad de propagacion del ADN
recombinante hacia el exterior (por ej. evitando el descarte directo de ADN-r al desagiie).

La seguridad de las actividades del trabajo con ADN recombinante depende de los
investigadores y personas que las realizan. Se estima dificil prever todas las situaciones
posibles. El criterio personal es un factor esencial en la proteccion de la salud y el medio
ambiente.

Como parte de la responsabilidad de los cientificos, al presentar proyectos de
investigaciéon que involucran tecnologias de ADN-r, al igual que con el manejo de
patogenos o radioisotopos, se debe incorporar en dichos proyectos una declaracion de
conocimiento cabal de las regulaciones basicas de Bioseguridad con el compromiso
escrito que se seguiran, de acuerdo a las normas establecidas y sus respectivas
actualizaciones. En este aspecto debe ser preocupacion del Investigador Responsable del
proyecto en cuestion, velar por el cumplimiento de estos requisitos por parte de su
grupo de trabajo, realizando u organizando las capacitaciones necesarias para ello.
Debera disefiar e implementar anticipadamente, ademas, planes de emergencia en caso
que accidentalmente se produzcan derrames quimicos, bioldgicos o de radioisétopos que
eviten o reduzcan la contaminacién del personal, asi como investigar los accidentes en
los laboratorios relacionados con las investigaciones con ADN-r. El personal del
laboratorio debe ser instruido de los posibles peligros de las sustancias quimicas y
bioldgicas y las precauciones que deben tomarse. Debe instruirse y capacitar al personal
(auxiliar especialmente) para crear un ambiente seguro y con conocimiento de la forma
en que se debe proceder en caso de accidentes y emergencias.

Los CIBs deben establecer las medidas de control del trabajo con ADN
recombinante y la supervision necesaria para que éstas se cumplan.
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11.2. Normas y barreras bioldgicas especificas.

Los experimentos con ADN-r se pueden dividir en 4 clases, en relacion al control
que sobre estos experimentos debe ejercerse.

+ Experimentos que requieren autorizaciéon de alguna agencia estatal y su
aprobacion por el CIB de la institucion albergante de la investigacion, antes de
su iniciacion.

+ Experimentos que solo requieren de aprobacion del CIB respectivo antes de su
iniciacion.

+ Experimentos que requieren sélo de una notificacion al CIB antes de su
iniciacion.

+ Experimentos exentos.

Experimentos que requieren autorizacion de alguna agencia estatal y la aprobacién del
CIB, antes de su iniciacion.

Basicamente incluye experimentos que implican modificaciéon genética de un
microorganismo, planta o animal que eventualmente pueda ser liberado al medio
ambiente.

Los experimentos que pertenecen a esta categoria no podran iniciarse sin la
presentacion previa de la informacion pertinente sobre el experimento propuesto a las
autoridades estatales correspondientes, y la aprobacion especifica del CIB. Los
organismos de control redactaran un formulario para efectuar esta solicitud, el que debe
contener:

+ Investigacion propuesta, objetivos, justificacion de la solicitud de permiso.

+ Antecedentes sobre el organismo modificado: Clasificacion taxonémica, ciclo
de vida, capacidad de transferencia génica.

+ Genes introducidos: fuente y funcion del manipulado, caracteristicas del
organismo dador, posible impacto en el receptor.

+ Metodologia: descripcion de la metodologia para generar las moléculas
hibridas, mecanismo de introduccién del organismo en estudio.

+ Estabilidad genética y expresion de los genes manipulados. Contencion
propuesta: fisica y/o bioldgica.

Para el caso de organismos liberados al medio ambiente se deberia tener en
cuenta, ademas aspectos como:

+ Consideraciones ecoldgicas en cuanto al papel del organismo modificado en el
ecosistema.

+ Reproduccion y/o diseminacion del organismo modificado.

+ Interacciones bioldgicas: efecto sobre competidores, hospederos, parasitos.
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+ Indicar las condiciones del ensayo en campo y medidas de contencién si se
requieren (ej. plantas transgénicas, efecto del viento en diseminacion de polen,
presencia de animales herbivoros, insectos diseminadores, etc.).

+  Monitoreo del experimento de campo.

+ Evaluacién de riesgo.

Las condiciones de contencién para tales experimentos seran las recomendadas en
este manual, y las establecidas por las autoridades correspondientes en el momento de
aprobarse el experimento en cuestion. Dichos experimentos también requieren la
aprobacion del CIB antes de su iniciacion. Ademads, deberan considerarse las
restricciones establecidas por ley que definen especies protegidas, areas protegidas y
experimentos acotados especificamente en lo referente a la manipulacion del genoma
humano, en particular embriones y la prohibicion de clonacion de éstos (Ley 20.120).

Estos experimentos comprenden:

+ Formacion deliberada de ADN-r que contiene genes para la biosintesis de
moléculas toxicas de efectos letales en los vertebrados a una DL50 de menos de
100 nanogramos por kilogramo de peso (ej. toxinas microbianas tales como las
toxinas botulinicas, toxina tetanica, toxina diftérica, neurotoxina de Shigella
dysenteriae, genes codificantes para oncogenes). Se ha dado aprobaciéon
especifica a la clonacién en E.coli K-12 de genes que contienen el ADN con el

cddigo genético para la biosintesis de moléculas tdxicas que tienen efectos
letales en los vertebrados en dosis entre 100 nanogramos y 100 microgramos
por kilogramo de peso. Los niveles de contencién para estos experimentos
deben ser determinados por la agencia estatal que corresponda y aprobados y
verificados por el CIB correspondiente.

+ La liberacién deliberada en el medio ambiente de cualquier organismo que
contenga ADN-r, excepto ciertos organismos especificos, cuya liberacion
dependera de las normas y condiciones que establezcan las autoridades del
sector respectivo.

+ La transferencia deliberada de una caracteristica que confiera a los
microorganismos resistencia a los medicamentos (ej. antibidticos), la cual no
sea adquirida en forma natural, y que comprometa el uso de medicamentos
para el control de agentes patdgenos en el campo de la medicina humana o
veterinaria o en la agricultura.

+ La transferencia deliberada de ADN recombinante o de ADN o ARN a seres
humanos. Estos experimentos, ademas deben contar con el informe de la
Comisién de Etica respectiva.

Experimentos que solo requieren la aprobacion del CIB antes de su iniciacion.

Los investigadores que lleven a cabo experimentos pertenecientes a esta categoria,
deben presentar al CIB correspondiente, con anterioridad a la iniciacion de los
experimentos, un protocolo detallado que contenga la siguiente informacion:
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+ Una descripcion de la(s) fuente(s) del ADN.

+ Lanaturaleza de las secuencias del ADN insertadas.

+ Los hospederos y vectores que se han de utilizar (ej. E. coli y plasmido).

+ Si se hara un intento deliberado de obtener la expresion de un gen extrafio y,
en caso afirmativo, qué proteina se producira.

+ Las condiciones de contencion especificadas en estas normas. Este protocolo
debera estar fechado y firmado por el investigador y se presentara solo al CIB
local.

Al momento de presentar un proyecto para postular a fondos concursables, sean
estos provenientes del estado, empresa privada, consorcio o fondos extranjeros, el
proyecto debera incluir una declaracion del investigador responsable del proyecto que
resguarde la Bioseguridad para los operadores experimentales y el medio ambiente,
siguiendo las normas apropiadas citadas en este manual y citando el conocimiento de las
mismas.

El CIB examinara todas estas propuestas antes de comenzar los experimentos. Los
pedidos para un grado menor de contencidén en experimentos pertenecientes a esta
categoria podran ser considerados por las autoridades correspondientes bajo
condiciones bien especiales. En este grupo estan comprendidos:

Sub-grupo a
Experimentos en los que se emplean agentes patégenos humanos o animales
(agentes de Nivel de Bioseguridad 2, 3, 4 y 5. Ver capitulo sobre Manejo de Patégenos
como sistema hospedero-vector, y Anexo 3).
+ Experimentos en los que se introduce el ADN-r en los agentes de Clase 2, los
que se deben llevar a cabo en condiciones de contencion de Nivel de BS-2.
+ Experimentos en los que se introduce ADN-r en agentes de Clase 3, deben
llevarse a cabo en condiciones de contencién de Nivel de BS-3.
+ Experimentos en los que se introduce ADN recombinante en agentes de Clase
4, pueden llevarse a cabo en condiciones de contencion Nivel de BS-4.
+ Experimentos que impliquen uso de agentes de Nivel 5, las condiciones de
contencion para introducir el ADN-r en agentes importados al pais (Nivel BS-
5), se estableceran para cada caso en particular, y de acuerdo con el reglamento
especifico del pais en lo que respecta al manejo de agentes patdgenos extrafios
a su territorio.

Sub-grupo b

Experimentos en los cuales el ADN proveniente de agentes patdgenos de humanos
o animales (niveles de Bioseguridad 2, 3 y 4) se clona en sistemas de hospedero-vector
procaridticos o eucarioticos inferiores no patogenos.



¢

Los experimentos con ADN-r en los que el ADN de agentes de Clase 2 o Clase
3 se transfieren a organismos procarioticos o eucaridticos inferiores no
patdgenos, pueden llevarse a cabo en condiciones de contenciéon de nivel de
BS-2.

Los experimentos con ADN-r en los que el ADN de agentes de Clase 4 se
transfiere a organismos procarioticos o eucarioéticos inferiores no patdgenos,
pueden llevarse a cabo en condiciones de contencion de Nivel de BS-2, después
de haberse demostrado que sdlo una fraccion, irreversiblemente defectuosa,
del genoma del agente se encuentra presente en un recombinante dado. A falta
de esta demostracidn, las condiciones de contencién seran de Nivel de BS-4.

Los experimentos pertenecientes a Nivel de BS-1 o minimo estardn exentos de
atenerse a estas normas.

Las autoridades correspondientes determinaran las condiciones de contencion
correspondientes a los experimentos en los que el ADN de los agentes de Clase 5
(agentes patdgenos introducidos al pais) se transfiere a organismos procaridticos o

eucaridticos inferiores no patégenos después de examinar cada caso.

Sub-grupo c
Experimentos en los que se emplean virus infecciosos de ADN o de ARN animal o

vegetal o virus defectuosos de ADN o de ARN animal o vegetal en presencia de virus
auxiliares en sistemas de cultivo de tejidos animal o vegetal.

¢

Los experimentos en los que se emplean virus infecciosos o defectuosos
pertenecientes a la Clase 2, 3 6 4 pueden llevarse a cabo en presencia de virus
auxiliares en las condiciones de contenciéon Niveles de Bioseguridad 2, 3 y 4
descritas respectivamente para cada clase de agente infeccioso.

Los experimentos en los que se emplean virus infecciosos o defectuosos
pertenecientes a la Clase 5 podran realizarse en presencia de virus auxiliares,
solo después de analizar el riesgo en cada caso, y de acuerdo con las normas
que establezcan las autoridades sanitarias correspondientes.

Los experimentos en los que se emplean virus animales o vegetales infecciosos
o defectuosos en presencia de virus auxiliares y que no se contemplan en lo
descrito anteriormente, pueden llevarse a cabo en condiciones de contenciéon
de Nivel de BS-1.

Sub-grupo d
Experimentos con ADN recombinante en los que se emplean plantas o animales

enteros.
¢

El ADN-r o las moléculas de ARN derivadas de éste, procedentes de cualquier
fuente, excepto aquellas que representen una fracciéon mayor de dos tercios de
un genoma virico eucariotico, pueden transferirse a cualquier organismo
vertebrado no humano y propagarse en condiciones de contencion fisica
comparable al Nivel de BS-1 y apropiadas de aplicar al organismo objeto de
estudio. No obstante, es importante que el investigador haya demostrado
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previamente que la fraccién del genoma virico empleado no conduzca a una
infeccion viral productiva en un modelo celular homologo in vitro.

¢+ Cuando en los experimentos se emplean plantas y animales enteros no
especificados en el parrafo anterior, el CIB de la institucion albergante de la
investigacion determinara las condiciones apropiadas de contencion.

Subgrupo e

Experimentos en los que se emplean mas de 10 litros de cultivo. El CIB decidir4 las
condiciones apropiadas de contencién. Cuando corresponda se prepararan normas de
contencion fisica para el uso en gran escala de organismos que contienen moléculas de
ADN recombinante.

Experimentos que solo requieren notificacion al CIB en el momento de iniciarse.

Experimentos no incluidos en las secciones anteriores de este capitulo. Todos esos
experimentos pueden llevarse a cabo en condiciones de contenciéon del Nivel de BS-1.
Para los experimentos pertenecientes a esta categoria se requiere un protocolo detallado,
fechado y firmado por el investigador, y presentado al CIB local en el momento de la
iniciacion del experimento. El CIB examinard todas esas propuestas, pero no se requiere
que el CIB efecttie el examen antes de la iniciacion del experimento.

Experimentos que implican la formacion de moléculas de ADN-r que contienen menos de
dos tercios del genoma de cualquier virus eucariotico.

Las moléculas de ADN-r que contienen menos de dos tercios del genoma de
cualquier virus eucariético (considerandose idénticos todos los virus de una misma
familia) pueden propagarse y mantenerse en células de cultivos de tejidos en
condiciones de contencion de Nivel de BS-1. En dichos experimentos debe demostrarse
que las células carecen de virus auxiliares para las familias especificas de los virus
defectuosos que se estan utilizando. En presencia de virus auxiliares debera recurrirse a
los procedimientos indicados en la seccion sobre virus (9.5 y 9.6).

Nota: E1 ADN puede contener fragmentos de genoma de virus procedentes de mas
de una familia, pero cada fragmento debe ser de menos de dos tercios de un genoma.

Experimentos exentos
Se eximen o exceptian de estas normas las siguientes moléculas de ADN
recombinante, y no es necesaria la inscripcion del experimento en el CIB:

+ Las que no existen en organismos o virus (ej. secuencias de adaptadores
sintéticos con sitios de restriccion para realizar “linker mutagenesis”).
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+ Las que constan enteramente de segmentos del ADN de una sola fuente no
cromosdmica o virica, aunque uno o mas de los segmentos sean equivalentes
sintéticos (ej. plasmidos o virus nativos no asociados a patogenicidad que
pueden contener segmentos sintéticos pero de su propia secuencia).

+ Las que constan enteramente del ADN de un hospedero procariotico, incluidos
sus plasmidos o virus autdctonos cuando se propagan sélo en ese hospedero (o
una cepa estrechamente relacionada de la misma especie) o cuando se
transfieren a otro hospedero por medios fisioldgicos bien establecidos.

+ Los compuestos enteramente de ADN procedente de un hospedero eucariotico,
incluidos sus cloroplastos, mitocondrias o plasmidos (pero excluidos los virus)
cuando se propagan solo en ese hospedero (o una cepa estrechamente
relacionada de la misma especie).

+  Ciertas moléculas especificas de ADN recombinante que consisten enteramente
en segmentos de ADN procedentes de especies diferentes que intercambian
ADN por medio de procesos fisiologicos conocidos, aunque uno o mas de los
segmentos sean equivalentes sintéticos.

¢+ Otras clases de moléculas de ADN recombinante si las autoridades, con
asesoramiento de la agencia que corresponda, después de la debida
notificacion, encuentran que no presentan riesgos significativos para la salud o
el medio ambiente.

Existen otros grupos de experimentos de ADN-r que pueden o no pueden eximirse
de estas normas, y que se detallan a continuacion:

+ ADN recombinante en cultivo de tejidos. Las moléculas de ADN recombinante
que contengan menos de la mitad de cualquier genoma virico eucaridtico
(considerandose idénticos todos los virus de una sola familia), propagadas y
mantenidas en células de cultivos de tejidos, estan eximidas de cumplir con
estas guias, salvo las excepciones que se enumeran a continuacion:

- Los experimentos descritos en la seccion 1 para los que se requiere el
examen especifico de una agencia estatal y la aprobacion del CIB antes de
su iniciacion.

- Los experimentos en los que se emplea ADN de organismos de las clases
3,4 6 5 o de células reconocidamente infectadas con estos agentes.

- Los experimentos en los que se recurre a la introduccion deliberada de
genes que contienen el codigo para efectuar la biosintesis de moléculas
toxicas en vertebrados.

+ Experimentos en los que se emplean sistemas de hospedero-vector con E. coli
K12 o sus derivados mutantes de genotipo conocido. Los experimentos en los
que se emplean estos sistemas de hospedero-vector, se eximen de cumplir con
estas guias siempre que:



el hospedero E. coli no contenga plasmidos capaces de conjugarse o fagos
transductores generalizados, y

se utilicen como vectores bacteriéfagos lambda o derivados lambdoides o
Ff, o plasmidos incapaces de conjugarse. Por otra parte, los experimentos
en los que se inserta en E. coli K-12 el ADN de organismos procarioticos
que intercambian informacion genética con E. coli pueden realizarse con
cualquier vector de E.coli K-12 (gj. un plasmido conjugable). Cuando se
emplea un vector no conjugable, el hospedero E. coli K-12 puede contener
plasmidos capaces de conjugarse ya sea autéonomos o integrados, o fagos
transductores generalizados.

Para estos experimentos eximidos de cumplir con las normas se recomiendan
condiciones de contencion fisica Nivel de BS-1. Sin embargo, hacen la
excepcion a esta norma:

Los experimentos descritos en la secciéon 1, que requieren examen
especifico de una agencia estatal y aprobacion del CIB antes de su
iniciacion.

Los experimentos en los que se efecttia la clonacion deliberada de genes
que contienen codificacion para la biosintesis de moléculas tdxicas en
vertebrados.

Experimentos en los que se emplean sistemas hospedero-vector con levaduras
del género Saccharomyces. Los experimentos en los que se emplean sistemas
hospedero-vector con Saccharomyces cerevisiae o con Saccharomyces wovarum se
eximen de cumplir con estas guias, a excepcion de los que se enumeran mas
adelante.

Para estos experimentos eximidos de cumplir con las guias, se recomiendan
condiciones de contencion fisica Nivel de BS-1. Sin embargo, hacen la

excepcion a esta norma:

Experimentos que requieren la autorizacién de una agencia estatal y la
aprobacion del CIB antes de su iniciacion (descritos en pag. 59).
Experimentos en los que se emplean organismos de la clase 3, 4 6 5 o
células reconocidamente infectadas con estos agentes. Estos pueden
realizarse en las condiciones de contencion indicadas en la seccion 2,
previo examen y aprobacion del CIB.

Experimentos en gran escala (ej. mas de 10 litros de cultivo) requieren el
examen y aprobacién previos del CIB.

Experimentos en los que se recurre a la clonacion deliberada de genes
que contienen el codigo para la biosintesis de moléculas tdxicas en los
vertebrados.

Experimentos en los que se emplean sistemas hospedero-vector con Bacillus
subtilis. Cualquier cepa de Bacillus subtilis espordgena que no vuelva a producir
esporas con una frecuencia mayor de 107 (1 bacteria en 10 millones) puede
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emplearse para clonar ADN, con excepcion de los experimentos que se
enumeran mas adelante.

Para los experimentos de laboratorio eximidos se recomiendan las condiciones de
contencion fisica Nivel de BS-1.

+ DPara los experimentos de fermentacién en gran escala se recomiendan las
condiciones de contencion fisica Nivel de BS-1 a gran escala. Sin embargo,
después de examinar el CIB los datos apropiados de un sistema determinado
de hospedero-vector, se permite cierta libertad en la aplicacion de las
condiciones. No obstante, hacen excepciones a esta norma:

- Experimentos descritos en la secciéon 1 que requieren el examen y
aprobacion especificos de una agencia estatal y del CIB antes de su
iniciacion.

- Experimentos en los que se emplean organismos de la Clase 3, 4 6 5 o
células reconocidamente infectadas con estos agentes. Estos pueden
realizarse en las condiciones de contencion indicadas en la seccidn,
previo examen y aprobacion del CIB.

- Experimentos en gran escala (mas de 10 litros de cultivo).

- Experimentos en que se recurre a la clonacion deliberada de genes que
contienen el cdédigo para la biosintesis de moléculas tdéxicas en
vertebrados.

+ Elementos extracromosomicos de bacterias Gram-positivas. Se eximen de estas
guias las moléculas de ADN recombinantes enteramente derivadas de
elementos extracromosémicos de los organismos enumerados a continuacion,
incluidos los vectores como fago Lambda, derivado Lambdoide o fagos del
tipo filamentoso, también lalmados Ff, o plasmidos incapaces de conjugarse,
propagados y mantenidos en diversos microorganismos Gram-positivos®.

+ No obstante, se exceptiian de esta norma:

- Los experimentos que se describen en la pagina 59, que requieren
autorizacion de una agencia estatal y aprobacion del CIB antes de su
iniciacion.

- Los experimentos en gran escala (v.gr, mas de 10 litros de cultivo)
requieren el examen y aprobacion previos del CIB.

El manejo de cualquier otra bacteria Gram-positiva, no especificada en la lista en el
pie de pagina debe ser consultado al CIB.

® Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis,
Bacillus amylosacchariticus, Bacillus anthracis, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Clostridium acetobutylicum, Lactobacillus casel,Listeria grayi, Listeria
monocytogenes, Sreptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus  sanguis,
Streptococcus salivarious, Sreptococcus cremoris, Streptococcus pneumoniae, Sreptococcus avium,
Streptococcus faecalis, Sreptococcus anginosus, Streptococcus lactis, Streptococcus mutans,

Streptococcus equisimilis, Streptococcus thermophylus, Streptococcus milleri, Sreptococcus durans.
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11.3. Clasificacion de agentes etiologicos.

Para los experimentos en investigaciones con ADN recombinante en nuestro pais,
se usara la misma clasificacion de Agentes Etioldgicos dados en los Anexos 3 y 4, y que
representan aquellos que por ahora tienen en Chile un interés directo e inmediato, o se
visualiza su uso en un futuro no lejano.

El uso de cualquier microorganismo no especificado en esas listas, debe ser
consultado al CIB.

11.4. Regulacion sobre manejo y liberacion al ambiente de
organismos modificados genéticamente.

En la actualidad y debido al incremento de la investigacién Biotecnoldgica que
involucra desarrollar organismos transgénicos (plantas—microorganismos — animales), en
muchos paises ya existen normas sobre este tema y en particular para controlar su
liberacion al ambiente.

En general, estas normas son similares a las que regulan los experimentos con
ADN-r, con algunas disposiciones propias, lo cual puede consultarse en las Referencias
36 y 37 (pag. 99-100), las que, a su vez, contienen numerosas otras referencias de
disposiciones sobre el tema.
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12. Bioseguridad en el manejo de isotopos radiactivos
(radiontuclidos).

12.1. Conceptos y definiciones generales.

El uso de isétopos radioactivos (IR) se ha constituido en una metodologia de
investigaciéon en las mas variadas areas de la salud, industria y educacion. La
investigacion en Ciencias Bioldgicas y exploracion clinica en Medicina Humana también
esta haciendo importante uso de los radioisotopos en nuestro pais. Esto ha llevado, tanto
a organismos de Gobierno como aquellos que albergan laboratorios en los que se
manipulan estos elementos a desarrollar politicas de control que permitan un manejo
adecuado, que disminuyan el riesgo tanto del operador como de otras personas que
indirectamente puedan ser afectadas por radiaciones derivadas de un uso inadecuado de
estos elementos.

Existe en la actualidad una extensa literatura y en el caso de Chile en particular,
disposiciones legales para abordar el problema del efecto nocivo de las radiaciones,
especialmente de las ionizantes, asi como una serie de otros aspectos que escapan a la
intencion de esta Normativa y que pueden con ventaja ser consultadas (Ver referencias:
10, 11, 13, 15-24 en pags. 97-98)).

Por otra parte, es nuestra idea que aunque esta normativa tiene una orientacion
general, sirva particularmente al uso de los investigadores en Ciencias Bioldgicas o
Biotecnologia, dando al mismo tiempo una vision de lo que acontece a nivel clinico.

Las instituciones que albergan proyectos de investigacién que usan IR (is6topos
radiactivos) deben a su vez, a través de su CIB, controlar el buen manejo de estos
elementos, aportar las disposiciones e instalaciones generales para su mejor empleo y
disefiar normativas de uso interno que complementen aquéllas dadas en Chile por la
autoridad competente en estas materias, asi como las que deriven de este Manual.

Las radiaciones ionizantes se definen como aquéllas cuyas particulas cargadas, y/o
fotones, generan iones al atravesar la materia contra la que impactan. Cuando esta
radiacion se produce sobre tejidos vivos producen cambios mas o menos profundos,
dependiendo de la radiosensibilidad del sistema, de la cantidad y tipo de radiacién,
energia y dosis absorbida. La ionizacion puede involucrar dafio a la célula, ntcleo y
estructuras moleculares en grado variables.

El efecto en los seres vivos puede ser agudo o crénico, y afectar a células somaticas
o germinales, dependiendo de la tasa de dosis y de la dosis® total de radiacién que se
reciba. En el caso de una dosis aguda, por sobre 1 Gray (100 Rad)”, a cuerpo entero,

5 Dosis: Es la cantidad de radiacion absorbida.
'Gray (Gy) = Unidad de radiacién absorbida, igua0@ Rad.
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produce el sindrome agudo de radiacion. Este, segtin la dosis recibida, puede expresarse
a través del sindrome de médula ésea, gastrointestinal, o del sistema nervioso central.

La radiacion puede producir otras manifestaciones como carcinogénesis
(Leucemia, Céncer tiroideo, etc.), Inflamacién (dermatitis, rectitis actinica), Cataratas o
bien efectos genéticos.

Estos cambios, particularmente son a dosis altas, generan en el ser humano, en
particular, un conjunto de sintomas macroscdpicos y a nivel celular que se engloban bajo
el nombre de “Enfermedad por radiacion” y pueden o no ser reversibles, dependiendo
justamente de la dosis de radiacion absorbida.

Es necesario sefialar ademas, que el efecto de las radiaciones puede no ser
inmediato, sino con tiempo variable de latencia como es justamente la induccién, en
personas expuestas, de Leucemia o Cancer.

Por otra parte, las radiaciones no ionizantes, de las cuales la mas usada en medios
bioldgicos es la luz ultravioleta, es energia de tipo electromagnética que tienen un
especial efecto local, el cual puede ser serio, especialmente cuando afecta tejidos muy
sensibles como la cornea, lo que obliga a tomar medidas que eviten el riesgo de
exposicion.

Las radiaciones ionizantes de uso mas frecuente en laboratorios de investigacion
bioloégica son: Gamma, Beta y Alfa. Un esquema con los principales elementos
radiactivos de uso en estos laboratorios se muestra en la Tabla N° 1, en las que se
especifica la actividad tipica remanente en los residuos generados por tales practicas.

Sievert (Sv) = Unidad de dosis equivalente, igual a 100 Rad.

Rad = Dosis de radiacion absorbida.

Rem = Roentgen hombre equivalente (Roentgen equivalent man), es igual a dosis
absorbida en Rads multiplicada por los factores de calidad y distribuciéon y cualquier
otro factor modificante (15).
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TABLAN®1

PRINCIPALES RADIOISOTOPOS USADOS EN
INVESTIGACION BIOLOGICA

70

Composicion Fisica Descripcion utilizacion Radioisotopo Periodo de Actividad
desintegracion remanente
Organicos Investigacion Biologica °H 123 a Hasta 50 GBq
Solventes Marcacion moléculas SH 12,3 a Hasta 50 GBq
Solventes Investigacion Bioldgica uC 5730 a Hasta 10 MBq
Exhalacién CO: Marcacién
Solido, liquido Emision de Positrones 18F 1,8h Hasta 500 MBq
Tomografia
Efluente Liquido Mediciones Clinicas 2Na 2,6a Hasta 50 kBq
Investigacion Bioldgica %Na 150h Hasta 5 GBq
Solido, liquido Terapia Clinica 2p 14,3 d Hasta 200 MBq|
Efluente Investigacion Bioldgica sp 254d Hasta 50 MBq
Solido, liquido Mediciones Clinicas EN) 874 d Hasta 5 GBq
Efluente Investigacion Biologica y 35 87,4d Hasta 5 MBq
Meédica
Gaseosos, solidos, liquidos Investigacion Bioldgica 3Cl 3,01x10°a Hasta 5 MBq
Liquido, sélido Mediciones Clinicas 125 60,1d Hasta 11,1
GBq
Liquido, s6lido Terapia Clinica 1317 8h Hasta 11,1
GBq
Principalmente so6lido Investigacion Biologica Ca 163 d Hasta 100 MBq|
Algunos liquidos Mediciones Clinicas ¥Ca 45d Hasta 1 GBq
Solido, liquido Investigacion Biologica y 6 Sc 83,8d Hasta 500 MBq|
Médica
Solido Mediciones Clinicas 51Cr 27,7d Hasta 5 MBq
Principalmente efluentes Investigacion Bioldgica 51Cr 27,7d Hasta 100 kBq
liquidos
Solido, efluentes liquidos Mediciones Clinicas 5Co 271,7d Hasta 50 kBq
Principalmente efluentes Investigacion Biologica %Co 70,8 d -
liquidos
Solido Investigacion Médica y *Fe 44,5d Hasta 50 MBq

mediciones
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Composicion Fisica Descripcion utilizacion Radioisotopo Periodo de Actividad
desintegracion remanente
Solido, Investigacion Médica y “Ga 33d Hasta 200 MBq
efluentes liquidos mediciones
Soélido, liquido Investigacion Bioldgica y %Rb 18,7d Hasta 500 MBq|
Meédica
Solido, liquido Terapia Clinica 89Sr 50,5d Hasta 300 MBq
Solido, organico, liquido Terapia Clinica y mediciones oY 2,7d Hasta 300 MBq|
Investigacion Bioldgica y
Médica
Solido, liquido Investigacion Bioldgica y *Nb 350d Hasta 500 MBq

Médica

12.2. Aspectos juridicos chilenos sobre el problema®

El Decreto N° 133 (18) del 23 de Agosto de 1984, incluido en la Edicién vigente del
Cddigo Sanitario (Edicion Oficial, 02 de Noviembre de 1984 aprobada por Decreto N¢
930 del 22 de Noviembre de 1984 del Ministerio de Salud), define, en su pagina 213 en el
inciso b del articulo 6° qué se entiende en términos legales por una substancia

radiactiva.

Sustancia Radiactiva: Cualquier substancia que tenga una
actividad especifica mayor de 2 milésimas de microcurio por

gramo o equivalente. En otras unidades, corresponde a 74 Bq/g.

8 Los organismos de Gobierno que tienen a su caxgedulacion de estos elementos, estan en
permanente revision de estas disposiciones, Ichgue necesario estar alerta sobre nuevos Decretos
que actualicen o modifiquen estas disposiciones.




Es decir, se entiende por substancia radioactiva, en el marco de la ley vigente,
cualquier substancia que tenga una actividad especifica mayor a 4400 DPM/gr.* 10,

Considerando que en la investigacion bioldgica se usan preferentemente
soluciones acuosas de densidad general aproximada de 1 gr/ml, este limite para
sustancia radiactiva, de > 74 Bq/g, corresponde a una solucién de actividad especifica
mayor que 4400 DPM/ml, medida en camara de ionizacién para calibracion, multicanal,

o cualquier detector de actividad. Debemos dejar constancia que, en los términos legales,
no se especifica el tipo de radiacidn sino solamente su actividad especifica.

En el mismo Decreto, pagina 212 articulo 3% se establece que “toda persona que se
desempefie en la instalaciones para operaciones radiactivas de categoria II y Il o que
maneje equipos generadores de radiaciones ionizantes y estd expuesta a dichas
radiaciones, debera contar con autorizacion de desempenio del Ministerio de Salud”. Las
medidas de Proteccidon Radioldgica y las normativas pertinentes fueron enunciadas por
el legislador en el Decreto 03 del 3 de Enero de 1985, Reglamento de Proteccion
Radioldgica de Instalaciones Radioactivas (21), que complementa el enunciado anterior.
Este ultimo Decreto se refiere explicitamente a las Medidas de Proteccion Radioldgica
para el personal ocupacionalmente expuesto mencionadas en el Decreto Supremo N*°
133, Titulo I, asi como en el Decreto 87 (22) del 24 de Diciembre de 1984, sobre proteccion
fisica en las instalaciones y de los materiales nucleares.

El legislador exceptud explicitamente de esta ley a las personas que reciban dosis
provenientes de la radiacion como consecuencia de un diagnostico o tratamiento médico.
La ley vigente en el articulo 16 del Decreto 133 explicita formalmente que:

Toda persona que desarrolle actividades en instalaciones de
categoria II y III y relacionadas con el uso, manejo o manipulacion de
substancias radioactivas, u opere equipos generadores de radiaciones
ionizantes, debera ser autorizada por el Ministerio de Salud a través
del respectivo SEREMI de Salud. Esta autorizacion tendra validez en
todo el territorio nacional.

La legislacion actual, Reglamento N°133 de 1984, exige a los operadores de
material radiactivo:

°® DPM = Desintegraciones por minuto.

72

109'si una personal natural o juridica opera, manipuliliza substancias o soluciones
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DPM/ml (asumiendo una densidad de 1 gr/ml) seréneess reglamentada en su

actividad por el articulado de ese Decreto.



+ Licencia de Operacion: para la cual se debe acreditar (Articulo 17).

+ Poseer Licencia secundaria o equivalente.

+ Haber aprobado el Curso de Proteccion Radiologica dictado por la CCHEN, o,
por los Servicios de Salud, el Instituto de Salud Publica, u Organismos
autorizados por el Ministerio de Salud, o haber convalidado estudios
realizados al efecto, ante los Servicios de Salud.

No obstante lo anterior, podran optar a esta autorizacion aquellas personas que
acrediten fehacientemente haberse desempenado en actividades por un periodo de a lo
menos tres anos. Para estos efectos la Autoridad Competente, cuando lo estime
conveniente, podrad exigir que el solicitante rinda un examen acerca de materias de
proteccion radioldgica (Articulo 18).

Se exigira a los interesados la presentacion de su historial dosimétrico o, en su
defecto, el examen médico correspondiente.

Las autorizaciones seran otorgadas por un plazo maximo de tres afios. Para su
renovacion, debera considerarse el historial dosimétrico del interesado. La dosimetria
podra efectuarse por otro organismo habilitado para tales efectos por el Ministerio de
Salud (Articulo 19).

Ademas de preocuparse del individuo que usa substancias radiactivas y establecer
normas de proteccion, el legislador ha definido normas que regulan el ambiente de
trabajo y en el cual, ademas se tipifica este trabajo. En el Titulo III, articulo 7° del
Reglamento aprobado por Decreto 133 (18) del 23 de Agosto de 1984, se asimilan, desde
el punto de vista del riesgo y proteccion radioldgica con una buena aproximacién, los
laboratorios de investigacion bioldgica con una instalacion de segunda categoria, en
tanto las de primera corresponden a aceleradores de particulas, plantas de irradiacion,
laboratorios de alta radiotoxicidad, radioterapia y roentgenterapia profunda,
gammagrafia y radiografia industrial, y su control corresponde a la Comisiéon Chilena de
Energia Nuclear (C.CH.E.N). Los de tercera categoria incluye: a los lugares que usan
fuentes selladas de empleo industrial, tales como pesémetros, densitometros, medidores
de flujo o nivel, detectores de humo, medidores de espesores, etc.; en esta tercera
categoria quedan asimismo comprendidos las fuentes patrones, estimuladores cardiacos
radioisotopicos, marcadores o estimuladores o estimuladores de uso médico, equipos de
Rayos X para control de equipaje, correspondencia, etc., fluoroscopia industrial y
difractémetros, lo que también seria controlado por el Ministerio de Salud.

El laboratorio de Investigacion Biologica se considera asi en el contexto de la ley
vigente, como un laboratorio de segunda categoria que utiliza substancias radiactivas de
baja radiotoxicidad, no utiliza elemento alguno de alta o muy alta radiotoxicidad, con la
excepcion del radioisotopo Iodo y con frecuencia usa substancias radiactivas de baja o
moderada radiotoxicidad, como Fosforo P32, Tritio H3, Carbono C14, Cromio Cr51, etc.



Este concepto de radiotoxicidad se refiere al dafio potencial de un isétopo
radioactivo en el tejido vivo, por la adsorcién de energia debida a la desintegraciéon del
material que se ha incorporado al cuerpo humano. En este sentido se insiste en el
especial cuidado que se debe tener con el uso de I-125 ¢ I-131 que se consideran de
radiotoxicidad alta.

A este efecto, el Reglamento N9133/1984 y Decreto N°3/1985 del Ministerio de
Salud establecen que toda instalacién, entendiéndose por tal el recinto o dependencia
habilitada especialmente para manipular, almacenar o utilizar sustancias radiactivas u
operar generadores de radiaciones ionizantes, y toda persona que opere en ellas o esté
expuesta a radiaciones, debera contar, para poder funcionar, con la autorizaciéon
sanitaria correspondiente otorgada por el Servicio de Salud.

Para la obtencion de autorizacion de instalaciones de Primera Categoria se debe
presentar el plano de ubicacién, anteproyecto de construccidn, planos y disefio,
blindajes, manuales de equipos, sistemas de seguridad, de control y auxiliares; plan de
utilizacion, describiendo los materiales radiactivos y equipos generadores de radiaciones
ionizantes y utilizacion estimada de ellos.

Para la obtencion de autorizacion de instalaciones de Segqunda Categoria, en la cual
clasifica la mayoria de los laboratorios de investigacion bioldgica del pais, se debe
presentar el Manual de operacidon y mantenimiento de sistemas y equipos, descripcion
de procedimientos, plan de emergencia en caso de accidente, informe de funcionamiento
y de seguridad radioldgica.

Para la obtencidén de autorizacion de instalaciones de Tercera Categoria se debe presentar
el Plano de la instalacion y especificaciones técnicas de los equipos.

Igualmente, para el cierre de cualquiera de ellas, el responsable debe presentar la
solicitud de cierre indicando procedimientos y sistemas de seguridad a adoptar para
ello.

Debemos enfatizar que en todo programa para normar y controlar el manejo de IR,
debe existir una fluida y eficaz coordinacion entre el CIB y los organismos dependientes
de la Comision Chilena de Energia Nuclear y el Ministerio de Salud, los que, como
autoridades competentes en estas materias, disponen de normas, regulaciones y
servicios que facilitan a nivel de los laboratorios de investigaciéon, el uso de estos
elementos en forma adecuada.
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12.3. Aspectos bdsicos para un programa de proteccion
contra las radiaciones.

Los objetivos de un programa de proteccion radioldgica contra radiaciones
ionizantes, comprende:

1.  Que exista una buena justificacion de la practica, con una evaluaciéon de la
relacion Riesgo-Beneficio.
2. Adoptar las medidas necesarias para mantener el nivel minimo de

exposicion dentro del desempefio apropiado a sus funciones, organizar el
trabajo de tal suerte que se desarrolle de acuerdo con el minimo de riesgo,
que es un valor mas bajo que los limites de dosis.

3.  Evitar la sobreexposicion por accidente o negligencia, lo que implica un
conocimiento cabal del material radioactivo y sus usos.

4. Considerar el concepto ALARA!. Es conveniente no llegar a los valores
limites de dosis sino mantenerse bajo ellos.

Teniendo presente estos objetivos basicos, una normativa debe contemplar:

Procedimientos técnico-administrativos adecuados, sobre materiales
y equipos que generan radiaciones, sus condiciones y empleo, y que permitan establecer

los limites de exposicion a las radiaciones de fuente externa, asi como el limite de
incorporacion (LIA, CDA y CDS)" ™*.

Capacitacio’n. Al igual que lo explicado en el Capitulo destinado a BS en el
manejo de patdgenos, el CIB de cada institucion debe desarrollar programas de
capacitacion y entrenamiento para s personal involucrado en el uso de IR, con cursos de
proteccion radiologica reconocidos por la autoridad que competente, de modo que los
trabajadores cuenten con su Licencia de material radiactivo.

Identificacion de las fuentes de emision. Lo cual comprende un
conocimiento claro acerca de las fuentes de radiaciones que se estan utilizando, forma y
lugares donde se usa.

En este sentido, y tal como lo establecimos anteriormente, la coordinacién con los
sistemas de salud obliga a solicitar licencia para el uso de este tipo de material, licencia

9

"- ALARA : “As low as reasonable achievable” (Tan bajo como sea razonablemente
alcanzable).

“=ALI : “Annual limit of intake” (Limite anual de incorporacion). En espaiiol
LIA.

*=CDA : Concentracion derivada en aire.
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que se debe otorgar tras una inspeccion y evaluacion acuciosa del lugar donde ellos se
usan. Una evaluacion previa de estos requerimientos debe ser efectuada en cada
institucion por el CIB.

Descontaminacion, eliminacion, transporte y almacenamiento.

Existe una reglamentacion vigente (Ley de seguridad nuclear 18.302, Diario Oficial 2.5.84
y Decreto 12, Diario Oficial Junio 10, 1985). (19, 20).

Estos son aspectos muy criticos en una norma que regule el Manejo de IR, sobre el
particular existen Normas Nacionales (Codigo Sanitario) e internacionales, las cuales
pueden y deben ser consultadas cuando el CIB de cada institucién organice su control en
este campo. Sin embargo, con el fin de facilitar la labor normativa y de control de los
CIB, que complementan y ayudan a la de organismos competentes (Ministerio de Salud
y C.CH.E.N) es necesario enfatizar en algunos aspectos relevantes.

a) Contaminacion

Si el manejo de materiales radioactivos cumple las normas establecidas no deberia
producirse contaminacion, o ello constituir un riesgo minimo. En caso contrario, deben
observarse a lo menos, los siguientes procedimientos:

+ Elimine toda toalla, mantel, material absorbente, o delantal que haya sufrido
contaminacion, y reemplacelos por elementos limpios. Elimine lo contaminado
en un receptaculo “ad-hoc”, claramente sefalizado para material radiactivo. Este
material debera ser chequeado midiendo su nivel de actividad, para destinarlo
como desecho radiactivo en caso que esté por sobre los 74 Bg/g, o, sobre las 4000
DPM/g.

+ Lavese cuidadosamente las manos, sin producirse erosiones, con jabéon muy
alcalino; coloquese guantes limpios; mida la contaminacion tratando de llegar al
limite aceptable (L.C.D.S)". En caso que no pueda alcanzar el limite, solicite
ayuda especializada al Servicio de Radiomedicina de la CCHEN.

+ Siel piso 0 meson es el que sufre la contaminacion, debe primero absorberlo con
papel absorbente usando pinzas, elimine el papel al receptaculo para este tipo de
material.

+ Limpie con detergente (Tabla N 2), evite la diseminacion de la contaminacion al
usar agua.

* L.C.D.S.: Limite de concentracion derivado de sfigie (O.1.E.A.).
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El material contaminado debe monitorearse con instrumentos adecuados para
determinar qué elementos de vestir pueden ir a la lavanderia. Si es material de
limpieza o de laboratorio, va a un receptaculo hasta su decaimiento fisico, se
entiende que esto ultimo es valido para los IR de periodo de desintegracion muy
corto, no mayor a 100 dias. El laboratorio debe mantenerse limpio: evitar
acumular material contaminado, lavar el material de vidrio tan pronto se use y
en la forma adecuada para descontaminarlo. (Ver Tabla N® 2).

El laboratorio debe ser monitoreado periddicamente: una practica habitual debe
considerar el monitoreo de mesones, equipos y piezas utilizadas, cada vez que se
termina una operacion.

En un laboratorio de Radioisétopos (Laboratorio caliente) no estd permitido
comer, beber, fumar o pipetear con la boca, maquillarse, y debe usarse siempre
guantes para manipular materiales radioactivos, objetos contaminados o
sospechosos de estarlo.

Es necesario recordar, como dijimos al inicio, que en los laboratorios de
investigacion por lo general se usan niveles bajos de radiactividad. Sin embargo,
ello no invalida la observacion de las normas minimas de proteccién personal, de
descontaminacion y conducta en el laboratorio.

También es altamente recomendable que las instalaciones dispongan de un
laboratorio disefiado y equipado de acuerdo a las normas establecidas en varias
publicaciones de organismos internacionales (15, 23, 27), y donde se efectiien
estas manipulaciones exclusivamente.

En la Tabla N® 2 se aprecian los descontaminantes existentes y las indicaciones de
uso de acuerdo al material contaminado.
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TABLA N°2

AGENTES DESCONTAMINANTES DE USO EN
DIFERENTES TIPOS DE MATERIALES

AGENTE TIPO DE MATERIAL CONTAMINADO
DESCONTAMINANTE VIDRIO ACERO ALUMINO PLOMO GOMA
INOXIDABLE
A) Para remover la
superficie o
el contaminante
- Ac. Crémico -H2S04 1% - NaOH Agua Acetona
1) Acidos u otro reactivo inhibido con Regia
fuerte - Mezcla Ac.Fosforico - Ac. Citrico
Sulfocrémica 20%
2) Abrasivos corrientes Abrasivos en polvo o pastas, escobillas de acero o lana de acero
3) Abrasivos especiales Vapor o Herramientas
Presion cortantes
B) Solo para remover el
contaminante
1) Detergentes Pueden usarse detergentes comerciales.
2) Reactivos
descontaminantes Soluciones preparadas con los siguientes reactivos:
Incluidos quelantes - Carbonato de sodio o un detergente comercial 5-10%
o separadores - E.D.T.A. 1-2%
- Ac. Citrico 1/2-1%

La solucion a emplear tendra una concentracion de acuerdo
con la experiencia en su uso.

Adaptada de: Radiation Protection Procedures, Safety Series # 38 pag. 151. IAFA, Viena 1973.
NOTA: En varios catalogos de radioisdtopos y accesorios, figuran kit de descontaminacion y
soluciones descontaminantes.



b) Eliminacion

Cualquier eliminaciéon de material radiactivo, ya sea liquido, sélido o gaseoso,
debe ser autorizada en la Licencia de Operacion de la instalacion y sus puntos de
descarga deben ser controlados en un registro actualizado, que debe ser revisado por la
Autoridad Competente. En general, la eliminacion al sistema de alcantarillado de
material soluble o en suspension es permitido, si ellos no sobrepasan los 74 Becquerel/gr,
o aquellos que estando por sobre este valor estan expresamente autorizados por la
autoridad licenciante.

Como ya dijimos, para la eliminacién de material contaminado de semivida corta,
pueden usarse tachos debidamente marcados y almacenados en un lugar cerrado, los
cuales seran monitoreados periodicamente para determinar su limpieza y reutilizacion.

Para la eliminacion de desechos radiactivos, de un laboratorio de investigacion, o
de otras instalaciones radiactivas y/o nucleares en Chile, la Comision de Energia Nuclear
a través de su Unidad de Gestion de Desechos Radiactivos, presta servicios para el
confinamiento de desechos radiactivos, en instalaciones autorizadas.

c) Transporte y almacenamiento

Para el caso particular del uso de IR en los laboratorios de investigacion, el
transporte tiene menos importancia porque ellos reciben los IR debidamente embalados
y en contenedores de plomo de un espesor adecuado. Lo que cobra importancia es el
traslado de material radiactivo, dentro del laboratorio, el cual debe realizarse en
recipientes adecuados y bajo registro, de modo que se tenga en todo momento la
trayectoria conocida del material radiactivo que se utiliza.

El almacenamiento de material radiactivo debe hacerse en un estante o cubiculo
especifico para ello, debidamente sefializado y con llave de uso o accionamiento
controlado; no removerlos de ahi sino sélo cada vez que se necesite usarlos, y volverlos
al depdsito si no se usa totalmente, registrando la accién. Dependiendo del tipo de
investigacion o uso del material radiactivo, el laboratorio de IR, debe tener un
refrigerador de uso exclusivo, donde se conserve el material.

d) Del personal

El personal que manipula los IR, no obstante tengan una baja emision y aparte de
contar con un laboratorio ad hoc, debidamente equipado para evitar el movimiento
excesivo del material, asi como su uso en otras labores, debe disponer de delantal de uso
exclusivo, guantes, mascarilla, anteojos y dosimetros personales, y de instalaciones para
el lavado personal dentro del mismo laboratorio.
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12.4. Normas generales de proteccion para el uso de

radioisotopos.
(Adaptadas de las normas generales del NIH; ref. 15 y 27 en pags. 98-99).

No se permite PIPETEAR CON LA BOCA en las habitaciones designadas para el
uso o almacenamiento de materiales radioactivos. Esto se aplica tanto a los liquidos no
radioactivos como los radioactivos.

No se permite COMER, BEBER, MAQUILLARSE O FUMAR en las habitaciones
designadas para el uso de radioisétopos.

Es obligatorio el uso de GUANTES Y DELANTAL DE LABORATORIO cuando se
manipulen materiales radioactivos.

Es obligatorio el uso de DOSIMETRO personal de cuerpo entero designado para
cada persona, excepto para trabajar sélo con H-3, C-14, S-35 de baja actividad. El
dosimetro debe ser cambiado por uno nuevo puntualmente de acuerdo con las
condiciones establecidas en la autorizacién correspondiente. La autoridad licenciante
puede exigir, ademas, el uso de un dosimetro de mufieca y/o el anillo “TLD” (dosimetro
termoluminiscente) cuando la practica lo haga aconsejable.

Cada vez que se trabaje con IR deben monitorearse frecuentemente LAS MANOS,
LOS ZAPATOS Y LA ROPA para detectar posibles contaminaciones.

El encargado del laboratorio debe hacer una INSPECCION del area de trabajo por
lo menos una vez al dia cuando se trabaje con radiois6topos. Ademas, debe hacerse una
inspeccion mensual y cada vez que se sospeche de una contaminacién con un contador
de radiacién, un frotis, o ambos, segin sea apropiado. Los resultados deben registrarse
en el libro de Registro y Control del Laboratorio.

Para trabajar con RADIOISOTOPOS VOLATILES o materiales radioactivos que
puedan ser dispersados en el aire, es obligatorio hacerlo bajo campana de proteccion
aprobada para trabajar con materiales radioactivos. Para el caso de marcar con yodo
radiactivo, la campana debe contar con sistema de extraccion y un filtro que retenga el
yodo, y con una caja de proteccion especialmente disefiada.

LAS SUPERFICIES deben ser facilmente descontaminables. Se recomienda cubrir,
con papel absorbente puesto sobre plastico, la superficie alrededor del area de trabajo
con materiales radiactivos. Ademas, cuando sea practico, usar una bandeja, sobre la cual
debe ponerse el papel para contener los posibles derrames.

EL TIEMPO, LA DISTANCIA Y LOS BLINDAJES deben ser utilizados al méaximo
para que las dosis por irradiacion externa de las personas en el drea de trabajo se
mantenga “lo mas baja que sea razonablemente posible”.
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NUNCA DEBE MEZCLARSE RADIOISOTOPOS EN UN MISMO CONTENEDOR
DE ALMACENAMIENTO. Para almacenar RESIDUOS RADIOACTIVOS, LIQUIDOS
utilice los recipientes rotulados suministrados por el CIB, separando los materiales de
vida media o periodo de desintegraciéon muy corto (menor que 100 dias) de los de vida
media larga. Por lo tanto, los residuos de cada radiontclido deben almacenarse
separados. No se debe llenar el recipiente por encima de la linea de nivel maximo del
liquido. No se deben desechar los liquidos radioactivos por los lavamanos. Los desechos
radioactivos de alta actividad y bajo volumen deben ser manipulados por separado, en
vez de ser diluidos en los recipientes de desecho de alto volumen.

No botar liquidos de centelleo (“LSC”) en los mismos recipientes designados para
los residuos radioactivos liquidos. Los frascos (viales) usados deben guardarse, sin
vaciarlos, en las cajas porta-viales, las que se debe rotular con el nombre del radioisdtopo
que contienen, la composicion quimica y fisica del coktail de centelleo, fecha de llenado
de la caja, actividad y procedencia. De este modo se facilita la decision sobre su destino,
ya sea como desecho quimico o como desecho radiactivo si clasifica como tal. Use
diferentes cajas para cada radioisétopo.

Para almacenar LOS RESIDUOS RADIACTIVOS SOLIDOS y los materiales secos
que se sospeche que estan contaminados, se debe usar recipientes rotulados para
residuos radioactivos secos, y jamas en papeleras corrientes.

Los residuos solidos deben almacenarse en recipientes separados de acuerdo al
periodo de desintegraciéon, muy corto (100 dias) vs. largo (mayor que 100 dias). También
deben separarse por radiontuclidos y naturaleza del material. No coloque objetos
punzantes en los recipientes para residuos solidos. Utilice una caja para eliminar pipetas
y rotulela debidamente. No mezclar materiales contaminados con los desechos de otro
tipo que estan destinados al incinerador del edificio o de su Unidad.

Nunca deje recipientes de desechos radioactivos secos o liquidos en los pasillos.
Solicite a la Unidad de Gestién de Desechos Radioactivos de la C.Ch.E.N., para que
evalte la gestion de ellos como desecho radiactivo. El responsable del laboratorio debe
disponer de un lugar adecuado y seguro para el ALMACENAMIENTO DE RESIDUOS
RADIACTIVOS en la Institucion que los esta generando.

El lugar de almacenamiento de la Institucion debe ser autorizado por la Autoridad
Competente para almacenaje transitorio de residuos radiactivos, y ser administrado por
una persona capacitada para ello. Debe procurarse la mantencion y sefializacion de este
lugar, de modo que sea facilmente reconocido; su acceso debe ser controlado y
permanecer con llave; y, el personal usuario debidamente informado acerca del manejo
de este lugar para evitar errores. Este lugar de almacenamiento debe permitir el control
visual, con una sola mirada de todos los receptaculos alli almacenados, para detectar
roturas y fugas de material contenido; los receptdculos deben estar debidamente
rotulados, y mantener el registro de cada uno y su contenido, a objeto de realizar
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periddicamente la gestion de ellos. Este lugar debe ser debidamente conocido por todos,
con el objeto de evitar manipulacion por extrafios.

Estd prohibido GUARDAR ALIMENTOS O BEBIDAS en refrigeradores,
congeladores y camaras frigorificas donde se trabaja o se almacenan los materiales
radioactivos.

LAVESE CUIDADOSAMENTE LAS MANOS después de manipular
radioisotopos, sobre todo antes de comer, fumar, o beber; antes de utilizar los cuartos de
aseo; y cuando sospeche que se ha contaminado la piel.

MANTENGA UN REGISTRO de la recepcién, el uso, la transferencia y la
eliminacién de los materiales radioactivos, utilizando para ello el libro de Registro de
ingreso y egreso de materiales radioactivos.

EN CASO DE ACCIDENTE POR INHALACION, INGESTION,
CONTAMINACION DE LA PIEL, O DERRAMAMIENTO de materiales radioactivos,
AVISE al CIB y a las autoridades competentes (Salud Ocupacional del Ministerio de
Salud, o, a la Comision Chilena de Energia Nuclear).

Si ocurre un accidente en presencia de materiales radioactivos, ATIENDA LAS
HERIDAS GRAVES ANTES DE INTENTAR UNA DESCONTAMINACION. ANTES DE
USAR UN RADIOISOTOPO POR PRIMERA VEZ, adquiera la informacién necesaria
sobre la manipulacion del mismo y su proteccion.

Toda persona que use radioisétopos y reciba notificacion de presentarse para una
verificaciéon DEL TIROIDES, DE CUERPO ENTERO cuando sea posible efectuarlo, O UN
ANALISIS DE ORINA, debe acudir, o corre el riesgo de sanciones que pueden ser
especificadas en Normativas Institucionales o del pais.

LA LIMPIEZA DE AREAS Y EQUIPOS CONTAMINADOS es de responsabilidad
de las personas que producen la contaminacion y del usuario autorizado designado. Esta
limpieza no puede encargarse o delegarse a personal de fuera del laboratorio, como
personal de limpieza o mantenimiento.

Almacene materiales radioactivos que necesitan refrigeracion solamente en
refrigeradores o congeladores convenientemente marcados para su almacenamiento.
Ademas, si el refrigerador o congelador estd localizado fuera del laboratorio (pasillos,
etc.), la cantidad de actividad por muestra esta limitada a niveles especificos para cada
isotopo.

Medidas de proteccion durante el embarazo:

* El empleador o Jefe de Unidad debe tomar las medidas necesarias para
reducir la exposicion de una persona embarazada o en periodo de
confirmacion o descarte de embarazo, siendo el ideal que una vez
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confirmado este diagndstico la persona sea trasladada temporalmente a
otras funciones, particularmente en los 3 primeros meses.

. Por su parte, la persona no debe ocultar su estado al Jefe respectivo, atin
cuando ella decida asumir esa responsabilidad.

* Si se determina que el area de trabajo donde labora una persona
embarazada, posee un nivel de radiacion tal que el feto reciba 0.5 Rem o
mas antes de nacer, ella debe ser separada de inmediato de esas labores.

* En casos especiales, podria localizarse en areas de menor radiaciéon por
tiempos mas cortos, y a mayor distancia de la fuente de radiacion.

* Estas medidas son tanto mas necesarias durante los 3 primeros meses del
embarazo, en los que el embrion es mas sensible.

. Una persona en estas circunstancias debe ser claramente instruida por el
Jefe de la Unidad sobre el riesgo de su embarazo.

El CIB debe vigilar el cumplimiento de las normas generales y propias de la
Institucion, la senalizacion de las dreas y material de trabajo, los programas de
capacitacion, y estar atento a eventuales accidentes que puedan ocurrir, asi como del
cumplimiento de lo dispuesto en el Decreto 03, sobre proteccién Radioldgica (21).

12.5. Diseno de laboratorio y otras instalaciones.

Las Instituciones, Servicios, o0 Unidades que manejen IR, deben ubicar en un sector
de sus instalaciones un laboratorio de Radiois6topos, disefiado y equipado de acuerdo a
la normativa (disefio, ventilacion, pinturas, equipos, blindajes fijos y moviles, etc.) que
permita a los investigadores, personal técnico y estudiantes, trabajar dentro del maximo
nivel de seguridad.

La instalacion donde se manipula el material radiactivo, debe tener barreras de
seguridad fisica y bioldgica, de modo de impedir la liberaciéon o emanacion no
controlada de material radiactivo.
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13. Bioseguridad en el manejo de compuestos
cancerigenos y/o genotoxicos, y/o con potencial
teratogénico.

13.1. Conceptos y definiciones.

Numerosos compuestos quimicos pueden inducir cancer en los seres humanos en
un periodo de meses a afios, luego de la exposicién a la sustancia cancerigena.
Bésicamente, corresponden a sustancias capaces de generar radicales libres u otras
especies quimicas altamente reactivas en los tejidos, los que eventualmente pueden
dafiar el ADN y en muchos casos, ademas, tienen potencial actividad mutagénica. Se
denomina agente cancerigeno a cualquier agente fisico, quimico o bioldgico capaz de dar
origen a un cancer en el organismo. Se define como cancer a un grupo de enfermedades
que presentan como caracteristica comun la proliferacion de células que escapan a las
leyes de la homeostasis tisular y producen la formacion de una masa tumoral. El
desarrollo tecnologico de los tltimos afios ha llevado a un aumento en la produccion de
sustancias presentes en el mundo laboral, pero sus efectos toxicos sobre la salud no han
sido evaluados suficientemente.

La posibilidad de adquirir un cancer por exposicién a compuestos quimicos
cancerigenos es potencialmente grande. Los estudios epidemioldgicos en los paises
desarrollados muestran que aproximadamente el 90% de los casos de cancer son
gatillados por factores ambientales.

Parece facil resolver la situacion de riesgo evitando la exposicién a sustancias
cancerigenas. El problema es saber qué compuestos son los que deben ser manejados en
forma especial. En el caso de radioisétopos se sabe el tipo de emision de cada isétopo y
su cantidad, lo que permite tomar las medidas adecuadas. Sin embargo, en el caso de
compuestos quimicos no siempre existe la informacién suficiente para descartar un
posible efecto cancerigeno.

La informacién de potencial carcinogénico para una determinada sustancia, se
obtiene de tres fuentes principalmente:

+  Pruebas de laboratorio (Test de Ames) que determinan mutagenicidad.
+  Estudios en animales.
+  Datos epidemiologicos.

Las pruebas de mutagenicidad solamente estudian el compuesto original, sin
embargo, en la mayoria de los casos es la biotransformacion de compuestos quimicos en
los individuos los que generan la sustancia activa. Esto implicaria la necesidad de probar
no sdlo el compuesto original sino todos los posibles intermediarios del metabolismo de
xenobiodticos. Ademas, no todos los compuestos carcinogénicos producen mutaciones.
Las pruebas en animales de laboratorio subsanan en parte las deficiencias de las pruebas



in vitro. Para ello, es necesario hacer las pruebas en varias especies debido a los cambios
cuali y cuantitativos en las enzimas biotransformantes. Estos estudios son muy caros y
lentos, y en la practica existen estudios de este tipo, solamente para un nimero muy
reducido de compuestos quimicos, principalmente los con potencial terapéutico. Los
estudios epidemioldgicos han servido para detectar y eliminar algunos inductores
quimicos, pero no tienen valor para evitar el uso de nuevos compuestos.

Una alternativa que ha permitido detectar varios carcindgenos en humanos es el
estudio de la estructura, reactividad quimica y posibles vias metabodlicas de nuevos
compuestos quimicos. En el Anexo 14 se presentan los principales grupos quimicos
asociados a carcinogénesis.

13.2. Normas para el uso de compuestos carcinogénicos
y/o genotoxicos.

El uso de sustancias carcinogénicas y/o genotoxicas debe evitarse al maximo y
siempre que sea posible debe sustituirse por otra menos dafiina. Sin embargo, existen
numerosas ocasiones en las cuales deben usarse sustancias carcinogénicas y/o
mutagénicas y, por lo tanto, deberdn tomarse las medidas de seguridad necesarias
considerando dos aspectos:

A. Losinvestigadores y personal del Laboratorio.
B. El ambiente y los individuos fuera del laboratorio.

Medidas de prevencion

La medida ideal de prevencion es no usar productos cancerigenos,
reemplazandolos por otras sustancias siempre que sea posible. En los casos en que no
sea indispensable el uso de compuestos con potencial carcinogénico y/o mutagénico
deben tomarse las siguientes medidas:

. Contar con un riguroso plan preestablecido, el cual no debe ser modificado sin
haber valorado las medidas de seguridad. El personal que desarrollara el
experimento debe conocer todos los aspectos del plan y disponer de los
materiales y equipos adecuados. El personal debe estar perfectamente
informado de la naturaleza de los riesgos a corto y largo plazo.

. Disponer de las fichas toxicologicas de las sustancias que se manejan en el
laboratorio, asi como del significado de los datos contenidos y de las
consecuencias de la exposicion a los agentes cancerigenos.

. Rotular debidamente los reactivos carcinogénicos y guardarlos en recipientes
cerrados herméticamente. Debe evitarse la adquisicion de cantidades
superiores a las que se vayan a utilizar. Las sustancias cancerigenas deben ser
almacenadas en un lugar protegido donde solo puedan acceder las personas
autorizadas. Si la sustancia debe ser almacenada en un refrigerador o
congelador debe colocarse un cartel en la puerta que advierta que se
almacenan productos cancerigenos, y que no se debe guardar alimentos ni
bebidas en ese lugar.
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¢ En las areas de trabajo con sustancias cancerigenas estara prohibido fumar,
beber, comer, maquillarse y se debera usar las protecciones adecuadas. El
investigador debe usar guantes, mascarillas y delantal durante la manipulacion

de éstos.

* Los compuestos cancerigenos no deben tocarse directamente, ni siquiera
utilizando guantes, se debe utilizar espatula o pinzas.

. No se debe pipetear con la boca sustancias cancerigenas, siendo recomendable
dispositivos mecanicos y material desechable.

¢ Si es necesario pesar una sustancia cancerigena, se deben extremar las
precauciones para evitar contaminar el area.

¢ No se debe trabajar con sustancias cancerigenas cuando se tienen heridas
abiertas, ya que los productos pueden penetrar a través de ellas.

¢ Después de la manipulacién se deben lavar las manos con los guantes puestos,

vigilando de no contaminar las llaves innecesariamente, luego se sacan los
guantes, y se lavan las manos con un detergente suave y abundante agua.

. El material de vidrio, plastico u otros utilizados en los experimentos con
material cancerigeno, debe ser descontaminado y manejarse separadamente
para su limpieza. Se debe tener de antemano un protocolo donde se explique
claramente el procedimiento.

* El laboratorio debe tener estudiado el método de eliminacion mas adecuado
para los materiales de desecho. El método debe ser disefiado de manera que no
provoque la exposicion del personal que debe retirar los residuos, ni la
contaminacion de los equipos utilizados. Se debe tener especial cuidado con la
produccion de aerosoles, por ejemplo en centrifugas.
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Siempre que sea posible debe desnaturalizarse elhgmuesto
de riesgo en los residuos solidos y liquidos antés su eliminacion.

contaminado para desnaturalizar al toxicc

También debe hacerse un lavado especial del matdri

Al

Algunos ejemplos de descontaminacion de material:

1) Diaminobencidina: El material y desecho se trata con hipoclorito de sodio antes
del lavado o eliminacién (Adams, J.C., Neurosci, 2:141, 1977).

2) Bromuro de etidio: Buffer conteniendo 0.5 g/ml. Agregar 2.9 g de Amberlita X-
AD-16 por cada 100 ml de soluciéon. Mantener a temperatura ambiente por 24 hrs.,
mezclando intermitentemente. Filtrar por Whatman 1, eliminar el filtrado, colocar el
filtro y la resina en bolsa plastica y eliminar en un receptaculo destinado para desechar
material de riesgo quimico/biolégico.



La Amberlita puede reemplazarse por carbon activado 100 mg/100 ml. La
descontaminacion de superficie se puede hacer mediante un lodo de Amberlita o carbon
activado.

3) Acrilamida (30 - 40%): Observe las medidas generales de manejo (guantes-
mascarillas). La solucion stock se puede purificar agitandola una noche con 0.2 vol de
resina monobead (MB-1) Mallinkrodt, seguida por filtraciéon por Whatman 1.

Referencia: Molecular Cloning. A Lab. Manual. 2nd Ed. 1989 ].Sambrock,
E.F.Fritsch and T.Maniatis Cold Spring Harbor Lab. Press. N.Y. pags. E.9 y G.39.

13.3. Bioseguridad en el manejo de compuestos con
potencial teratogenico.

(Teras = monstruo)

Teratdgeno es un agente capaz de causar malformaciones del desarrollo. Los
compuestos quimicos pueden provocar malformaciones estructurales o morfoldgicas
groseras de facil reconocimiento o cambios funcionales de dificil deteccion.

La susceptibilidad a los agentes teratogénicos varia durante las distintas etapas de
la gestacion. El periodo de organogénesis es el estado mas sensible a los agentes
teratogénicos. En humanos, este periodo mas critico va desde aproximadamente la
tercera semana de gestacion hasta el tercer mes de embarazo. Luego de la organogénesis
la probabilidad de malformaciones disminuye, sin embargo, la exposicién a agentes
quimicos puede resultar en retardo de crecimiento fetal o de desarrollo del sistema
nervioso.

También existe una diferente susceptibilidad de las especies a los efectos
teratogénicos. Buen ejemplo de ello es el caso de la talidomida, droga que produce
malformaciones solamente en el hombre y algunos primates. Sin embargo, las especies
comunmente usadas para estudiar el potencial teratogénico son ratones, ratas y conejos.

Los agentes teratogénicos generalmente producen su efecto en el feto a dosis
totalmente inocuas para la madre. De hecho, experimentalmente se puede provocar
malformaciones facilmente sin dafar significativamente a la madre.

Sobre la base de lo anterior, resulta obvio que las mujeres embarazadas no deben
exponerse a agentes teratogénicos. Sin embargo, el problema consiste en reconocer a
tiempo el estado de embarazo. Como se mencioné antes, el riesgo de teratogénesis
comienza aproximadamente a los 20 dias de gestacion (Ver Fig. 3). Por lo tanto, las
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normas para el uso de sustancias quimicas con potencial teratogénico o radiaciones
deben ser tales que eviten la exposicion a dichos agentes de todas las mujeres de edad
fértil.

13.4. Normas para el uso de compuestos con potencial
teratogénico.

Las medidas de prevencién para trabajar con sustancias teratogénicas son
esencialmente las mismas que para trabajar con productos cancerigenos o mutagénicos.
Se debe tener especial cuidado en que el area de trabajo esté claramente establecida y en
evitar la contaminacion ambiental debido al efecto de estos productos sobre mujeres en
edad fértil presentes en los laboratorios. Las mujeres en edad fértil deben tomar algunas
medidas especiales.

¢ Tanto los investigadores como el personal de apoyo deben ser instruidos
sobre los riesgos de la contaminacidon con reactivos teratogénicos, asi como
de las medidas para evitarlos.

¢ Los reactivos con potencial teratogénico deben guardarse sellados y
MARCADOS claramente.

* Las mujeres en edad fértil deben tomar las precauciones especiales para el
manejo de material de riesgo. Es decir, el uso de GUANTES, MASCARILLAS
Y DELANTAL.

* Las mujeres embarazadas deben abstenerse de manipular reactivos

conocidamente teratogénicos durante los primeros tres meses de gestacion.

* Las mujeres embarazadas de mas de tres meses podran manipular reactivos
teratogénicos siempre que sea indispensable y tomando las precauciones
necesarias para no exponerse.

* La eliminacion de los desechos debe hacerse en forma especial, usando
dispositivos debidamente marcados al igual que con el material cancerigeno.

En el Anexo 14 se puede apreciar una lista de compuestos potencialmente
teratogénicos en humanos, y otros para una o mas especies de mamiferos.
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Edad Fetal (dias)
0 10 20 30 40
Somito 1
Teratogénesis------------------
>
Menstruacion Ovulacion T Dia probable
Fertilizacion menstruacion

T Test de

embarazo
positivo

0 10 20 30 40 50

Dias

Figura 3. Relacion entre susceptibilidad teratogénica y diagnostico de embarazo. El
diagrama representa un caso hipotético de un ciclo menstrual regular de 28 dias. El
embarazo sera reconocido antes de los dias de susceptibilidad teratogénica. Variabilidad
en la ovulacion podra demorar el reconocimiento del embarazo mas alla de los 20 dias
de desarrollo fetal.

De: “Principles of Drug Action: the basis of Pharmacology” por W. Pratt & P. Taylor
(Churchill Livingstone Inc.) 3 edition, p. 791, 1991.



14. Bioseguridad en el manejo de agentes quimicos de
riesgo.

14.1. Generalidades.

Muy pocos elementos tienen un uso tan amplio y generalizado como los agentes
quimicos, al extremo que podria decirse que no hay actividad de Investigacion,
Biotecnoldgica, Industrial, Hospitalaria, Agricola, etc., donde ellos no sean utilizados
ampliamente.

Es por esto que es imprescindible, a su vez, tener una clara idea de aquellos que
constituyen un riesgo potencial, para la persona que los usa, para la comunidad
inmediata o para el ambiente en general.

Por otra parte, aquellos que se clasifican como “Agentes de Riesgo”, presentan una
amplia variedad de mecanismos por los cuales resulta peligrosa su manipulacion.

Entre los mecanismos mas frecuentes podemos distinguir:

Inhalacién
Contacto
Ingestion
Jeringuillas
Heridas en la piel

Estos factores deben ser considerados para desarrollar un conjunto efectivo de
acciones protectoras.

Los accidentes con liquidos inflamables, materiales inestables, toxicos, causticos,
vapores toxicos, etc, son relativamente frecuentes y configuran lo que podria
denominarse en términos generales como “Accidentes”, “Exposicion aguda” o
“Toxicidad aguda”. La inmensa mayoria de los problemas generales en laboratorios con
agentes quimicos de riesgo caen dentro de este grupo (7,8).

Una segunda categoria son aquellos que ejercen su efecto toxico o potencial de
riesgo a través de una “exposicion prolongada” o “crénica”, lo que es mas frecuente en
la industria (7,8), o en el uso de ellos en el ambiente (ej. insecticidas).

No podemos dejar de considerar el factor de riesgo producido por la
contaminacion ambiental con substancias quimicas. Como por ejemplo en ciertas
regiones del pais, la contaminacion natural de aguas con arsénico, que por lo general
determinan procesos de intoxicacion prolongada o crénica, y que en la actualidad son
materia de estudio de la Ecotoxicologia (32). Todo este complejo problema ha generado,
al igual que con los isétopos radioactivos, disposiciones legales que, en nuestro caso,
estan contenidas en el Cddigo Sanitario.
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La prevencion de estos accidentes, enfermedades o su impacto sobre el desarrollo
embrionario, es directa responsabilidad de los CIB a través de sus normativas, y como se
ha insistido en varios capitulos, a través de un mantenido programa de capacitacion y
concientizacidn sobre el problema. Finalmente, debemos hacer notar que este capitulo
esta estrechamente relacionado con el anterior (6).

14.2. Limites maximos permisibles.

Es en los laboratorios de alto uso de técnicas quimicas donde este concepto
adquiere la mayor importancia, sin embargo, es aplicable también en muchos otros
laboratorios en los que hay un importante uso de agentes quimicos, aunque no
preferente, pero si variados. Estos limites o valores maximos son los que definen cuando
un lugar de trabajo presenta un riesgo para una persona expuesta en relacion al tiempo y
concentracion de determinada substancia en el aire. Nuestra legislacion, expresada en el
Decreto Supremo N° 594 (1999) define estos limites como:

Limite Permisible Ponderado (LPP): “Valor maximo permitido para el promedio
ponderado de las concentraciones ambientales de contaminantes quimicos existente en
los lugares de trabajo durante la jornada normal de 8 horas diarias, con un total de 48
horas semanales”.

Limite Permisible Temporal (LPT): “Valor maximo permitido para el promedio
ponderado de las concentraciones ambientales de contaminantes quimicos en los lugares
de trabajo, medidas en un periodo de 15 minutos continuos dentro de la jornada de
trabajo”.

Limite Permisible Absoluto (LPA): “Valor maximo permitido para las
concentraciones ambientales de contaminantes quimicos evaluada en cualquier instante
de la jornada de trabajo”.

Por otra parte en la mayoria de los paises hay organismos de Estado o
internacionales que revisan y evalian constantemente estos valores y hacen a la vez
consultoria.
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Los principales valores, identificados por su abreviacion, son:

CAMP = Cantidad ambiental maxima permisible

CMP = Concentracién maxima permisible ponderada en
el tiempo.

AMP-CPT = Concentracidon maxima permisible para cortos
periodos de tiempo.

C (Ceil) = Concentracion maxima permisible (C); valor techo
no superable en ningin momento

TWA = Promedio del tiempo expuesto para un trabajo de
8 dias y 40 hrs. semanales.

TLV = Valores umbrales limites.

PEL = Limite permisible de exposicion.

Skin (Via dérmica) = Substancia que tiene la posibilidad de ser
absorbida en cantidades significativas por piel, mucosas u ojos.
Stel = Limite de exposicion breve. Por lo general, se
estima no superior a 10-15 minutos, no mas de 4 veces al dia y
con un lapso no menor a sesenta minutos entre uno y otro
periodo.

14.3. Normas generales de trabajo en un laboratorio
quimico o con agentes quimicos de riesgo.

Las normas generales de prevencion en estos casos, se basan en el conocimiento de
la naturaleza y cantidad de las sustancias quimicas involucradas.

En relacion a la naturaleza de las sustancias quimicas se debe como minimo
conocer un perfil basico en el que se incluyan los siguientes parametros:

* Punto de inflamaciéon. Menor temperatura a 1 atm de presion, a la que una
sustancia combustible, desprende vapores que mezclados con el aire se
inflama, en presencia de una fuente de ignicion externa.

¢ Temperatura de autoignicion. Menor temperatura a la cual un gas inflamable
o mezcla aire-vapor enciende espontaneamente.
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* Limite de inflamabilidad inferior (LII). Minima concentracion de gas o vapor
(% por volumen en aire) que se quema o estalla si hay una fuente de
inflamacion presente a la temperatura ambiente. Los liquidos inflamables
tienen una concentracion de vapor minima en el aire por debajo de la cual la
propagacion de llamas no ocurre al contacto con un origen de ignicion.

¢ Limite de inflamabilidad superior (LIS). Concentraciéon de una sustancia
quimica en el aire que produce una explosion en un incendio o se inflama al
contacto con una fuente de inflamacién (alta temperatura, arco eléctrico,
chispa o llama).

* Punto de ebullicion.

* Densidad de vapor.

* Proteccion personal requerida en su manipulacion.

* Recipientes adecuados.

. Normas de almacenamiento.

* Lucha contra el fuego.

* Normas acerca de vertidos y derrames.

¢ Primeros auxilios.

* Productos incompatibles, reacciones quimicas peligrosas.

Se considera que existen riesgos potenciales cuando la naturaleza, cantidad y uso
de sustancias quimicas, equipos, aparatos e instrumentos, pueden producir:

* Concentracion de vapores compuestos inflamables y/o combustibles, que
superen en algun momento y en algtin sector del laboratorio, el 10% del
limite inferior de inflamabilidad LII, en presencia de una fuente de energia
externa (foco de ignicion).

* Contacto entre el laboratorista y sustancias activas fisiolégicamente, o
toxicas, cuya concentracion excede el Valor Limite Umbral de Exposicién o
Concentracion Maxima Tolerable (mg/m3 de aire o p.p.m).

* Contacto entre el laboratorista y sustancias causticas, en cantidades que
puedan producir dafo.

* Contacto entre el laboratorista y radiaciones peligrosas.

* Reaccion violenta o explosion.

. Dafios no detectables por el laboratorista, asociados a manifestaciones
cronicas (carcinogénesis, mutagénesis, teratogénesis).

¢ Darios a terceros, o sea, a trabajadores de otros sectores, o a la poblacién y/o

medio ambiente periférico.

Como regla general “debe considerarse potencialmente
peligroso todo aquello que no sabe con certeza que no lo es”.

Como regla practica “Preguntese, ante cada nueva situacion,
si ya trabajo con las sustancias y/o equipos en cuestion”. “Si la
respuesta es negativa, solicite informacion”.
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14.4. Normas especificas para el manejo de agentes

quimicos de riesgo.

a) Almacenamiento y transporte de sustancias quimicas.

¢

El laboratorio no debe ser un lugar de almacenamiento de substancias
quimicas, sélo deben permanecer aquellas que seran usadas con mayor
frecuencia y en volumenes pequenos. Grandes voltmenes deben ser
almacenados en lugares o edificios destinados especialmente para ese fin.

La recepcion, almacenamiento y distribucion de substancias quimicas de
alto riesgo (inflamables, reactivos, toxicos), debe efectuarse en un lugar ad
hoc que cumpla con los requisitos de aislamiento, ventilacion y acceso
controlado, y a cargo de personal técnicamente calificado.

Dentro del recinto de bodega, se deben destinar areas especiales para
productos quimicos solidos, liquidos y gaseosos, tomando en
consideracion el riesgo que representan.

Cada drea debe estar equipada con estanterias metalicas, para almacenar
los reactivos, de altura no superior a 2,5 mts, con una distancia del suelo
minima de 20 cms y separados a 60 cms de la pared. Las substancias
quimicas deben almacenarse en sus envases unitarios originales, sellados y
con sus etiquetas originales. Deben entregarse sellados al usuario y en
ningun caso deben fraccionarse en la bodega.

Cada Unidad debe mantener un listado actualizado de las substancias
quimicas de riesgo que en ella se manipulan y las correspondientes fichas
de Bioseguridad quimica. Donde se incluya los siguientes antecedentes:
nombre comercial, formula quimica, compuesto activo, cantidad
almacenada, tipo de riesgo mas probable.

El transporte de substancias quimicas desde la bodega a los laboratorios se
debe efectuar en carros adecuados, tomando las precauciones necesarias
para evitar el derrame de ellas.

Las substancias quimicas de alto riesgo que ingresan a los laboratorios son
de responsabilidad del personal técnico calificado, quien debe tomar las
medidas anteriormente sefialadas para su almacenamiento y uso.
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. El personal que trabaje con substancias quimicas de alto riesgo debe
protegerse con ropa, guantes, mascarillas, anteojos adecuados y segun el
elemento que se esté manipulando.

b) Uso de gabinete de seguridad quimica.

El gabinete de seguridad quimica es un aparato con un sistema de extraccion
forzada que proporciona protecciéon al operador del riesgo de ingestion, inhalacién o
contacto con la piel de substancias que desprenden vapores, gases explosivos,
inflamables, toxicos, nocivos, corrosivos o irritantes.

De acuerdo con el agente de riesgo quimico que se manipule, se distinguen los
siguientes tipos de gabinetes:

Gabinete de seguridad quimica Clase A

Utilizado para el manejo de sustancias quimicas con cantidad ambiental maxima
permisible inferiores a 10 ppm. El aire de entrada en la abertura frontal tiene una
velocidad de 38 a 46 metros lineales/minuto.

Gabinete de seguridad quimica Clase B

Utilizado para el manejo de sustancias quimicas con cantidad ambiental maxima
permisible de 10 a 1000 ppm. El aire de entrada en la abertura frontal tiene una
velocidad minima de 30 metros lineales/minuto.

Gabinete de seguridad quimica Clase C

Utilizado para el manejo de sustancias quimicas con cantidad ambiental maxima
permisible mayores de 1000 ppm. El aire de entrada en la abertura frontal tiene una
velocidad de 25 metros lineales/minuto.

¢) Manejo de residuos quimicos.

. No deben verterse en los desaglies solventes no miscibles con el agua,
acidos y bases fuertes concentradas, inflamables o téxicos. Tampoco deben
verterse en los desagiies substancias que mezcladas con agua, con acidos o
con bases desprendan gases toxicos o irritantes.

. Los solventes miscibles con el agua, previamente diluidos a lo menos al 1 x
10 y en volimenes de no mas de 0,5 litro cada vez, asi como los acidos y
bases previamente diluidos a lo menos al 1 x 30, se pueden verter al
desagiie, tomando las precauciones sefialadas.

¢ El material contaminado con substancias quimicas de alto riesgo debe ser
acopiado, temporalmente en el laboratorio, empleando envases adecuados
ubicados en lugares especialmente destinado para ello. Se debe evitar la
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acumulacion excesiva de estos residuos a través de un programa de retiros
periodicos.

. Todo envase que contenga residuos peligrosos debe estar correctamente
etiquetado, indicando: el contenido, procedencia, nombre del responsable
del residuo y fecha de inicio y final de llenado.

. Los solventes que no se pueden regenerar ni verter en el desagiie se deben
neutralizar en un lugar adecuado, por personal técnicamente entrenado.

. La manipulaciéon de substancias que desprenden vapores, gases irritantes,
de mal olor o la incineracién de combustibles inflamables, debe realizarse
solo bajo campana de seguridad quimica.

* Se deben mantener para cualquier emergencia, neutralizantes tales como
bicarbonato de sodio para los acidos y acido acético diluido para los alcalis.

* Aquellas substancias quimicas cuya identificacién no sea la adecuada se
deben analizar para establecer su conveniente forma de eliminacién o su
eventual utilizacién. Los productos que hayan perdido su calidad analitica
original pueden utilizarse para otros fines (previo a un estudio analitico) o
deben ser eliminados por personal técnicamente calificado.

. Cada Unidad debe mantener un listado actualizado de las substancias
quimicas de riesgo que en ella se manipulan y las correspondientes fichas
de Bioseguridad quimica.

El Anexo 17 contiene el listado de los Agentes Quimicos de riesgo, segiin
su incompatibilidad, grado de riesgo y precauciones aconsejables.
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Parte IV. Anexos

ANEXO 1. GABINETES DE BIOSEGURIDAD BIOLOGICA
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ANEXO 2. DISENOS PARA LA INSTALACION DE UNO O MAS
LABORATORIOS, DENTRO DE UNA UNIDAD, CON NIVELES DE
BIOSEGURIDAD 3 O 4

A: Disefio elemental de un modulo incluido en una Unidad de varios laboratorios,
en los que se trabaja material que no requiere medidas de contencion. En este
disefio hay un corredor comun para el acceso al mdédulo de contencion, el cual
debe ser controlado y restringido. El movimiento del aire debe efectuarse de la
zona de menor riesgo a la de mayo riesgo. El aire puede reincubarse si se filtra
por filtros HEPA. El aire puede eliminarse al exterior sin previa filtracion, y no
debe, en todo caso, eliminarse cerca de otros edificios o accesos de aire fresco.

El modulo debe tener suficiente espacio para incluir un gabinete de Bioseguridad,
el aire de éste, puede ser eliminado al modulo previa filtracion.

Las superficies murales y pisos no deben ser permeables a liquidos y deben se de
facil limpieza. Las ventanas deben estar selladas. Todas las uniones de paneles o
tuberia que entra o sale, también deben estar selladas.

Debe tener un lavatorio de manos. La puerta debe cerrar automaticamente.
Puede incluir un Autoclave interior, pero no es imprescindible. Debe contar con
aparatos cerrados para eliminar basura o material contaminado.

B: El disefio B tiene iguales especificaciones que el A, salvo que el o los moédulos
estan mejor aislados y hay mejor control del acceso mediante antecamaras.

C El disefio C representa el Laboratorio de maxima contencion, incluso este disefio
podria ser motivo de un edificio propio sélo para el manejo de material y
experimentos de alto riesgo, y comprende las siguientes disposiciones de trabajo.



El personal entra por una puerta (e) que conecta un corto corredor con la pieza de
cambio de ropa (1), de ahi se pasa al vestidor (2), luego a la ducha (3) y al cambio
de ropa de trabajo (4), camino que debe efectuarse a la inversa al retirarse de la
seccion. Ingresado en esa forma pasa a su modulo de trabajo, uno de los cuales
tiene un Autoclave de doble puerta, para eliminar el material contaminado (6),
desde una pieza para almacenar material contaminado a esterilizar previa
eliminacion (5).

Otro elemento importante es que el corredor de acceso, sélo debe usarse para el
ingreso de material o equipos, lo cual debe efectuarse a través de una antecamara

(3).

Debe tener un sistema de ventilacion propio con presiéon negativa y flujo
controlado dentro de la unidad. El aire debe ser filtrado a través de filtros HEPA
y descontaminado antes de ser eliminado al exterior.

Las puertas que controlan la antecdmara deben estar sincronizadas
eléctricamente, para que se mantenga la presion diferencial.

Todos los liquidos deben ser descontaminados antes de ser eliminados, o bien
esterilizados al Autoclave. Los liquidos de las duchas deben ser descontaminados
antes de ser eliminados.

Los liquidos de la seccién toilette y lavatorios de la sala de reposo, pueden ser
eliminados directamente.

Se contempla ademas, una pieza de transito y salida de material esterilizado (7).

Nota 1 : Los mdédulos achurados son los destinados a trabajo con material de
riesgo.
2 : Adaptado del “Laboratory Safety Monograph”, U.S. Department of
Health Education and Welfare, Public Health Service, Nacional
Institutes of Health.
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ANEXO 3. CLASIFICACION BACTERIANA DE ACUERDO CON SU
POTENCIAL RIESGO PARA UNA PERSONA O EL AMBIENTE EN

RELACION CON EL NIVEL DE BIOSEGURIDAD!?

A. BACTERIAS DE RIESGO MINIMO O NULO: Nivel de BS-1. Clase 1 (2)

D)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)

Photobacterias

Familias: Rhodospirillales
Chromatiaceae
Chlorobiaceae

Familia Beggiatoaceae
Género Caulobacter

Género Prosthecomicrobium
Género Bdellovibrio
Familia Azotobacteraceae
Familia Halobacteriaceae
Género Desulfovibrio
Familia Nitrobacteraceae
Género Thiobacillus
Género Sulfolobus

Género Thiobacterium
Familia Methanobacteriaceae
Familia Micrococcaceae
Género Cellulomonas
Género Propionibacteriaceae
Género Corynebacterium (excepto C. diphtheriae)
Familia Lactobacillaceae
Género Desulfotomaculum

Familia Frankiaceae

12 NOTA: La incorporacién a estos listados de bacterias no patogenas para el hombre
(Nivel de BS-1) es por el uso que de ellas se hace actualmente en laboratorios de
investigacion e industriales, lo que hace necesario definir su ubicaciéon desde el punto de

vista de bioseguridad.
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B. BACTERIAS DE RIESGO INTERMEDIO: Nivel de BS-2. Clase 2 (2)

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

Familia Pseudomonadaceae
Familia Enterobacteriaceae
Familia Vibrionaceae
Género Staphylococcus
Familia Streptococaceae. Género Streptococcus
Bacterias no fermentadoras y Oportunistas patégenas
- Género Alcaligenes

- Género Aerobacter

- Género Francisella

- Género Chromobacterium
- Género Flavobacterium

- Género Pasteurella

- Género Actinobacillus

- Género Cardiobacterium
- Género Branhamella

- Género Moraxella

- Género Acinetobacter

- Género Kingella

- Género Achromobacter

- Género Eikenella

- Género Capnocytophaga
- Género Aeromonas

- Género Plesiomonas

Familia Bacillaceae. Género Bacillus.
Excepto especie anthracis (Ver 6).

Familia Rhizobiaceae
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C. BACTERIAS DE RIESGO ALTO. Niveles de BS-3 y 4.Clases 3 y 4 (2).

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)

Género Leptothrix

Familia Spirochaetaceae

Familia Bacteroidaceae

Familia Neisseriaceae

Familia Veillonellaceae

Género Bacillus. Especie anthracis
Género Clostridium

Género Listeria

Género Erysipelothrix

Género Corynebacterium. Especie diphteriae
Familia Mycobacteriaceae

Género Nocardia

Familia Rickettsiaceae

Familia Chlamydiaceae

Familia Mycoplasmataceae
Género Yersinia. Especie pestis
Género Peptococcus

Género Streptobacillus. Especie moniliformis
Género Haemophillus

Familia Actinomycetaceae

Género Gardnerella

Género Bordetella

Género Brucella

Género Fusobacterium
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D. BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE OTROS PATOGENOS

a)

b)

HONGOS PATOGENOS DE INTERES EN CHILE

1.- Cryptococcus neoformans (Nivel de BS-3)
2.- Histoplasma capsulatum (Nivel de BS-3)
3.- Sporotrix schenckii (Nivel de BS-2)

4.- Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton ~ (Nivel de BS-2)

5.- Candida (Nivel de BS-2)
HONGOS OPORTUNISTAS

1.- Aspergillus (Nivel de BS-2)
2.- Penicillium (Nivel de BS-2)
3.- Phycomycetes (Nivel de BS-2)

PRINCIPALES PROTOZOOS DE INTERES EN CHILE. Nivel de BS-2
1.- Entemoeba histolitica

2.- Pneumocistis carini

3.- Toxoplasma

4.- Tripanosomas

5.- Plasmodios

6.- Giardia

7.- Coccidia
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ANEXO 4. CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS DE INTERES EN
FITOPATOLOGIA DE ACUERDO CON SU POTENCIAL RIESGO PARA
UNA PERSONA O PARA EL AMBIENTE

Ninguin microorganismo considerado como patégeno de plantas deberia trabajarse en un

laboratorio de nivel de BS-1, fundamentalmente por el dafio que puede causar su

diseminacion en el medio ambiente.

A: NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2 EN EL MANEJO DE PATOGENOS DE
PLANTAS

Reino Monera
Division Bacterias
Familia Pseudomonaceae
Género Pseudomonas
Género Xanthomas
Familia Rhizobiaceae
Género Rhizobium
Género Bradyrhozobium
Género Agrobacterium
Género Phyllobacterium
Familia Enterobacteriaceae
Género Erwinia
Familia Streptomycetaceae
Género Streptomyces
Familia Actynomicetaceae
Género Actynomyces
Grupo Corineforme
Género Clavibacter

Género Arthrobacter
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Género Curtobacterium

Género Corynebacteria
Familia Bacillaceae

Género Bacillus

Género Clostridium

Bacterias Gram-negativas limitadas al floema, relacionadas con las enfermedades
de las plantas.

Bacterias Gram-positivas limitadas al xilema, relacionadas con las enfermedades
de las plantas.

Y todas las demas bacterias relacionadas con las enfermedades de las plantas y los

insectos.

Clase Mollicutes
Orden Mycoplasmatales
Familia Spiroplasmataceae

Género Spiroplasma

Organismos parecidos a micoplasmas relacionados con las enfermedades de las

plantas.

Viroides
Superreino Prokaryotae

Reino Virus

Todos los pertenecientes a grupos que contienen virus de plantas (tanto ARN

como ADN vy todos los demas virus de plantas e insectos).
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B: NIVEL DE BIOSEGURIDAD 3 EN EL MANEJO DE PATOGENOS DE

PLANTAS

Divisién Eumycota
Clase Ficomicetes
Subclase Quitridiomicetes
Familia Synchitriaceae
Género Synchitrium
Subclase Plasmodioforemicetes
Orden Plamidioforales
Familia Plamidioforaceae
Género Plasmodiophora
Género Spongospora
Familia Cladoquitriaceae
Género Urophlystis
Género Physoderma
Subclase Oomicetes
Orden Peronosporales
Familia Pitaceae
Género Pythium
Género Phytophtora
Familia Albuginaceae
Género Albugo
Familia Peronosporaceae
Género Sclerospora
Género Plasmopara
Género Bremia
Género Peronospora
Subclase Zigomicetes
Orden Mucorales

Familia Mucoraceae
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Género Rhizopus
Clase Ascomicetes
Subclase Hemiascomicetidas
Orden Tafrinales
Familia Tafrinaceae
Género Taphrina
Subclase Euascomicetidas
Orden Erisifales

Familia Erisifaceae

Género Sphaerotheca

Género Podosphaera
Género Erysiphe

Género Phyllactinia

Género Mycrosphaera

Género Uncinula
Orden Meliolales
Familia Meliolaceae
Género Meliola
Orden Clavipicitales
Familia Clavipicitaceae
Género Claviceps
Orden Esferiales
Familia Esferiaceae
Género Rosellinia
Familia Fillacoraceae
Género Phyllachora
Orden Diaportales
Familia Diaportaceae
Género Glomerella

Género Diaporthe
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Familia Gnomoniaceae
Género Linocarpon
Orden Hipocreales
Familia Nectriaceae
Género Nectria
Género Gibberella
Orden Heliotales
Familia Facidiciae
Género Pseudopeziza
Familia Esclerotiniaceae
Género Sclerotinia
Género Monilinia
Subclase Loculoascomicetidas
Orden Miringiales
Familia Elsinoaceae
Género Elsinoe
Orden Pleosporales
Familia Venturiaceae
Género Venturia
Familia Pleoporaceae
Género Pyrenophora
Orden Dotideales
Familia Micosferellaceae
Género Mycosphaerella
Familia Capnodiaceae
Género Capnodium

Género Limacinia

Clase Deuteromicetes

Orden Esferopsidales
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Familia Esferodiaceae
Género Phyllosticta
Género Phoma
Género Phomopsis
Género Sphaeropsis
Género Coniothyrium
Género Ascochyta
Género Diplodia
Género Septoria

Familia Leptostromasia
Género Leptothyrium

Orden Melanconiales
Familia Melanconiaceae
Género Colletotrichum
Género Coryneum
Género Sphaceloma
Orden Moliniales

Familia Molineaceae
Género Oidium
Género Monilia
Género Asperfillus
Género Penicillium
Género Verticillium
Género Botrytis
Género Rhynchosporium
Género Piricularia

Familia Demaciaceae
Género Fusicladium
Género Alternaria

Género Dreschlera (Helminthosporium)



Género Cercospora
Familia Estilbellaceae
Género Isariopsis
Género Graphium
Familia Tubercularaceae
Género Fusarium
Orden Micelio Estéril
Género Rhizoctonia

Género Sclerotium

Clase Basidiomicetes
Subclase Heterobasidiomicetidas
Orden Tremellales

Familia Tremellaceae

Género Helicobasidium

Orden Uredinales
Familia Pucciniaceae
Género Puccinia
Familia Melanpsoraceae
Género Melampsora
Orden Ustilaginales
Familia Ustilaginaceae
Género Ustilago
Familia Tilletaceae
Género Tilletia
Orden Exobasidiales
Familia Exobasidiaceae
Género Exobasidium
Subclase Homobasidiomicetidas

Orden Poliporales
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Familia Poliporaceae
Género Fomes
Género Polyporus
Género Poria

Familia Agariraceae

Género Schyzophylum
Género Armilaria

Familia Teleforaceae
Género Pellicularia
Género Corticum
Género Stereum

Orden Gasteromicetes
Género Licoperdum

Género Calvetia

Y todos los demds hongos relacionados con las enfermedades de las plantas o los

insectos.

Division Myxomycota

Clase Plasmodiophoromycetes
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ANEXO 5. CLASIFICACION DE RADIOISOTOPOS DE ACUERDO A SU
RELATIVA RADIOTOXICIDAD?®

Grupo 1%
21(_>Pb
231Pa
241Pu
249Cf

Grupo 2
22Na

1Y
129Tem
152Eu(13y
297B1

249Bk

Grupo 3
"Be
2K
2Fe
69/ m
87Kr
9SNDb
19%5RKH
125G
134I
142y
155F1
171Tm
1850)g
198 Ay
ZQGBi

Grupo 4
°H

$Rb

131X em
232Th

2191)0 223Ra
239[J 232
242y 241 Am
ZSQCf 252Cf
%Cl $Ca
95 Zr 196Ru
124 126]
154Eu
21QBI 211 At
14C 18F
BK 47Ca
%Fe YFe
2Ga  As
%Rb  #5r
Mo *Tc
193Pd 199Pd
122G} 125Tem
135] 135X e
143Pr 147Nd
153Gd 159Gd
175Yb 177T u
1910g 1930)g
19 Ay 197Hg
212B§ 220Rn
150 37A
ITym BY/r
133X e 134Cgm
Th-Nat 235U

226Ra
233
243 Am

465C
119Agm
131
169Tb
212Pb

2Na
4“5¢
51Co
7As
ASr
91TCm
195 Ag
127’1"e
131Cs
49Nd
165Dy
181W
19QII.
197H gm
222Rn

58Com
97Nb
135CS
236(J

228Ra
234U
242Cm

54Mn
115Cdm
133]
179Tm
224Ra

Bl
#8Sc
%Co
76As
9QY
Tc
111 Ag
129’1"e
136CS
147Pm
166Dy
185\W
194Ir
293Hg
231 Th

%Ni
96Tcm
147Sm
U-Nat

221 AC
231 Np
243Cm

%Co
114]m
134Cg
1BIHf
228 A\ ¢

31Si
48\
N1
77As
2Y
PTc
199Cd
181Tem
131Ba
149Pm
166H o
1B87W
191P¢
ZQQTi
233Pg

97n
9T cm
187Re

13 Adaptado de: Safety Serie N°38, IAEA, Viena, 1973.
14 Grupo 1.- Muy alta toxicidad; Grupo 2.- Toxicidad media-alta; Grupo 3.- Moderada
toxicidad. Grupo 4.- Toxicidad baja.

227Th
238Pu
244Cm

°Co
124 Sb
137Cs
182T a
ZSQP a

2p
S1Cr
5Ni
5Se
23Y
Ru
15Cd
132Te
14QL a
151Sm
16QEr
183Re
193Pt
201T]
239Np

1Ge
193R'hm
19losm

228Th
239Pu
245 Cm

89Gr
1258b
149B4
192]r

234 Th

358
2Mn
#Cu
82Br
7Lr
193Ru
115]m
1391

141 Ce
153Gm
171Er
186Re
197Pt
29271

8K
113Inm
193Pgm

ZSQTh
249Pu
246Cm

9°Sr
127Tem
144Ce
2047
236J

41A

%Mn
7Zn

K ym
BN pm
195Ru
113G

132

43Ce
152Eum(9.

188Re
196 Au
ZQSPb

SSSrm
1291

197Ptm
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ANEXO 6. PRINCIPALES PROPIEDADES Y MEDIDAS DE PROTECCION PARA
ALGUNOS RADIONUCLIDOS DE USO COMUN EN INVESTIGACION

TIPODE ENERGIA METODODE  DOSIMETRO BLINDAJE DE
RADIOISOTOPOS VIDA EMISION MAXIMA  MONITOREO PERSONAL PROTECCION
MEDIA DE DIARIO REQUERIDO
EMISION
TRITIO (H-3) 12 Beta 0.018 Frotis Ninguno
anos MeV
Segun lo
CARBONO-14 (C- 5730 Beta 0.156 Frotis Ninguno
14) anos MeV disponga
AZUFRE (5-35) 87,9 Beta 0.167 Frotis la autoridad Ninguno
dias MeV
competente
FOSFORO-32  (P- 14 dias Beta 1.710 Contador Acrilico (1)
32) MeV Geiger-
Miiller
I0DO-125 (I-125) 60,2 Gamma 0.035 Centelleador Plomo (2-3)
dias MeV Para Nal
(1): Blindaje de Acrilico recomendado, grosor de 10 mm.
(2): Blindaje de Plomo recomendado, grosor de 0,5 -1 mm
(3): “HVL” (Half Value Layer) de Plomo, espesor necesario para reducir a la mitad el valor

original = 0.00185 cm.

REF.: Radiation Safety in the Laboratory. National Institutes of Health. Radiation Safety Branch.

Washington, D.C.
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ANEXO 7. ALGUNAS PROPIEDADES SELECCIONADAS DE RADIOMUCLIDOS DE
INTERES BIOLOGICO EN INVESTIGACION (NIH/USA 1991)5

Energia Energia Igamma Vida Media
Ntclido Beta Gamma mR/Hr/mCi Organo
Maxima (MeV) (a 1 mt) Critico Fisica
(MeV) Bioldgica
SH 0.0186 - - Tejidos 12.26 10
Corporales (anos) (dias)
1“C 0.156 - - Grasa 5730 0.4
Corporal (anos) (dias)
82p 1.710 - - Hueso 14.30 1155
(dias) (dias)
125 - 28 KeV 0.07 Tiroides 60.2 0.35/138t¢
I Promedio
Testiculo
S 0.167 - - Cuerpo 87.9 7
Entero (dias) (dias)

MeV = Mega electron Volt (10° eV).
KeV = Kilo electron Volt (103 eV).

** Internat. Comm. on Radiol. Protec. ICRP. Publ. N° 10. Pergamon Press, Oxford, England.
1968.

15 Manual on Early Medical Treatment of Possible Réaimlnjury. Safety Series N° 47. IAEA.
Viena. 1978. (En esta Referencia de la BibliotextadC.CH.E.N., La Reina, pueden consultarse los

valores correspondientes a otros elementos).
'8 Internat. Comm. on Radiol. Protec. ICRP. Publ18°Pergamon Press, Oxford, England. 1968.



ANEXO 8. CARACTERISTICAS DEL H3
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Tipo de Energia de Alcance
Radiacién Emisién Intensidad Aire Tejidos Penetrabilidad
cms
Beta 18.6 Kev. 100 % 0.610 0.0006 Insignif.
(max)

Fisiologia del Nuclido Libre
Destino Bioldgico Cuerpo total
Tipo de Bioensayo Orina
Dosis Comprometida a Cuerpo Entero
(por microcurie de Carga Corporal) 0.06 m Rem
Dosis Comprometida Eficaz

por uCi ingerido  0.09 mRem

por uCi inhalado 0.13 mRem
Vida Media
Radiologica 12.28 afios
Bioldgica 10 dias
Efectiva 10 dias
Dosis Absorbida
Fraccion transmitida por capa cornea de piel 0%
Irradiacion a Células basales por contaminacion de piel
(a una densidad de 1 uCi por cm3).

0 mRads/Hr

Control de Exposicion (INFORMACION MINIMA!)

Volatibilidad inherente (TPE) importante

Blindaje de proteccion no se necesita
Instrumentos de evaluacion ninguno que sea practico
Meétodo de Aseo de superficie contaminada aseo con detergente

Dosimetria personal

Clasificacion

Lo que indique la autoridad competente.

Lo que indique la autoridad competente.
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ANEXO 9. CARACTERISTICAS DEL C*

Tipo de Energia de Intensidad
Radiacion Emision
Beta 156 MeV 100 %
(max)

Fisiologia del Nuclido Libre

Destino Biologico

Tipo de Bioensayo

Alcance
Aire Tejidos Penetrabilidad
Cms
30.5 0,03 escasa
Tejido adiposo
Orina

Dosis Comprometida a Cuerpo Entero
(por microcurie de Carga Corporal)

Dosis Comprometida Eficaz

por uCiingerido  1.54 mRem
por uCi inhalado
Vida Media

Radioldgica

Bioldgica

Efectiva

Dosis Absorbida

Fraccion transmitida por capa cornea de piel

Irradiacion a Células basales por contaminacién de piel

(a una densidad de 1 uCi por cm?).

2.07 mRem (tejido adiposo)

5730 anos

40 dias
40 dias

11%
1400 mRads/Hr.

Control de Exposicién (INFORMACION MINIMA!)

Volatibilidad inherente (TPE) no significativa

Blindaje de proteccion
Instrumentos de evaluacion

no se requiere

Contador a gas proporcional — GM poco sensible

Meétodo de Aseo de superficie contaminada aseo con detergente

Dosimetria personal
Clasificacion

Lo que indique la autoridad competente.
Lo que indique la autoridad competente.
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ANEXO 10. CARACTERISTICAS DEL P

Alcance
Tipo de Energia de Intensidad Aire Tejidos | Penetrabilidad
Radiaciéon Emision Cms
Beta 1.710 MeV 100 % 610 0.7 moderada
(max)
Fisiologia del Nuclido Libre
Destino Bioldgico Tejido Oseo
Tipo de Bioensayo Orina
Dosis Comprometida a Cuerpo Entero 32 mRem (Superficie Osea solamente)
(por microcurie de Carga Corporal)
Dosis Comprometida Eficaz
por uCi ingerido 7.5 mRem
por uCi inhalado
Vida Media
Radiologica 14.3 dias
Bioldgica 1500 dias
Efectiva 14.2 dias
Dosis Absorbida Dosis de 1 cm de 1 mCi 200.000 mRads/Hr
Fraccion transmitida por capa cornea de piel 95%
Irradiacion a Células basales por contaminacién de piel
(auna densidad de 1 uCi por cm?). 9200 mRads/Hr.
Control de Exposicién (INFORMACION MINIMA!)
Volatibilidad inherente (TPE) insignificante
Blindaje de proteccién plastico, acrilico de 1 cm de espesor
Instrumentos de evaluacion contador Geiger Miiller
Método de Aseo de superficie contaminada aguay detergente
Dosimetria personal Fotografico o Termoluminiscencia

Clasificacion Lo que indique la autoridad competente.
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ANEXO 11. CARACTERISTICAS DEL I'%5

Alcance
Tipo de Energia de Intensidad Penetrabilidad
Radiaciéon Emision Aire Tejidos
cms
Gama 35 KeV 7 % Grosor de 50 Reduccion baja
Rayos X 27-31 KeV 138 % % de con radiacion 0,02 baja
E. 4-30 KeV - - agua cm insignificante
Conversion
Fisiologia del Nuclido Libre
Destino Biologico Tiroides
Tipo de Bioensayo Contar Tiroides
Dosis Comprometida a Cuerpo Entero
( por microcurie de Carga Corporal ) 4153 mRem a Tiroides
Dosis Comprometida Eficaz
por uCi ingerido
por uCi inhalado
Vida Media
Radioldgica 60.2 dias
Bioldgica 120 dias (Eliminacion Tiroidea)
Efectiva 40.1 dias

Dosis Absorbida Dosis de Irradiacion a 10 em de 1 mCi 27.5 mRads/Hr

Fraccion transmitida por capa cornea de piel Insignificante

Irradiacion a Células basales por contaminacion de piel
(auna densidad de 1 uCi por cm?). nula

Control de Exposicion (INFORMACION MINIMA!)

Volatibilidad inherente (TPE) importante especialmente a pH acido!

Blindaje de proteccion Hoja de plomo (0.5 a 1 milimetro)

Instrumentos de evaluacion Centelleador de Nal con cubierta delgada
(A1 o plastico)

Meétodo de Aseo de superficie contaminada Agua y detergente (mas lugol)

Dosimetria personal Fotografica o Termoluminiscencia

Clasificacion temporal de residuo. Lo que indique la autoridad competente.
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ANEXO 12. CALCULO APROXIMADO DE DOSIMETRIA PARA ALGUNOS

RADIONUCLIDOS DE INTERES BIOLOGICO"Y

Particulas Beta:

a)

b)

d)

Se requieren Pariculas Beta de por lo menos 70 KeV para atravesar la capa protectora de
la piel (valor nominal de 7 mg/cm? ¢ 0.07 mm).

La energia promedio de un espectro de rayos beta es aproximadamente un tercio de la
Energia Maxima.

El alcance de una particula beta en el aire es aproximadamente 3.7 metros por MeV. (El
alcance maximo del P%? en aire es aproximadamente 6 metros).

La velocidad de irradiaciéon en Rad/hora de un emisor beta en una solucién puede
aproximarse como 1.12 EC/P siendo

E =1a energia promedio por desintegracion tipo en MeV.

C = concentracidn en microcuries por centimetro ctbico.

P = densidad del medio en gramos por centimetro ctibico.

La irradiacion en la superficie de la solucion es la mitad del valor dado por dicha
relacion.

Para la energia promedio del P*2 (0.07 MeV) la irradiacion de una solucién de 1 uCi por
cm? en agua es 1.48 Rads/hora.

La velocidad de irradiacion a través de la capa protectora de la piel (con un valor
nominal de 7 gm/cm?), a partir del deposito uniforme de 1 uCi por cm? es de alrededor
de 9 Rad/hora para energias sobre 0.6 MeV. Note que en una capa delgada la irradiacién
beta excede en hasta 100 veces una irradiacion gamma de igual energia promedio.

Para una fuente puntual de emisor beta (sin considerar la absorciéon del aire y la
autoabsorcion), por cada mCi la irradiacion a 1 cm de distancia es aproximadamente
igual a 200 Rad /hora y varia muy poco con la energia de la radiacion.

La irradiacién por P32 a 1 cm y por cada mCi es de 200 Rads/hora aproximadamente.

Rayos Gamma:

a) Para una fuente puntual gamma con energias entre 0.07 y 4 MeV, la irradiacion (mR/hora)

con una aproximacion de un 20% a 30.8 cm es igual a:

7 Adaptado de la Referencia 38, pag. 22.
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6 XmCixExn

siendo
mCi = nimero de milicuries
E =energiaen MeV

N =numero de emisiones (energias) de las radiaciones gamma.

La irradiaciéon de un tejido en Rads/horas en un medio no limitado y uniformemente

contaminado por un emisor gamma es igual a:

2.12 EC/P

siendo

E  =energia gamma promedio por desintegracién en MeV

C  =numero de microcuries por centimetro ctibico

P =densidad del medio en gramos por centimetro ctibico

En la superficie de un cuerpo suficientemente grande la dosis es igual aproximadamente a

la mitad de esta relacion.

Misceldanea

a)

b)

La actividad de cualquier radiontclido se reduce a menos del 1% después de transcurridas
7 vidas medias (17 = 0.8%).
Para cualquier radionticlido con una vida media mayor que seis dias, el cambio en

actividad en 24 horas sera menor de un 10%.



ANEXO 13. COMPUESTOS CARCINOGENICOS

GRUPOS PRINCIPALES DE CARCINOGENICOS QUIMICOS

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Metabolitos de aminas aromaticas

Colorantes tipo Azo
Nitrosaminas
Uretano

Agentes alquilantes

COMPUESTOS QUIMICOS CON POSIBLE EFECTO CARCINOGENICO

Aceites isopropilos
Acrilonitrilo

Aflatoxina

Agentes alquilantes
4-amino difenilo
antraceno

auramina

benceno

bencidina

Berilio (Beryllium)

Beta y alfa naftilamina
Bis cloro metil éter
Ciclofosfamida
Clorambucilo
Clornafacina (chlornaphazine)
Compuestos arseniosos
Compuestos niquelados
Creosota

Cromatos
Dietilestilbestrol
Erionita

Estrégenos conjugados
Fenacetina

Fenitoina

Fibras de asbestos
Hidrocarburos aromaticos
Melfalan (Melphalan)
Neoprén

Ninhidrina
Nitrosaminas

Oxido de cadmio
Oximetolona (Oxymetholone)
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Petroleo y algunos de sus derivados (cera, parafina, aceites minerales, etc.,

probablemente por su contenido de hidrocarburos aromaticos)

Tetracloruro de carbon
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ANEXO 14. COMPUESTOS CON POTENCIAL TERATOGENICO

PRINCIPALES COMPUESTOS CON POTENCIAL TERATOGENICO EN
HUMANOS

Alcohol

Aminopterina
Andrégenos

Bifenilos policlorinados
Derivados de cumarina
Dietilestilbestrol
Difenilhidantoina
Metilmercurio
Oxazolidina-2, 4-dionas
Progestinas
Propiltiouracilo
Radiacion

Tetraciclina
Talidomida

AGENTES CON POTENCIAL TERATOGENICO EN UNA O MAS ESPECIES
DE MAMIFEROS

Salicilatos (aspirina)

Algunos alcaloides (cafeina, nicotina, colchicina)

Tranquilizantes (meprobamato, clorpromacina, reserpina, diazepam)
Antihistaminicos (buclicina, meclicina, ciclicina)

Antibioticos (cloramfenicol, estreptomicina, penicilina)
Hipoglicemiantes (carbutamida, tolbutamida, hipoglicinas)
Corticoides (triancinolona, cortisona)

Agentes alquilantes (busulfan, clorambucilo, ciclofosfamida, TEM)
Anestésicos (halotano, uretano, 6xido nitroso, pentobarbital)
Antimetabolitos (acido folico, andlogos de purina y pirimidina)
Solventes (benceno, dimetilsulféxido, propilenglicol)

Pesticidas (aldrin, malatién, carbaril, 2,4,5-T, captano, folpet)
Efluentes industriales (algunos compuestos de plomo, mercurio, Arsénico, litio y cadmio)
Plantas (lupino, arvejas, tabaco)

Miscelaneos (Tripan azul, Triparanol, diamox)

De: “Principles of Drug Actions: The basis of Pharmacology”, por W.Pratt & P.Taylor
(Churchill Livingstone Inc.) 3*4edition, p. 783-785, 1991.
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ANEXO 15. AGENTES QUIMICOS INCOMPATIBLES

Muchos reactivos quimicos de uso comun no pueden ser mezclados, por las reacciones
peligrosas que desarrollan. Los principales son:

D

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

Ac. Acético: con Acido Crdémico, Nitrico, compuestos que contienen hidroxilos,
etilenglicol, Ac. Perclorico, perdxido y permanganatos.

Acetona : con mezclas de Ac. Sulfuirico o Nitrico concentrados.
Acetileno : con Cobre (cafierias), Fluor, Bromo, Cloro, Yodo, Plata,
Mercurio.

Calcio, Potasio y sodio: con agua, CO2, tetracloruro de carbono y otros hidrocarburos
clorinados.

Amonio anhidro : con Mercurio, halégenos, hipoclorito de calcio, Ac. Fluoridricos.

Nitrato de Amonio: con Acidos, metal en polvo, liquidos inflamables, cloratos, nitratos,
azufre, reactivos, organicos finamente pulverizados o

combustibles.
Anilina : con Ac. Nitrico, Ac. Clorhidrico.
Bromo : con Amonio, acetileno, butadieno, butano, Hidrogeno, Carburo

de Sodio, Trementina, metales finamente pulverizados,
Carbon activado : con hipoclorito de calcio, con todos los oxidantes.

Cloratos : con Amonio, Acidos, metales en polvo, azufre, carbdn, reactivos
organicos finamente divididos o combustibles.

Ac. Crémico : con Ac. Acético, Naftaleno, alcanfor, alcohol, glicerol, trementina
y otros liquidos inflamables.

Perdxido de Cloro : con Amonio, acetileno, Hidrégeno sulfurado, Fosforo.
Cloro : con Amonio, acetileno, butadieno, bencina u otros derivados del
Petroleo, Hidrogeno, carburo de sodio, trementina, metales

finamente pulverizados.

Cobre : con acetileno, agua oxigenada.



15)

16)

17)

18)

19)

20)
21)

22)

23)

24)

25)

26)
27)
28)

29)

30)

31)

32)
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Cianuros : con Alcalis, Acidos.

Liquidos inflamables: con Nitrato de Amonio, Ac. Crémico, Agua oxigenada, Ac.
Nitrico, halégenos, Peroxido de Sodio.

Agua oxigenada : con cobre, cromio, fierro, la mayoria de los metales o sus sales,
liquidos inflamables u otros materiales combustibles, anilina o
nitrometano.

Hidrogeno sulfurado : con Ac. Nitrico fumante, gases oxidantes.

Hidrocarburos en general: con Fluoruros, Cloruros, Ac. Cromico, Peréxido de sodio,

Formamida.
Yodo : con Acetileno, Amonio.
Mercurio : con Acetileno, Ac. Fulminico, Hidrogeno.
Ac. Nitrico : con Ac. Acético, Ac. Cromico, Ac. Hidroxindamico, Anilina,

Carbdn, Hidrogeno sulfurado, liquidos y gases en general o
susbtancias nitratadas.

Oxigeno : con aceite, grasas, Hidrégeno, liquidos, sdlidos o gases
inflamables.

Acido Oxalico : con Plata o Mercurio

Ac. Perclérico : con Ac. Acético anhidro, Bismuto y sus aleaciones, alcohol,

papel, madera u otros materiales organicos.
Anhidrido Fosférico :con Agua.

Permanganato de Potasio: con glicerol, etilenglicol, benzaldehido, Ac. Sulftrico.

Azida Sodica : con Plomo, Cobre y otros metales.

Plata : con Acetileno, Ac. Oxalico, Ac. Tartdrico, compuestos de
Amonio.

Peroxido de sodio : con substancias oxidables como metanol, Ac. acético glacial,

anhidrido acético, benzaldehido, glicerol, etilenglicol, acetato de
etilo, disulfuro de carbdn.

Sodio : con Tetracloruro de cabono, anhidrido carbdnico, agua.

Ac. Sulftirico : con cloratos, percloratos, permanganatos y agua.
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ANEXO 16. EFECTO ADVERSO DE TIPO AGUDO O CRONICO EN EL HOMBRE

Agente Quimico

DE ALGUNOS AGENTES QUIMICOS DE RIESGO

Efecto en el hombre

Agudo Cronico
Acetaldehido Irritacion del tracto respiratorio. Bronquitis
Efecto narcotico Dario Hepatico
Posible carcindgeno
Anhidrido Acético  Fuerte irritacion del tracto respiratorio -
y 0jos. Accién corrosiva
Acetona Irritacion ligera de ojos, nariz y -
garganta. Efecto narcético
Acetonitrilo Irritacidn ocular, cutdnea y respiratoria.
Puede provocar convulsiones, pérdida de
conocimiento y envenenamiento por
cianuro.
Acroleina Lagrimeo. Irritacion respiratoria grave; --
edema pulmonar con altos niveles de
exposicion
Amoniaco, Caustico para ojos, vias respiratorias y piel
solucién
Anilina Cianosis por Meta-Leucoglobulina. -
Paralisis respiratoria. Ligero efecto
narcotico.
Benceno Efecto narcotico, vértigos y cefaleas. Leucemia. Dafio
A altas concentraciones, pérdida del Hepatico y
conocimiento y muerte. Renal. Anémia
Cloroformo Efecto narcotico, irritante para la piel Darfio Hepatico y Renal
produce cefaleas, nauseas, pérdida de. Transtornos gastro-
apetito y ligera ictericia intestinales. Presunto
carcindgeno
Cianuro de Metilo  Irritacidn respiratoria. -
Envenenamiento por Cianuro.
Dioxano Irritante ocular, narcosis, Puede ser carcindgeno

Dario Hepatico y Renal. para el ser humano



Fenol

Formalina

Glutaraldehido

Isopropanol
2-propanol

Metanol

Naftilamina
(alfa y beta)

Nitrobenzeno

Oxido de Tetra-
Metileno

Piridina

Sodio, cianuro

Tetracloruro de
Carbono

La sustancia y sus vapores son para
los ojos, piel y vias, vias respiratorias
Dolor abdominal vomitos y diarreas

ve irritacid .
Grave irritacion de los ojos y de la
piel, irritacion de vias respiratorias

Sintomas tipo asmatico

Irritacidn respiratoria y de mucosas

Irritante para los ojos y vias respiratorias
Puede tener efecto en el sistema nervioso

central, provocando cefaleas, nauseas,
mareos y vomitos y coma.

Efecto narcotico. Irritacion de
mucosas. Dafio del nervio 6ptico

Toxico por inhalacién, ingestion

y contacto con la piel

Cianosis por metahemoglobina.
Ligero efecto narcdtico.

Narcosis. Dafio Hepatico y renal.
Irritacion ocular y respiratoria.
Afecta al sistema nervioso central
causando mareos, cefaleas, nauseas
para respirar. La ingestion produce

dolor abdominal, diarrea y vomito

Sumamente tdxico por ingestion,
Inhalacién y contacto con la piel

Dano Hepatico y Renal. Ictericia.

Néuseas. Pérdida del apetito. Narcosis.

130

Lesiones hepaticas
y renales..

Riesgos de efectos
irreversibles a la salud
Posible carcinégeno

Dafio al nervio
Optico y retina.

Carcinogeno en el ser
humano (cancer de vejiga)
Mutdgeno y teratégeno

Anemia, caida de la presion
sanguinea. Me-
tahemoglobine- mia y cianosis.
Irritacién vesical.

Darfio Hepatico.

Dafios hepaticos y renales.

La exposicion repetida
puede afectar a la tiroides

Dario Hepatico y Renal. Tras-
tornos gastrointestinales.



Tolueno

Tricloroetileno

M-Xileno

O-Xileno y
P-Xileno

Efecto narcotico

Efecto narcoético. Irrita ojos y piel,
Trastornos neurologicos

Efecto narcoético. Dolor de cabeza
Vértigos. Fatiga. Nauseas.

Efecto narcotico. Dolor de cabeza.

Vértigos. Fatiga. Nauseas
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Trastornos neuro-
logicos. Adiccion.
Puede afectar al higado y al
rinén. Probable carcindgeno

para el ser humano.

Trastornos neurologicos

Trastornos neurologicos



ANEXO 17. CLASIFICACION, DE USO EN EL INSTITUTO DE SALUD

132

PUBLICA DE CHILE, DE LOS AGENTES QUIMICOS SEGUN SU GRADO DE

RIESGO!®
GRUPO N°0
(Grado 0 de riesgo)
Riesgos Precauciones

_Amonio acetato .........coiiiiiiiiiie
_Cincgranulado ..............coooi
_Dietilditiocarbamato de plata ........................

GRUPO N° 1
(Grado 1 de riesgo).

Identificacion Riesgos Precauciones

_Acido CItriCo .ovveeeeeeeeeeeee, Salud 36 25-26
_Acido crémico (Cromo VI, éxido) Salud 8-35 28

Reactividad
_Acido etilendiamino tetra

acético (EDTA) ...c.cevveieninnne. Salud 37 22
_Acido fosfomolibdico .............. Salud 8-35 22/28
_Amino benzaldehido ............... Salud 10-15-205-7-15-16-23
30-37
_Asfalto (Brea, alquitran) .......... Salud 36/38 24/25
_Cobrell sulfato ..................... Salud 22 20
_1,4-Di-2 (5-fenil oxazoil)
benceno (POPOP) ............... Salud 37/38 22-28

_2,5-difeniloxasol (PPO) ......... Salud e
_Dicloro difluorometano (R-12) .. Salud 26 3-24/25
_Dimetil sulféxido (DMSO) ......... Salud _ _

Inflamabilidad
_Etilen glicol ........................ Salud 22

Inflamabilidad

18 1) Adaptada del Manual de Bioseguridad del Instituto de Salud Publica de Chile, 2* Ed.,

Santiago-Chile, 1992, con la autorizacion de su Direccion para la Edicion del afio 1994.

2) Lista ampliada, basada en la Clasificacion de Agentes Quimicos del Nacional Fire
Protection Association (U.S.A.) (NFPA-704-M), y en la Identificacion de Riesgos de

Materiales de la Norma Chilena (NCH.1.411/IV-1978).

3) Cada categoria principal de riesgo (salud, inflamabilidad y reactividad) tendra una

graduacion que va del 0 al 4 e indica la severidad del riesgo. El sistema de asignacion de
grados de riesgo esta basado en valores relativos, por lo tanto, a un mismo material se le
pueden asignar diferentes grados de riesgo, dependiendo de diferentes condiciones de
almacenamiento u otras variables locales.
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_Monocloro difluoro metano
(R22) i, Salud 20 3-24/25
_Platanitrato ..........ccoveeininl. Salud 34 24-25-26
Reactividad
_Potasio cromato ................... Salud 36/37/38 22-28
GRUPO N° 2
(Grado 2 de riesgo).
Identificacion Riesgos Precauciones
_Acido nitrico fumante ............. Salud 8-35 23-26-36
_Acido sulfanilico ................... Salud 20/21/22 25-28
_Amoniaco (25%) ..ccveerveeereenenn Salud 36/37/38 26
_Amonio persulfato .................. Reactividad 2-9-14-19- 3-8-17-30-39
Salud 20-22-34
_Anhidrido acético .................. Inflamabilidad 10-34 26
Salud
Reactividad
_ Anhidrido carbénico (Gas) ...... Salud 2 3-4-7-34
_Bromuro de etidio .................. Salud 33-37/38-40 44
Inflamabilidad
_Cadmiosulfato ..................... Salud 23/25-33-40 13-22-44
_Carbon activado ........oooveenn. Salud 20-33-39 22-38
_Cianuros (Potasio o sodio) ...... Salud 26/27/28-32 1-7-28-29-45
_Diclorometano (Cloruro de) Salud
Mietileno) ......ccocvvvvevinnininnnn.. Salud 20 24
_N, N-Dimetilformamida ........... Salud 20/21/36 26-28-36
Floruros ....cooovveviiiiiiiiiiiin, Salud 27/28-32 1-7-28-29-45
_Formalina ............oovvvviinnnn, Salud 23/24/25-43 28
Inflamabilidad
_Formamida .................o.oeetol Salud 21/22-36 26
_2—Mercapto etanol .............. Salud 22/22 20-23
Inflamabilidad
_MitomicinaC .........ooevviinnnn, Salud 23/24/25 e
_N, N’ — Mutilen Bis acrilamida Salud 10-22 20
_Nitroégeno (Gas comprimido) ... Salud 2 3-4-7-34
_1—Naftil anima (a naftilamina) Salud 26/27/28-39  22-36-27-45
_o-Tolidina .........cecevviiniini. Salud 20/21 24-51
_Oxigeno (Gas comprimido) .... Salud 2-8-9 3-4-7-18-34
_Paraformaldehido ................ Salud 10-21/22 24/25
Inflamabilidad
_Sodio hidrégeno selenito ......... Salud 24/25 22-24
_Timerosal ...........ccooiiiinin.. Salud 26/27/28-33  13-28-36-45
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GRUPO N° 3
(Grado 3 de riesgo).
Identificacion Riesgos Precauciones
_Acetatodeetilo ................... Inflamabilidad 11 16-23-29-33
_Acetatoden—amilo .............. Inflamabilidad 10 23-16
_Acetato de n —butilo ................ Inflamabilidad 00 e
CAcetona ... Inflamabilidad 11 9-16-23-33
_Acido bromhidrico ......... Salud 34-37 7/9-26
_ Acido clorhidrico fumante
(B7%) et e Salud 34-37 26
_Acido fOrmico ......coceevvevvenennn. Salud 35 23-26
_Acido lactico......cooiviiiiininn.. Salud 34 26-28
_Acido ortofosférico (85 —

O5%) eeueeeeeenintrieneeeeeeee e Salud 34 26
_Acido perclorico .................... Salud 5-8-35 23-26-36
_Acido sulftrico 96% ................. Salud 35 26-30
_Acido tricloro acético............ Salud 35 24/25-26
_Acrilamida .....ooviiiieeee e, Salud 23/24/25-33 27-44
_Alcohol n - amilico .................. Inflamabilidad 10-20 24/25
_Alcohol n - butilico... ............ Inflamabilidad 10-20 16
_Alcohol etilico ..........ovvvivinnn. Inflamabilidad 11 9-16-23-33-7
_Alcohol isobutilico .................. Inflamabilidad 10-20 16
_Alcohol isopropilico ................. Inflamabilidad 11 7-16
_Alcohol metilico ...... ............ Salud 11-23/25 7-16-24
_Amoniaco (anhidrido, gas)....... Salud 10-23 7/9-16-38
CAnIlina ... Salud 23/24/25-33  28-36/37-44
_Asénico III 6xido ... vevveeunennnne Salud 23/25-33 1-20/21-28-44
_Benceno ...l Inflamabilidad 11-23/24-39 9-16-29
_Carbono disulfuro .................. Inflamabilidad 12-26 27-29-33-43-45
_Carbono tetracloruro .............. Salud 26/27-40 38-45
_Cloro (Gas) «.ccceeeeerererereeeinnnnns Salud 23-36/37/38  7/9-44
_Cloroformo ..o...oovvvviiniinninnn... Salud 20 24/25
_Difenilamina .........ccccvvueee... Salud 23/24/25-33 28-36/37-44
_4 Dimetil aminobenzaldehido, Salud

sol. Alcohdlica ........cceveeuvennenee. Inflamabilidad 10-25-30 3-7-15-16
_N, N - Dimetil amino - 1,4

fenilen diamonio dicloruro Salud 23/24-25 28-44

Fenol ....ooooveeeeieieeeeeeeeenen Salud 24/25-34 28-44
_Gasolina (Bencina)............... Inflamabilidad 0 -
_nhexano ......cceeeeevveeeeeneennnn. Inflamabilidad 11 9-16-23-29-33
_Manganeso II Cloruro.............. Salud 26/27/28-33  1-13-28-45
_Manganeso II Sulfato............... Salud 26/27/28-33  1-13-28-45
_Mercurio II Acetato .............. Salud 26/27/28-33 1-13-28-36-45
_Mercurio II Cloruro (Sublima-

e 1o ) SO USPPRR Salud 26/27/28-33  1/13-28-45
_Merctrio metalico ..........ou....... Salud 23/33/36/37 7-22-28-44-38
_Nafta de petrdleo ..................... Inflamabilidad 10
_pnitroanilina ...............e. Salud 23/24/25-33 28-36/37-44
_Nitrobenceno ......cceceeeeevvnnnnn. Salud 26/27/28-33 28-36/37-45
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OZONO ...vvierieereeieeereereenee Salud 23-9 17-23-24
Reactividad
_Piridina .....oooveveeeeieereeeeeereene Salud 11-20/21/22  26-28
Inflamabilidad
_Plomo II acetato trihidrato ........ Salud 20/22-23 13-20/21
Reactividad
_Potasio dicromato...................... Salud 36/37/38-43 22-28
_Potasio hidroxido.........cvevene..e. Salud 35 26-37/39
_Potasio permanganato ............. Salud 8-20/21/22 23-42
Reactividad
_Selenito granulado .................... Salud 23/25-33 20-21-28-44
_Sodio boranato (Sodioboro- Salud
Hidruro)....ccoeeeeeeneeenenreccne Inflamabilidad 15-31 7/8
_Sodio Hidroxido ....eeeeeveneneeee. Salud 35 26-37/39
_Sulfato de dimetilo .................... Salud 26/27-40 7/9-24/25-26-45
N, N, N', N" — tetra mutilen
diamina ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. Inflamabilidad 36/37/38 16-24/25-
Salud 11-22 29-33

Tolueno ......cceceveeveeceereeienee. Inflamabilidad 11-20 16-29-33
_o-Toluidina ......ccocovereerrererrenns Salud 23/24/25-33  28-36/37-44
_Transazobenceno ..................... Salud 20/22 28
_Trementina esencia .................. Salud 23/24/25 7-21-23-24/25
0 -XIleno ...eeeeeeeeeeceeeen Inflamabilidad 10-20 24/25

YOdO v, Salud 20/21 23/25

GRUPO N4
(Grado 4 de riesgo).
Identificacion Riesgos Precauciones
_Acetileno (Gas) ...cccoceeervereennnne. Inflamabilidad 5-6-12 9-16-33
_Acido acético glacial ................ Inflamabilidad 10-35 23-26
_Acido fluorhidrico..........c........... Salud 26/27/28-35  7/9/26-36/37-45
_Acido picrico (con 0,5 ml.

De agua por g) ......cccceveueueuennnee Inflamabilidad 2-4-23/24/25  28-35-37-44
_Acido sulfhidrico (Gas)........... Inflamabilidad 13-26 7/9-25-45
CATSING s Salud 26 23-28-46
_Arzida de sodio ........ccceuvennn.. Salud 28-32 28
_1 cloro 2,4 — dinitro benceno Reactividad 23/24/25-33 28-37-44
_Eter etilico (dietil éter)............... Inflamabilidad 12-19 9-16-29-33
_Eter de petréleo (Bencina de

petroleo) ...t v, Inflamabilidad 12-19 9-16-29-33
_Etil mercaptano (etanotiol) Salud 11-20 16-25

Inflamabilidad
_Talio (I) Acetato ......cceceeueueee. Salud 26/28-33 13-28-45
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ANEXO 18. RIESGOS ESPECIFICOS Y PRECAUCIONES ACONSEJABLES
PARA EL MANE]JO DE AGENTES QUIMICOS DE RIESGOY

1.-RIESGOS ESPECIFICOS (NORMAS R).

- 1- Riesgo de explosion en estado seco.

— 2- Riesgo de explosion por choque, friccion, fuego u otras fuentes de ignicion.
— 3 - Grave riesgo de explosion por choque, friccidn, fuego u otras fuentes de ignicion.
— 4 - Forma compuestos metalicos explosivos muy sensibles.

— 5- Peligro de explosion por la accion del calor.

— 6 — Peligro de explosion en y sin contacto con el aire.

— 7 — Puede provocar incendios.

— 8 — Peligro de fuego en contacto con sustancias combustibles.

— 9 - Peligro de explosion al mezclar con sustancias combustibles.

- 10 — Inflamable.

—11- Muy inflamable.

— 12 — Extremadamente inflamable.

- 13 - Gas licuado extremadamente inflamable.

— 14 — Reacciona violentamente con el agua.

— 15 - Reacciona con el agua produciendo gases muy inflamables.

— 16 — Riesgo de explosion en mezcla con sustancias comburentes (oxidantes).
- 17 — Se inflama espontaneamente al aire.

— 18 — Al usarlo puede formar mezclas vapor-aire explosivas/inflamables.
—19 — Puede formar perdxidos explosivos.

—20 - Nocivo por inhalacion.

21 — Nocivo en contacto con la piel.

—22 — Nocivo por ingestion.

— 23 — Téxico por inhalacion.

— 24 — Toxico en contacto con la piel.

— 25 — Téxico por ingestion.

—26 - Muy toxico por inhalacion.

— 27 — Muy toxico en contacto con la piel.

R - 28 - Muy tdxico por ingestion.

R - 29 - Emite gases toxicos en contacto con el agua.

R - 30 - Puede inflamarse facilmente durante el uso.

R - 31 - Emite gases tdxicos en contacto con los acidos.

R - 32 - Emite gases muy toxicos en contacto con los acidos.

R - 33 — Peligro de efectos acumulativos.

R - 34 — Provoca quemaduras.

R - 35 - Provoca graves quemaduras.

R - 36 — Irrita los ojos.

R — 37 —Irrita el sistema respiratorio.

AAAARAAAA A A AR R A A A AR AAAIAAAAAR

9 Recomendaciones de la Comunidad Econémica Europea.
- Adaptada del Manual de Bioseguridad del Institi¢ Salud Publica de Chile, 22 Ed., Santiago-
Chile, 1992, con la autorizacién de su direcciom pa Edicion del afio 1994.
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R - 38 —Irrita la piel.

R - 39 — Riesgo de efecto irreversibles muy graves.

R - 40 — Probabilidad de efectos irreversibles.

R - 41 - Riesgo de grave lesion a los ojos.

R - 42 — Probabilidad de sensibilizaciéon por inhalacion.

R - 43 — Probabilidad de sensibilizacién por contacto con la piel.
R - 44 - Riesgo de explosion si se calienta en confinamiento.

R - 45 — Puede provocar cancer.

R - 46 — Puede provocar dafio genético hereditario.

R - 47 — Puede provocar efectos teratogénicos.

R - 48 — Riesgo de serio dafio a la salud por exposicién prolongada.

COMBINACION DE NORMAS R.

R -14/15 - Reacciona violentamente con el agua produciendo gases muy inflamables.
R- 15/29 Reacciona con el agua produciendo gases venenosos y facilmente inflamables.
R-20/21 - Nocivo por inhalacién y contacto con la piel.

R -20/21/22 - Nocivo por inhalacién, ingestion y contacto con la piel.

R -20/22 - Nocivo por inhalacién y por ingestion.

R -21/22 - Nocivo por contacto con la piel y por ingestion.

R -23/24 - Toxico por inhalacién y contacto con la piel.

R -23/24/25 - Téxico por inhalacion, ingestion y contacto con la piel.

R -23/25 - Téxico por inhalacion y por ingestion.

R -24/25 - Toxico por contacto con la piel y por ingestion.

R -26/27 - Muy toxico por inhalacién y contacto con la piel.

R -26/27/28 - Muy tdxico por inhalacion, ingestion y contacto con la piel.

R -26/28 - Muy tdxico por inhalacién y por ingestion.

R -27/28 - Muy tdxico por contacto con la piel y por ingestion.

R -36/37 - Irrita los ojos y sistema respiratorio.

R -36/37/38 - Irrita los ojos, sistema respiratorio y la piel.

R -37/38 - Irrita el sistema respiratorio y la piel.

R -36/38 - Irrita los ojos y la piel.

R -42/43 - Probabilidad de sensibilizacién por inhalacién y por contacto con la piel.

2.-PRECAUCIONES ACONSEJABLES (NORMAS S).

1 - Guardar bajo llave.

2 — Mantener fuera del alcance de los nifos.

3 — Mantener en sitio fresco.

4 — Guardar fuera de espacios habitados.

5 — Mantener bajo... (liquido apropiado a especificar por el fabricante).
6 — Mantener bajo... (gas inerte a especificar por el fabricante).
7 — Mantener el recipiente bien cerrado.

8 — Mantener el recipiente en sitio seco.

9 — Mantener el recipiente en sitio ventilado.

10 — Mantener el producto en estado humedo.

11 - Evitar contacto con el aire.

12 — No cerrar herméticamente el recipiente.

S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S_
S — 13 — Mantener lejos de alimentos, bebidas y piensos (alimento para animales).
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S — 14 — Mantener lejos de... (sustancias incompatibles a especificar por el fabricante).

S — 15 — Mantener lejos del calor.

S — 16 — Mantener lejos de fuentes de ingnicion. No fumar.

S — 17 — Mantener lejos de materiales combustibles.

S — 18 — Manipular y abrir el recipiente con cuidado.

S — 19 — No comer ni beber durante la manipulacion.

S — 21 — No fumar durante la manipulacion.

S — 22 — Evitar respirar el polvo.

S — 23 —Evitar respirar los gases/humos/vapores/aerosoles (denominacion (es) adecuada (s) a
especificar por el fabricante).

S — 24 — Evitar contacto con la piel.

S — 25 — Evitar contacto con los ojos.

S —26 - En caso de contacto con los ojos, lavar de inmediato abundantemente con agua y acudir
al médico.

S — 27 — Quitar inmediatamente la ropa contaminada o empapada.

S— 28 - En caso de contacto con la piel, lavar de inmediato abundantemente con.. (productos
adecuados indicados por el fabricante).

S —29 — No eliminar residuos por lo desagties.

S —30 — Nunca verter agua sobre este producto.

S — 31 — Mantener lejos de materiales explosivos.

S — 33 — Evitar la acumulacién de cargas electrostaticas.

S — 34 - Evitar choque y friccion.

S — 35 — Eliminar los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones
posibles.

S — 36 — Usar ropa de proteccién durante la manipulacion.

S — 37 — Usar guantes de proteccion apropiados.

S — 38 — En caso de ventilacion insuficiente, usar equipo respiratorio adecuado.

S — 39 — Protegerse los ojos/la cara.

S - 40 Para limpiar el piso y los objetos contaminados por este producto, utilizar... (productos a
especificar por el fabricante).

S — 41 - En caso de incendio y/o explosién, no respirar los humos.

S —42 -Durante las fumigaciones/pulverizaciones, utilizar equipo respiratorio adecuado
denominacion (es) adecuada (s) a especificar por el fabricante).

S — 43 — En caso de incendio utilizar... (los equipos de extincidon debe indicarlos el fabricante).

S — 44 — En caso de malestar acudir al médico (si es posible muestre la etiqueta del frasco o su
contenido).

S — 45 — En caso de accidente o de malestar acudir inmediatamente al médico (si es posible
muestre la etiqueta del frasco o su contenido).

S — 46 — En caso de ingestion acudir inmediatamente al médico y muestre la etiqueta del frasco o
el contenido

S — 47 — Mantener a una temperatura que no exceda de... C° (temperatura especificada por el
fabricante)

S — 48 — Mantener humedo con... (productos adecuados indicados por el fabricante).

S — 49 — Mantener solo en el envase original.

S — 50 — No mezclar con... (productos a ser especificados por el fabricante).

S — 51 — Use solo en dreas bien ventiladas.

S — 52 — No recomendable para uso interior en areas de gran superficie.
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COMBINACION DE NORMAS S.

- Guardar bajo llave y fuera del alcance de los nifios.
- Mantener el recipiente bien cerrado en lugar fresco y bien ventilado.

Mantener el recipiente en lugar fresco y ventilado

Mantener el recipiente en lugar fresco, bien ventilado y lejos de... (productos
incompatibles a ser indicados por el fabricante).

Mantener solo en el envase original, en un lugar fresco y bien ventilado,
lejos de... (productos incompatibles a ser indicados por el fabricante).
Mantener solo en el envase original, en un lugar fresco y bien ventilado.
Mantener el recipiente en lugar fresco, lejos de... (productos incompatibles a
ser indicados por el fabricante).

Mantener el recipiente bien cerrado y en sitio seco.

Mantener el recipiente bien cerrado en lugar bien ventilado

No comer, no beber, ni fumar durante la manipulacion.

Evitar contacto con los ojos o la piel.

Usar guantes y ropa de proteccion adecuados durante la manipulacién.
Usar ropa, guantes y gafas o pantalla de proteccion facial adecuada durante
la manipulacion.

Usar ropa y pantalla de proteccion facial adecuada durante la manipula-
cion.

Usar guantes y pantalla de proteccion facial adecuada durante la manipu-
lacién.

Mantener solo en el envase original a temperatura que no exceda de... °C
(temperatura especificada por el fabricante).

Las sustancias que se enumeran a continuacion, estan prohibidas y no se pueden usar en
los lugares de trabajo, a excepcion de los casos calificados por la autoridad sanitaria, segn lo
dispuesto por el Articulo 22 del "Reglamento Sobre Condiciones Sanitarias y Ambientales
Minimas en los Lugares de Trabajo" N° 78, del 9. II. 1983, Ministerio de Salud Chile.

- Benzidina.

- Dimetil Nitrosamina (N-Nitroso Dimetilamina).
- Betanaftilamina.

- Beta propiolactona.

- Cloro dimetil etil éter.

- Dibromo etileno.

- 4 —nitro difenilo
- 4-(p-xenilamina).



