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Prélogo

El Comité Naciovnal de Biotecnologia de Chile fue oficialmente
creaac por CONICYT para impulisar en el pals el desarrollo de esta
nueva y prometedora tecnologfa. La biotecnologia se define por su
capacidad de generar productos o servicios mediante la utilizacidén
de seres vivos o de componentes derivados de organismos vivientes,

La nueva biotecnologfa, sin embargo, involucra la utilizacién de
técnicas de punta desarrolladas durante los dltimos 20 afios como ser
la ingenierfa genética, la produccién de anticuerpos monoclonales,

la utilizacién de enzimas o células en una fase sélida, la produccién
de animales y plantas transgénicas, el control de los fermentadores
industriales. por computadores y biosensores y muchos otros maravilio-
sos logros de 1a revolucién bioibgica.

La potencialidad ce la biotecnologia es asombrosa pues puede
me jorar, modificar o acelerar todos 1os procesos en que intervienen
los seres vivos. Su impacto va se siente en la salud humana y animal,
en la agricultura vy ia acuicultura, en la industria de alimentos y
bebidas y hasta en la minerfa. Todos los rubros principales de la
economlia chilena van a ser seriamente afectados por la biotecnologia.
Por todas esas razones, es imperativo que nuestro pais se embarque en
un ambicioso programa para desarrollar la investigacién en biotecno-
togla.

Los avances de la ciencia, sin embargo, también crean nuevos
riesgos. La inimaginable capacidad que recientemente ha adquirido
el hombre de modificar a voluntad los seres vivos no es una excepcion.
Ademds de plantear problemas éticos de hasta dénde se puede )legar
con la experimentacién con los seres humanos y otros seres Vivos, se
plantea 1a posibilidad que se puedan generar nuevos organismos que
puedan resultar dafiinos ya sea para el hombre o para el medio ambien-
te., Es destacable que en los aibores de la ingenierfa genética, fue-
ron los propios descubridores de esa poderosa técnica y todo el grupo
de bidlogos moleculares mds destacados los que concitaron la reunién
de Asilomar, California, para discutir el riesgo que esta técnica po-
drfa engendrar y para recomendar medidas de sequridad que disminuyeran
dichos riesgos a un minimo razonable. Esas recomendaciones de los
cientificos, que significaron por un tiempo un moratorio de algunos
tipos de experimentos, sirvieron de base para la reglamentacién que
los gobiernos de Estados Unidos y de otros palfses desarrollados pu-
sieron en vigencia algunos meses después. Este comportamiento res-
ponsable de los investigadores cientf{ficos contrasta mucho con el
estereotipo del cientf{fico que se le presenta a la sociedad en el
cine y la television como amoral y cegado por la ambicién de fama y
poder.



1.

En los palises dei Tercer Mundo no ha habido une real preocupacién
por evitar los riesgos gue pueden surgir de la experimentacién biolégica,
Desafortunadamente Chile no ha sido una excepcién y el tema de la biose-
guridad ha sido generaimente ignorado,

Motivados por resoluciones del Consejo Directivo Regional del Pro-
grama Regional de Biotecnologia de América Latina (Proyecto PNUD/Unesco/
ONUDI RLA/83/003-009), a que Chile pertenece, el Comité Nacional de Bio=
tecnologia de Chile ha creado un sub-~comité de Bioseguridad bajo la pre-
sidencia del Dr. Manue! Rodriguez. E! presente Manual resume el enco-
miable trabajo de este sup-comité. Consideramos que €ste es un aporte
valioso y pionero en el pais y que constituye una importante ayuda al
tema de abordar el desarrollo de la bioctecnologla en el pais.

Jorge £. Allende
Presidente del Comité
Nacional de Biotecnologia

Santiago de Chile, © de Marzo de 1994.



A.- PRINCIPIOS GENERALES DE BIOSEGURIDAD

1.~ OBJETIVOS GENERALES Y DEFINICIONES.

La idea de encontrar mecanismos de proteccién frente al manejo de
productos téxicos, microorganismos patdégenos o material c¢linico contami-
nado con patdgenos, no es nueva y en muchos paises se han dado normas,
particularmente relacionadas con estos tres tipos de elementos de ries-
go.

Un nuevo impulso para generar normativas que regulen este manejo
se dio al producirse un aumento significativo del uso de materiales ra-
dioactivos.

Ultimamente otro factor ha estimulado la necesidad de preocuparse
de este problema, é1 dice relacion con el manejo de microorganismos ge-
néticamente modificados, asi como con el empleo de técnicas de Biologia
Moiecular, basado en la tecnologia del ADN Recombinante, Fusion Celular,
Mutagénesis, y otras.

Es necesario enfatizar que, particularmente este ultimo aspecto
del problema, ha concitado especial preocupacion considerando especial-
mente que €1 es la base de un incremento casi explosivo tanto de inves-
tigacién, como de desarrollo de Biotecnologias con miras a solucionar
problemas de salud, produccidn de alimentos, energia y descontaminacidn
ambiental.

Todo este conjunto de actividades, miradas desde un punto de vis-
ta general, constituyen una potencial fuente de diseminacién de agentes

de agresion a un ecosistema. El1lo no significa que todos los productos



industriales o el trabajo experimental, constituya un problema de ries-
go, la experiencia asi lo demuestra, pero sin duda hay una parte de
ellos qué como dijimos encierran un peligro potencial, ya sea porque
de este riesgo se tiene pleno conocimiento o0 porque adn no se ha logra-
do establecer su real significado.

De ahi entonces que es absolutamente imprescindible que los Labo-
ratorios de Investigacion, la Industria y los ensayos de campo, se
efectien en condiciones absolutamente controladas.

Tampoco debe mirarse esta legitima preocupacidén como el intento
de detener la investigacidn que apunta a buscar soluciones a esos pro-
blemas ya indicados, sino que insistimos en que al dar normas de segqu-
ridad en este campo, s6lo se pretende efectuar estas actividades en
forma controlada que garanticen la seguridad personal de quienes estdn
directamente en el proceso de investigacidon y produccién, y la seguri-
dad del ecosistema adonde van a ir directa o indirectamente estos pro-

ductos, provocando agresién a sus componentes bidticos o abidticos.

OTRAS AREAS DE INTERES EN BIOSEGURIDAD.

Del pdrrafo anterjor 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 proteccién humana, animal, vegetal y ambiental.

Es, por tanto, legitimo pensar que dentro de este campo tiene

también cabida la proteccidn, contra otros elementos que no son estric-

tamente de origen bioldgico, pero que si son capaces de constituir ries-

go y agresidn, nos referimos a las medidas de proteccién en el manejo



de substancias: 1) Tdxicas y/o capaces de causar irritacién tisular,
asi como inflamables o explosivas; 2) Anergizantes; 3) Cancerigenos;
4) E1 uso no controlado de Hormonas, Antibiéticos y otros fédrmacos,
especialmente de efecto sobre el embrjén; 5) La descontaminacion y
proteccién ambiental, estrechamente ligada especialmente a la elimina-
cion al ambiente del mds variadc tipo de productos quimicos, biolégicos,
radiaciones o désechos industriales; 6) En una visioén 1o mds amplia
posible del problema de proteccidn, tampoco puede excluirse las medidas
tendientes a eliminar el riesgo de factores fisicos, tales como: a) Ra-
diaciones no ionizantes (Luz ultravioleta, Infrarrojo, Microondas), Ra-
yo Laser; b) Ultrasonido; c¢) Vibraciones, Ruidos, Quemaduras, Exposi-
cidon prolongada a altas o bajas temperaturas.

Si bien esto ultimo podria estimarse como mds directamente rela-
cionado a acciones de salud, de responsabilidad de los organismos per-
tinentes, sin embargo, es evidente como ya lo sefalamos, que ellos es-
tan tan directa y estrechamente relacionados que en un andlisis global

del problema no pueden excluirse.

OBJETIVOS ESPECIFICOS DE BIOSEGURIDAD.

Los objetivos especfficos de Bioseguridad comprenden una serie de
acciones tendientes al control del riesgo que encierran las actividades
en 10s siguientes campos:

a) Manipulacion de microorganismos patdgenos, de acuerdo a la definicidn
dada en "Guia para el Uso y la Seguridad de las Técnicas en Ingenieria

Genética o Tecnologia del ADN Recombinante", grupo de estudio del Ins-



tituto Interamericano de Cooperacién para la Agricultura.
Washington, D.C., y que se adjunta. (*)

b) Usos de 1a Tecnologia del ADN Recombinante.

¢) Manipulacién de material infeccioso.

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

e) Medidas de proteccidon del ambiente.

Estos campos de actividades que especificamente comprende Biose-

guridad, se encuentran agrupados en la Fig. N° 1.

4.- EL RIESGO Y LOS NIVELES DE BIOSEGURIDAD.

Riesgo se define como "la contingencia o proximidad de dafio".

En este sentido, y como se indicé al comienzo, el manejd de una
serie de elementos, entre ellos microorganismos y sus productos, asi
como otros que se sefialan en este Manual, constituyen un riesgo no sé-
lo para el que directamente trabaja con ellos, sino que ademds indi-
rectamente para muchos otros.

De ahi entonces que es necesario tener claridad sobre las dife-
rentes situaciones de riesgo, asi como sobre los niveles de Bioseguri-
dad que permitan proteger particularmente al hombre de estas contin-

gencias.

(*) PATOGENO (2): Un agente patégeno es un virus o microorganismo (incluidos sus virus y
plasmidos, si los hubiera) que tiene la capacidad para causar enfermedad en otros orga-
nismos vivientes (esto es, en seres humanos, animales, plantas, microorganismos).

Un microorganismo quedard comprendido en esta definicidn si: l.a. El microorganismo
pertenece a una especie patdgena de acuerdo con fuentes identificadas por las autori-
dades, o con la informacidn que posee el productor de que el organismo es patdgeno;
quedan exceptuados los organismos pertenecientes a una cepa utilizada en Investiga-
ciones experimentales o con fines comerciales y generalmente reconocida como no paté-

o

gena, de acuerdo con fuentes identificadas por las autoridades, o con la informacién
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A). Situaciones de Riesgo.

a. Riesgos por agentes bioldgicos.
1) Por microorganismos:
E1 riesgo por infeccion por microorganismos se produce por inhala-
cion, ingestion, contacto directo, a través de la piel o mucosas

erosionadas y/o sanas y a través de la conjuntiva.

2) Por animales de laboratorio:
E1 riesgo de infeccion por animales de laboratorio se produce por
inhaltacion de polvo contaminado con el desecho de los animales o
pelos, mordeduras, rasgunos o autoinoculacion durante la manipula-

cion de ellos.

b. Riesgos por agentes quimicos.
E1 riesgo a que se estd expuesto por la manipulacidon de agentes qui-
micos se produce por:
1) ingestion, inhalacién 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.

c. Riesgos por agentes fisicos.
E1 riesgo a que se estd expuesto por la manipulacidn o ingestidn de

gases 0 particulas radioactivas; exposicidn a radiaciones ionizantes

Patogeno:
que poseen el productor y las autoridades competentes: Escherichia coli K~12 es un

ejemplo de una cepa no patégena de una especie que contiene una cepa patdgena; Bacillus
subtilis, Lactobacillus acidophilus v la especie Saccharomyces constituyen ejemplos de
especies no patdgenas. 1.b. El microorganismo se ha derivado de un patdgeno o ha sido
deliberadamente modificado, de modo que contiene material genético de un organismo pa-
tégeno de acuerdo con la definicidn del pdrrafo anterior l.a. Quedan exceptuados los
organismos elaborados a través de la ingenieria genética mediante la transferencia de

una regidén reguladora bien caracterizada que no especifica el cddigo genético proveniente




y/0 no ionizantes; exposicion a ruidos y vibraciones o a una carga
caldrica sobre la superficie corporal y quemaduras, especialmente

aquellas que estan sin proteccion.

B). Clasificacion del Riesgo y de los Laboratorios de Trabajo Bioldgico.

Los agentes bioldgicos, quimicos y fisicos, se clasifican segln

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 II.
Agentes que constituyen un riesgo moderado para los individuos y limi-

tado para la comunidad.

Grupo II1,
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.

. Patogeno:

de un donante patdgeno a un receptor no patdgeno. 'Regidn reguladora bien caracteriza-
da que no especifica el cédigo genético' significa que el productor del microorganismo
puede documentar lo siguiente: 2.a. La secuencia exacta de las bases de los nucleétidos
de la regidn reguladora y todos los nucledtidos laterales insertados, 2.b. La region
reguladora y los nucledtidos laterales insertados no codifican en forma independiente
las proteinas, los péptidos ni las moléculas funcionales del ARN. 2.c. La regidn regu-
ladora controla Unicamente la actividad de las demds secuencias que codifican las molé-
culas de proteina o los péptidos o que actidan como lugares de reconocimiento para la
iniciacién de la sintesis del adcido nucleico o de la proteina. Esta definicién excluye
a ciertos organismos, como los competidores o colonizadores de los mismos sustratos, los
microorganismos comensales o mutualistas o los patdgenos oportunistas.



En relacion con el grado de riesgo los laboratorios que manipulan

los elementos que generan este tipo de situacion, se clasifican en:

1. Laboratorio bdsico.
Es un recinto de disefo estdndar, en el cual la mayoria del traba-
jo se realiza en el mesén y se puede trabajar con agentes de riesgo

del grupo I y [I.

2. Laboratorio de contencion.
Es un recinto cuyo disefo contempla un acceso restringido y barre-
ras de contencion gque protegen al operador. Se puede trabajar con

agentes de riesgo del grupo III.

3. Laboratorio de contencion maxima.
Es un recinto separado o convenientemente aislado, con sistemas
de apoyo exclusivo y cuyo disefo incluye barreras de contencion que
dan proteccion mdxima al personal y/o comunidad y se puede trabajar

con agentes de riesgo del grupo IV,

La prevencidon del escape y dispersién de agentes de riesgo, se

logra mediante las barreras de contencign.

C). Barreras de Contencion.

Las barreras de contencidn son aquellas que previenen el escape

y dispersion de agentes de riesgo.

1). Barrera primaria:
Es aquella que protege al personal y al ambiente inmediato del
agente de riesgo (vestimenta de uso exclusivo, gabinete de biose-

guridad y equipos provistos de dispositivos de seguridad).



2). Barrera secundaria:
Es aquella que protege el ambiente externo contra los agentes de
riesgo (disefio del laboratorio e implementacion de equipos de segu-

ridad de acuerdo al nivel de bioseguridad).

3). Barrera microbioldgica:

Es un dispositivo o sistema que evita o limita la migracion de mi-
croorganismos entre los espacios situados a ambos lados del mismo y
permite controlar la concentracion de microorganismos en el ambien-
te, dentro de 1imites prefijados. Tiene como objetivo proteger al

operador o al operador y al proceso.

4). Barrera microbioldgica parcial:

Es un dispositivo o sistema que limita la migracién de microorga-
nismos entre los ambientes situados a ambos lados del mismo. En
este tipo de barrera se recomiendan Prefiltros, Filtros HEPAY, asf
como gabinete de BS clase I o II A o B (ver Anexo 1 ), To cual
dependera del tipo de trabajo que se efectla en un determinado 1ta-

boratorio.

5). Barrera microbioldgica absoluta:

Es un dispositivo o sistema hermético, a prueba de filtraciones
de aire o gas, que evita en forma total la migracion de microorga-
nismos 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 LII (ver Anexo 1).

*HEPA: High-Efficiency Particulate Air.
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6). Barrera quimica:

Son dispositivos o sistemas que protegen al operador del contacto
con substancias irritantes, nocivas, tdéxicas, corrosivas, 1iquidos
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 (consultar Ref, N° 7).

7). Barrera fisica:
Son dispositivos o sistemas de proteccidn individual o colectivo
que protegen contra las radiaciones ionizantes, no ionizantes, rui-

dos, carga calérica, quemaduras y vibraciones excesivas.

De acuerdo con el nivel de riesgo, el tipo de laboratorios, la
barrera de contencidn requerida, los procedimientos y técnicas a usar,

se han establecido los siguientes niveles de Bioseguridad:

a) Nivel de Biosequridad I. (*)

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en un
laboratorio basico, por personal adiestrado en los procedimientos que

se ejecutan en él,

b} Nivel de Bjoseguridad II. '

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en un
laboratorio bdsico, por personal adiestrado en el manejo de agentes

de riesgo moderado para el personal y el ambiente.

¢) Nijvel de Biosequridad III.

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el

(*): Una mayor especificacién de los niveles de BS, se dard en relacién
al manejo de Patdgenos.
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laboratorio de contencion. El1 personal debe contar con adiestramien-

to especifico para el manejo de agentes de alto riesgo.

d) Nivel de Bioseguridad IV.

Es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el
laboratorio de contencién maxima. E1 personal debe estar especifi-
ca y acuciosamente adiestrado en el manejo de agentes extremadamen-

te de alto riesgo o ajenos a la flora habitual del pafs.

5.- LIBERACION INTENCIONADA.

Bajo este nombre se engloba cualquier experimento o producto co-
mercial que se realiza o contiene microorganismos vivos y que se ensa-
ya bajo las siguientes circunstancias:

a) En un campo abierto o un ecosistema natural.

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

c) Cuando los productos son para el consumo humano o animal.

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

| Tanto los CIB como los CTNB deberan evaluar todos aquellos pro-
yectos que impliquen Liberacién Intencionada de cualquier microorga-
nismo catalogado en general como no inofensivo.

Caben dentro de este tipo de vigilancia, ademds, las medidas
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destinadas a la autorizacidn de entrada de microorganismos patogenos
genéticamente modificados, o de actividad bioldgica desconocida que
son remitidos para su estudio a algln centro especializado.

Estan igualmente sometidos a este tipo de vigilancia y sujetos
a las normas respectivas, los experimentos con microorganismos, o nlan-
tas transgénicas que por razones especiales se solicitan efectuar en
Tugares diferentes a los laboratorios o Instituciones de origen.

Se estiman a lo menos tres circunstancias eximentes de estas
normas de control, alin cuando ello siempre debe estar sujeto a revi-
siones periddicas, y ellas son: a) Cuando la manipulacidn genética
no permite el uso de ADN hibrido obtenido con técnicas de recombina-
cidn, como pueden ser las técnicas de fusién celular; b) Cuando se
utiliza un ADN proveniente de igual especie que es incorporado median-
te mecanismos fisioldgicos naturales; c¢) Cuando el ADN aislado no con-
tiene microorganismos viables.

€1 hecho que un experimento se encuentre dentro de alguna de es-

tas excepciones, no excluye la consulta a los organismos pertinentes.

ORGANIZACION PARA EL DESARROLLO DE UN PLAN DE BIOSEGURIDAD.

Un plan de Bioseguridad para lograr sus objetivos especificos,
no podrd ponerse en prdctica si no se define con claridad la organiza-
cién que tendrda a su cargo la vigilancia para el cumplimiento de las
normativas que lo regulen, y de acuerdo con la experiencia y recomen-
daciones que ya estan en practica en otros paises, é1 debe contar con:

a) un Comité Técnico Nacional de Bioseguridad (CTNB).
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b) un Comité Institucional de Bioseguridad (CIB).

¢) un Manual Técnico de Normativas de Bioseguridad.

a) E1 Comité Técnico Nacional de Bioseguridad (CTNB) tendrd como res-

ponsabilidades:

1) Desarrollar el Manual de Normativas al que estardn sujetos los

2)

Laboratorios, Industrias o Instituciones que manipulen o usen
material o técnicas de riesgo, segin 1o descrito en pdgs. 1-3.
Establecer un sistema de inspectoria, evaluacidon y certificacion

de instalaciones.

3) Autorizacidn de instalaciones y puesta en marcha de actividades

4)

que estén dentro de la definicion de Riesgo para la Seguridad.
Desarrollar una actividad de Asesoria Técnica a los organismos
de Gobierno, para 1a autorizacidon de experimentos o ensayos de
campo, la liberacidn intencionada de productos o micro-
organismos vivos considerados de riesgo para la seguridad na-
cional, O ensayos con organismos transgénicos.

Recomendar las medidas necesarias, cuando sea oportuno, para de-
tener las actividades de Laboratorios, Industrias o lnstitucio-
nes que no cumplan con las normativas presentes, que garanticen
la Bioseguridad en los campos descritos en pags. 1-3.

Mantener permanente contacto y asesoria con los Comités Institu-
cionales de Bioseguridad. Promover capacitacion, divulgacion de
informacion y contacto con organismos internacionales, que se

preocupen del mismo problema.
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b) Comité Institucional de Bioseguridad (CIB).

Las instituciones que trabajan en campos definidos de riesgo para
la seguridad personal o ambiental (pags. 3-4 ), son el nivel pri-
mario de responsabilidad frente a su personal y a la comunidad, la
que podria verse afectada directa o indirectamente en caso de no ob-
servarse rigurosamente las normativas establecidas en el Manual de
Bioseguridad.

Este Comité deberd estar formado por personas idéneas, sin per-

'juicio que a é1 se 1lame a integrarlo a algunos expertos externos,

y sus responsabilidades seran:

1) Velar por el cumplimiento de Tas normativas sefialadas en el Ma-
nual del CTNB, y en sus propias normas.

2) Mantener un programa permanente de inspeccidn y evaluacién de
sus instalaciones y procedimientos.

3) Velar por la capacitacién técnica de su personal. Desarrollar

un programa de prevencion de accidentes, y en caso de ocurrir

investigarlos y evaluarlos.

4) Llevar un afchivo de las actividades de la Institucion, al que

debe tener acceso el CTNB cuando sea necesario.

~) Manual Técnico de Normativas de Bioseguridad.

Constituye un importante elemento de trabajo y la base para el
desarrollo de las actividades del CTNB y CIB., Su contenido debe
estructurarse de acuerdo a las grandes dreas de interés de la Bio-
seguridad, ademas debe contener un glosario de términos que faci-
lite 1a comprension y homogeneidad del lenguaje técnico y conse-

cuentemente evitar equivocos.
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Sin entrar en detalles de la readaccién de un Manual de BS, su conte-

nido debe orientarse dentro de los siguientes aspectos:

1.~ Introduccion y especificacidon de objetivos, como lo sefialado en
las Tetras A - B y C de este documento.

2.- Organizacion de Tos Comités de Bioseguridad (pdg. 12, N° 6).

3.- Recomendaciones para el uso y seguridad, de acuerdo con las ac-
tividades de los laboratorios respectivos, de Ta manipulacion
de microorganismos patogenos (ver definicion), Ingenieria Gené-
tica y Tecnologia del ADN Recombinante, Agentes de Riesgo Qui-
mico, Téxicos, Radiaciones y otros agentes fisicos, substancias

cancerigenas y embriopdticas. Fig. N° 1,

7.- PRACTICAS ESPECIFICAS RELATIVAS A LA CONTENCION,

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

riesgo. Este grupo de medidas pueden clasificarse como:

a). Contencién Fisica:

Se refiere al uso de edificios especiales, equipo y procedimien-
tos 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) Capacitacidn del personal en métodos de trabajo aséptico, control
de accidentes, conducta dentro del laboratorio, acceso y circu-

lacian,
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3) Disposicidn, eliminacidn de material contaminado y procedimien-
tos de decontaminacion.

4) Uso de instrumentos y equipamientos en las categorias de: 1) Ins-
trumentos y equipos pequefios (pipetas, técnicas de siembra y re-
coleccion); y 2) Centrifugas, Fotdémetros, Electroforesis, equipos
de Inmunologia, Fermentadores, y en general equipos que generan
aerosoles.

5) Establecer y especificar los niveles de contencién fisica, si-
guiendo la experiencia y normativas internacionales.

6) Establecer medidas y métodos especiales y equipos de contenciodn.

7) Instalaciones e infraestructura de los Laboratorios.

. Contencidn Bjologica:

Se refiere a las medidas de seguridad en el uso y manipulacion
de microorganismos y vectores que han sufrido transformaciones ge-
néticas, y a los cuales no se les debe dar la posibilidad de sobre-
vida o reproduccion, sino en condiciones artificiales controladas.

Para lograr este mecanismo de control se debe:

1) Establecer los niveles de contencidn bioldgica para los sistemas
Huésped-Vector (HV) y que, de acuerdo a normativas internaciona-
tes son:

1. Sistema HV; o nivel moderado de contencidn, compatibles con
los niveles I - II y III de BS.
2. Sistema HV, o nivel alto de contencion, compatibles con el

nivel 1V de BS.

2) Establecer, por las autoridades competentes los CTNB o CIB, los
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mecanismos de certificacion de Sistemas Huésped-Vector, asi como
cualquiera ulterior modificacion que ellos experimenten, y para
1o cual es necesario conocer las caracteristicas bioldgicas de

ellos.

3) Descripcién general de los experimentos previstos con estos sis-
temas, y ademds, establecer una clasificacion de microorganismos
de acuerdo a su peligrosidad, segln las normas internacionales
y de la oficina de Bioseguridad del C.D.C. Atlanta, y a cuya ma-
nipulacidn debe aplicarse el nivel de contencidn fisica o biolé-
gica respectiva. Esta clasificacion comprenderd a:

1. Agentes etiolégicos Bacterianos, Virales, Micéticos, Rickett-
siales, Clamidiales y Parasitarios.

2. Agentes Oncogénicos.

3. Agentes de Patologia Animal.

4. Agentes de Patologia Vegetal.

5. Bacterias Comensales, Oportunistas y Sapréfitos estrictos.

4) Establecer los sistemas de contencién primaria y liberacién in-

tencionada.

5) Establecer el nivel de responsabilidad en el desarrollo del
proyecto y de 1os experimentos, y desarrollar mecanismos de ca-

pacitacion en BS del personal.

NOTA: Ver Capitulo D sobre ADN Recombinante.
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c). Uso de las moléculas de ADN Recombinante. Fusidn Celular, Mutagéne-

sis y Manipulacidén de genes.

E1 propdsito de esta normativa es la de regular el trabajo
bioldgico que utiliza métodos para construir, manipular y usar:
1) Moléculas de ADN Recombinante.

2) Organismos y Virus que lo contienen.
3) Experimentos de fusidén celular y mutagénesis o introduccidn de
genes en Hospedantes microbianos, animales, vegetales, o célu-

las de mamiferos.

Para lograr este propdsito se deberd:
1°) Definir los objetivos que se propone el Laboratorio o Institu-
cidn en este campo y 10s experimentos previstos.
2°) Definir los niveles de contencion adecuados, ya definidos en
las letras a y b sobre contencidn fisica y biolégica, y apli-
carlos a la definicidén de objetivos sefialados en el proyecto
y a los experimentos que se desea realizar.
3°) Establecer si hay en estos proyectos liberacidn intencionada.
4°) Estudiar si los objetivos son compatibles con un desarrollo
experimental que permita establecer algunas excepciones a las
normativas de contencion.
5°) Establecer el nivel de responsabilidades en el desarrollo de
los proyectos y experimentos, asi como el nivel de capacita-

cién en BS del personal a cargo de ellos.
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Uso de Fdrmacos, Radiaciones y otros elementos quimicos que causen

daho tisular.

La especificacion de estas normativas deben estudiarse a la
luz de los dispuesto por el Codigo Sanitario y otras disposiciones
sanitarias vigentes. En todo caso, ellas deben regular a 1o menos:
1) E1 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 tdxicas e irritantes,
cancerigenos, de dafic sobre el embridn, antibidticos, manipula-
cioén de radioisdtopos y radiaciones.

2) La aprobacidn de nuevos fdrmacos y productos bioldgicos. Las
medidas de seguridad industrial y de instituciones que laboran
con productos irritantes tdxicos, alergizantes, cancerigenos o
que tienen efectos secundarios sobre tejidos humanos o embrio-
narios.

3) E1 uso de aditivos alimentarios, fdrmacos o drogas en la tecno-
logia de desarrollo de animales de consumo.

4) E1 uso de pesticidas.

5) Establecer los niveles de control y responsabilidades en el ma-

nejo de estos elementos.

. Relacién entre Biosequridad y Mecanismo de Proteccidén Ambiental.

En este aspecto del problema, al igual que en aquellos que
se especificaron anteriormente, hay una importante connotacidn

legal, en el sentido que el Cédigo Sanitario y/o algunas otras
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disposiciones legales emanadas de las autoridades competentes de-
bieran regularlas.

No hay duda en todo caso que este aspecto estd intimamente
relacionado con las actividades, especialmente del uso de microor-
ganismos, manipulacion y eliminacidén de material contaminado, de
desechos hospitalarios, de laboratorios e industrias tanto en su
aspecto general como de aquellas que manipulen microorganismos,
ADN Recombinante, o productos bioldgicos, y por tanto, que caen
dentro de la definicién y objetivos de la Bioseguridad.

Consecuentemente, debe ser una responsabilidad del CTNB y
aun del CIB, ademds de 1o ya establecido, asesorar a 10s organis-
mos de Gobierno en la puesta en marcha de politicas de control y
regulacién de la Bioseguridad a nivel nacional, particularmente en
dreas como:

1) Polucién ambiental, en los variados aspectos que ella comprende.

2) Eliminacidn de residuos toxicos, excretas y basura en general.

3) Eliminacién de elementos radioactivos.
4) Mecanismos de proteccidn ambiental y de recursos naturales.
5) Mecanismos de proteccidn de la capa de Ozono.

6) Sobre exposicién a las radiaciones naturales y trabajo en ambien-
tes contaminados o extremos para el hombre (alta temperatura -
humedad - frio - presién).

7) Autorizar, controlar o cancelar, la puesta en marcha de experi-
mentos de campo que utilicen microorganismos vivos o genéticamen-
te modificados, plantas transgénicas, o productos biolégicos en

etapa experimental para obtener licencia de expendio comercial.
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8) Establecer los niveles de responsabilidad en la puesta en marcha

de las disposiciones legales y del CTNB.
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B.- BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

a.~ BACTERIAS.

E1 manejo de microorganismos patégenos constituye un campo de ac-
tividades miltiples, que van desde el uso con fines estrictamente expe-
rimentales de cepas patfgenas, caracterizacion bioldgica de ellas, es-
tudio de mecanismos de proteccidn para las enfermedades que determinan,
etc., a su manejo en laboratorios clinicos, en laboratorios industriales
para obtener de ellas productos bioldégicos, la eliminacion de material,
especialmente hospitalario contaminado con este tipo de organismos o
en el manejo directo del enfermo.

A estas variadas actividades se une todo un trifico de microorga-
nismos patdgenos que se envian de un laboratorio a otro, o de un pais a
otro, con diferentes objetivos.

La literatura (14) registra numerosos casos debidamente comproba-
dos, de accidentes de laboratorio, algunos fatales, en este tipo de tra-
bajo, y sin duda hay, desde hace tiempo, preocupacién por las medidas de
proteccién frente a este riesgo, tanto para las personas directamente en
contacto con el agente patdgeno, como para el ambiente y la comunidad.

Las normas que a continuacién 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 concientizacidn, educacidn y capa-
citacién que debe tener toda persona que labora con este tipo de mate-
rial.

E1l grado de proteccién que es necesario proporcionar a las perso-

nas que trabajan directamente con estos organismos, al ambiente y a la
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comunidad se clasifica en 4 Niveles que son:

NIVEL 1: Nivel minimo o elemental de BS.

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

Este nivel especifica ademds, las medidas de orden general aplica-
bles a cualquier laboratorio que manipule microorganismos cualquiera sea el
riesgo, por lo tanto, forma un conjunto de medidas bdsicas indispensables a
las que se le van agregando otras de acuerdo a 10s otros niveles de riesgo
y en relacién con la manipulacién de microorganismos clasificados en niveles

de mayor potencialidad de dafio.

A) Recomendaciones generales:

1) Toda persona que trabaja o ingresa a trabajar en un Taboratorio que
manipula microorganismos, cualquiera sea su grado de peligrosidad, de-
berd recibir un fasciculo instructivo sobre trabajo en ambiente esté-
ril, manipulacidén de material estéril, definicidén de riesgo y conten-
cion.

2) Deberd programarse periddicamente charlas o grupos de discusién sobre
BS, trabajo con microorganismos, trabajo en ambiente estéril, patoge-

nicidad y otros temas relacionados con BS.

B) Medidas minimas de seguridad para este nivel:
1) E1 jefe de laboratorio debe determinar las restricciones de acceso al
laboratorio de personas extrafias, particularmente cuando hay experi-
mentos en curso.

2) Las superficies de trabajo deben decontaminarse una vez al dia y cada
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vez que se produzca un derrame de material contaminado.

3) Todo material contaminado debe decontaminarse antes de ser eliminado
o depositado en aparatos cerrados que serdn esterilizados antes de
su lavado o eliminacion como basura.

4) Debe prohibirse el manejo bucal de pipetas.

5) Debe prohibirse: comer, beber, fumar, maquillarse en las dreas res-
tringidas. No debe guardarse alimentos, bebidas o cualquier otra
clase de efectos personales en los refrigeradores o cdmaras frias
destinadas al uso de material experimental.

6) E1 personal que manipula microorganismos debe usar delantal, con el
cual no debe concurrir a otras actividades, debe dejarlo en el labo-
ratorio y cambiarlo por uno de uso en circulacidn externa a €1.

7) Debe existir facilidades para lavarse las manos, al término del tra-
bajo experimental.

8) Debe evitarse provocar aerosoles con el material contaminado.

9) Debe procurarse el aseo general del Laboratorio a una hora fuera del
herario habitual de trabajo experimental.

10) E1 Laboratorio debe estar libre de insectos o roedores.

NIVEL 2: Este nivel se define como aquel que permite la manipulacidén de

Microorganismos de mediana potencialidad de riesgo.

Las medidas de BS para este nivel comprenderdn:
1) Las mismas especificadas en el Nivel 1, mds:
2) E1 personal debe recibir un especial entrenamiento para la manipulacidn

de estos organismos.



3)

4)

25.

E1 personal debe ser sometido a inmunizacién (cuando sea posible) para
los agentes que se estdn manipulando.

Debe tenerse acceso fdcil a elementos que permitan rdpidamente la decon-
taminacion de la piel u otra regidn del cuerpo que accidentalmente tome

contacto con el material patégeno.

5) Ante cualquier accidente debe de inmediato comunicarse al Jefe del Labo-

ratorio.

Deben usarse campanas de flujo laminar.

Deben disenarse medidas de proteccidén, en el uso de procedimientos que
generan aerosoles, como centrifugacion, agitacidn, sonicacién, molienda,
inoculacién animal, cosecha de grandes cantidades de material.

Debe mantenerse un aseo diario con decontaminacidén quimica de los labo-
ratorios, y procurar una disposicién fisica de fdcil acceso para ser
aseado.

Todo material que salga del laboratorio debe hacerse en aparatos espe-

ciales, cerrados y sometidos a autoclave.

NIVEL 3: Este nivel se define como aquel que permite el manejo de micro-

organismos, autdéctonos (indigenous) o externos (exotic), los que
pueden provocar enfermedades serias o letales como resultado, es-
pecialmente, de la inhalacion. Es aplicable en particular a diag-

ndstico clinico e investigacion.

Las medidas de Bioseguridad son las mismas del Nivel 1 y 2, a 1o que

se agrega:

1) E1 personal debe estar especialmente entrenado.



2) E1 laboratorio debe tener puertas de seguridad, existir medidas de con-
trol del acceso, ductos de salida del aire de ventilacién, y presién ne-
gativa, de manera que el aire entre al laboratorio.

3) Deben usarse gabinetes de seguridad biclégica de clase 1 6 2, los cuales
al igual que otras superficies de trabajo, deben ser decontaminadas lue-
go del trabajo. Filtros de aire (HEPA).

4) E1 material contaminado debe eliminarse en receptdculos cerrados, a prue-
ba de pérdidas de liquidos, y es preferible un autoclave interior para su
esterilizacidn previa a la salida del laboratorio.

5) La ropa de usd en el laboratorio, guantes, mascarillas, etc., debe ser
eliminada, esterilizada o en receptdculos cerrados.

6) Deben tomarse las medidas de proteccion en la manipulacidon de muestras,
cultivos o animales que generen aerosoles infectantes.

7) E1 personal debe ser vacunado cuando exista una vacuna disponible.

NIVEL 4: Se necesita para un trabajo con agentes de alto riesgo, y exter-

nos, los que implican una seria amenaza de vida.

Las medidas de Bioseguridad son las mismas de los Niveles 1 al 3;
respecto de este G1timo, deben ser llevados al maximo nivel de seguridad.
E1 ideal sera un cuerpo de edificio separado o en su defecto una unidad
aislada. Deben agregarse las siguientes medidas:

1) Gabinetes de Bioseguridad de tipo 3.
2) Ningin material debe salir del laboratorio sin ser previamente esterili-
zado, cuyo ideal es el autoclave de doble puerta.

3) S61o debe haber acceso a personal entrenado y de servicio en esa Unidad,
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el que debe entrar a través de una pieza de vestir, con duchas, aparte
de la ropa de trabajo debe usar guantes, mascarillas y cubrirse adecua-
damente la cabeza.

4) Los materiales deben ingresar a través de una ventana doble.

5) E1 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, ademds, el Anexo sobre disefios de laboratorios de seguri-

dad (Anexo 2).

NIVEL 5: Se denomina nivel 5 de BS y clase 5 para referirse a microorga-
nismos patdgenos o genéticamente modificados que se introducen
al pais.

Para ellos, en primer término, debe haber una expresa autorizacion
de los organismos de Estado encargados de este tipo de control, y su mane-
jo en el laboratorio debe, de acuerdo a su identificacién taxonbémica, se-
guir los niveles recomendados para cada caso. Si se desconoce su identi-
dad u otro detalle de su patogenicidad o genética, debe aplicarse el nivel
4 mientras no se logre conocer su total identificacidn y caracteristicas

bioldgicas.
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b.- BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS DE PLANTAS.

El manejo de los microorganismos patdégenos de plantas, no difiere
sustancialmente del manejo de microorganismos patdgenos para el hombre.
Aln cuando en su gran mayoria no afectan al ser humano directamente,
pueden causarie problemas pulmonares, a la vista, etc., si no son mani-
pulados en forma adecuada. Por otra parte, la gran mayoria de los mi-
croorganismos  patdgenos de plantas pueden causarle problemas al hombre y
a animales de pastoreo, que puedan ingerir tejidos vegetales infectados,
en los cuales se encuentran presentes toxinas excretadas por estos mi-
croorganismos (hongos y bacterias).

Sin embargo, en la manipulacién de microorganismos patégenos de
plantas, debe considerarse que su diseminacidn puede causar graves pro-
blemas a la agricultura, y por lo tanto, deben controlarse ademds de la
manipulacién, el traslado de microorganismos de un lugar a otro, junto
con el traslado de plantas que puedan estar infectadas. A nivel de la-
boratorio, el material biol6gico (microorganismos y plantas) no deberd
ser sacado sin previa autorizacién del Jefe de laboratorio, y en ningin
caso debe permitirse el traslado de plantas a casas particulares.

Los agentes patdgenos de interés especialmente en Chile, se pue-

den apreciar en el Anexo 4.

c.- BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE LOS VIRUS.

Todos los virus capaces de infectar al hombre deben ser manipula-
dos a un nivel Il o mayor de seguridad. Los virus de otras especies

animales deben ser también manipulados a estos niveles, ya que en oca-



siones pueden infectar y causar alguna patologia en humanos, que en el
caso de algunos virus, como Encefalitis Equina del Este o el Ebola, pue-
de causar la muerte. De particular consideracidén al respecto son los
arbovirus que pueden infectar tanto insectos como especies animales.
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 manipulacién y conten-
cién. Estrictas normas al respecto han sido dictadas por las Institu-
ciones controladoras de las actividades agricolas, ganaderas y foresta-
les. De particular importancia dentro de este grupo es el virus de la
fiebre aftosa.

Mientras se elabora un catdlogo chileno con la clasificacidn de
riesgo para los virus y se define el nivel de seguridad para su manipu-
lacién, se propone observar la clasificacion sefalada en el "Catalogue
of animal viruses & antisera, chlamidae & ricketsiae" de la American
Type Culture Collection (American Type Culture Collection, 12301 Park-
lawn Drive, Rockville, Maryland 20852-1776). En este catdlogo se sefiala
si un virus requiere permiso del Servicio de Salud Pdblica, por su po-
tencial peligro para la salud humana, del Departamento de Agricultura,
por su potencial peligro para las actividades agricolas y ganaderas,

y ademds se destacan los virus clase Il que deben ser manipulados con
niveles de seguridad III o IV.

A continuacién se mencionan como ejemplo, algunos virus que deben

ser manipulados con niveles de seguridad superiores a II:
Arenavirus de la coriomeningitis linfocitica

Arenavirus Pichinde



Bumyavirus La Crosse y muchos otros de este género
Flavivirus Dengue y muchos otros de este género
Rabdovirus Rabia y otros de este género

Togavirus de la encefalitis equina'del Este

Retrovirus HIV y HTLV.

30.
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C.- BIOSEGURIDAD EN EL MANEJO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

E1 uso de animales de experimentacidn, obliga a las instituciones
donde se usan estos recursos a facilitar el establecimiento de prdcticas
que permitan garantizar razonablemente los niveles de sequridad, calidad
y cuidado. Del mismo modo, el Taboratorio que alberga a los animales de
experimentacion debera poseer una infraestructura y ubicacion apropiada
en el sistema de laboratorios.

Los niveles de sequridad requeridos expresados por las facilida-
des necesarias en las prdcticas y operaciones deberdn ser comparables,
tanto si se trata de agentes infecciosos in vivo como in vitro.

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

Estos laboratorios se construirdn con "dreas limpias" y "dareas
sucias" para reducir el peligro de contaminacidén cruzada y facilitar su
timpieza.

Se ha descrito un sistema de cuatro niveles para la realizacion
de las prdcticas de seguridad en los equipos y facilidad para experimen-
tar 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 desenvolvimien-

to de los trabajos.
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NIVEL 1

A) Recomendaciones Generales.

1)

Las puertas de acceso a la pieza de los animales, que se abrirdn
hacia adentro, tendrdn cada una un sistema de cierre automdtico y
deberan permanecer cerradas cuando los animales de experimentacioén
estén en ellas.

La superficie de trabajo deberd decontaminarse antes y después de
utilizar material viable.

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

E1 personal deberd lavarse las manos después de trabajar con los
cultivos y los animales y antes de abandonar la sala de inocula-
ciones.

Todos los pasos deberdn realizarse cuidadosamente con el fin de

minimizar la produccién de aerosoles.

Practicas Especiales.

1)

2)

3)

Retirar la cama de las cajas con el mdximo cuidado para evitar la

formacidn de aerosoles.

Las cajas serdn lavadas manualmente o con maguina. La temperatura
final del agua de enjuague deberd ser de 82,2°C.

La ropa de trabajo:

Tales como guardapolvos, batas o gorros, se deberd guardar en una

pieza especial.

E1 personal se vestird con las mismas antes de entrar en las
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salas de inoculaciones.
Es recomendable utilizar estas ropas dentro del drea de trabajo

Y no en otras.

C) Contenedores Especiales.

No se requieren equipos de contenedores especiales, cuando se usan

animales de un nivel de BS 1,

D) Instalaciones para los animales.

1) E1 animal estard en una jaula, disefiada y construida para favorecer
su limpieza y alojamiento.

2) Se debera poseer lavatorios para el lavado de manos.

3) Cuando sea necesario que las ventanas de las salas permanezcan
abiertas, éstas deberdn estar resguardadas con una tela metdlica.

4) Es recomendable que la direccién del flujo de aire sea interna, y
que el proceso para eliminar el aire se realice sin que haya re-

circulacidn dentro de las habitaciones.

NIVEL 2

A) Recomendaciones Generales.

Deberd incorporarse 10 que se recomienda en el Nivel 1, puntos 1

a 6.
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B) Prdcticas Especiales.

1)

2)
3)

5)

7)

Las cajas: Serdn decontaminadas especialmente por autoclave antes
de su limpieza o lavado.

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

Deberd utilizarse dentro de las salas de inoculaciones el vestuario
protector, y se deberd retirar Unicamente después de haberse comple-
tado las tareas.

E1 responsable del drea 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 inoculacidn.

E1 responsable del drea dispondrd de un sistema de vigilancia, y el
personal estard advertido del peligro potencial y, obviamente, inmu-
nizado.

Cuando el agente infeccioso por utilizarse requiere condiciones espe-
ciales, por ejemplo vacunaciones, se deberd colocar un signo de peli-
gro especial junto con el simbolo universal de bioseguridad en la
puerta de entrada.

Se deberd indicar el agente infeccioso, lista de nombres y telé-
fonos del personal responsable y 1os requerimientos especiales para
entrar en el area.

Se deberd tener especial cuidado para evitar la contaminacidn de la
piel con el agente infeccioso, se deberdn usar guantes cuando el con-
tacto sea inevitable.

Todos los desperdicios de la sala serdn apropiadamente decontaminados
preferiblemente mediante autoclave, antes de descartarse. Las carca-

sas de los animales infectados serdn incineradas y transportadas las
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cajas convenientemente cerradas.

9) Se utilizardn unidades de agujas y jeringas desechables, para la in-
yeccidn o aspiracidn de fluidos infecciosos. Una vez utilizadas, se
decontaminaran por autoclave, antes de eliminarlas.

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

11) 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 extraccién
se realizard en forma periddica, de acuerdo a las facilidades de tra-
bajo.

12) La o las salas para el manejo de animales de este nivel, deben estar
dotadas de los equipos que permitan cumplir adecuadamente lo dispues-

to en cada uno de los puntos descritos.

Contenedores Especiales

Se utilizardn cabinas de seguridad bioldgica o bien equipos espe-
ciales de proteccidn, anteojos y otros, como mdscaras, etc., cuando el
peligro potencial de formacién de aerosoles se haga real. Esto incluye
necropsia de los animales infectados, recoleccién de tejidos, fluidos,
huevos infectados, inoculacidén intranasal de los animales y manipulacién

de grandes vollmenes de material infeccioso.

Instalaciones para 10s animales

Se considerard lo ya recomendado en los puntos 1 a 4 del Nivel I,

con el agregado de:
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- Para decontaminar el material infeccioso, serd instalado un autoclave

en el edificio donde se encuentran los animales inoculados.

NIVEL 3

A) Recomendaciones Generales

Se utilizardn las normas indicadas en los puntos 1 a 6 del Nivel 1.

B) Prdcticas Especiales

Se aplicard lo indicado en los puntos 1 a 11 del Nivel 2, mds el
agregado de:
- Si existen lineas de vacio se deberd proteger con filtros HEPA y una
trampa con solucidn desinfectante.
- E1 personal estard provisto de botas, protectores de calzado y deberd

utilizar bafhos y desinfectantes para los pies.

D) Contenedores Especiales

1) E1 personal se protegerd con ropas y/o equipos para todos los procedi-
mientos con los animales infectados y con material infeccioso.

2) E1 riesgo de los aerosoles provenientes de los animales infectados o
de Tas camas, se evitard colocando los animales en cajas especiales
con un sistema de compartimentos de contencidén parcial, las que se co-
locardn en gabinetes o campanas de flujo laminar, a su vez el fondo de
la caja debe tener un sistema de filtros absorbentes u otro dispositi-

vo similar.
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D) Instalaciones para los animales

1) Las cajas para los animales serdn construidas en material que facilite
su limpieza y cuidado.

Deberdn estar ubicadas en dreas separadas que serdn abiertas en
forma restringida al trdnsito del personal dentro del edificio.

E1 pasaje a través de dos habitaciones contiguas, se realizard por
puertas y corredores de acceso.

La separacién fisica serd provista por puertas dobles.

2) En el interior las superficies de paredes, techos y pisos deberdn ser
resistentes al agua y fdcilmente lavables. Estas superficies deberdn
ser convenientemente selladas para facilitar una fumigacién o deconta-
minacidén del espacio.

3) Se deberd proveer de lavatorios para el lavado de las manos accionados
con los pies o una palanca. Estard ubicado en la sala y cerca de la
puerta de salida.

4) Las ventanas seran cerradas y selladas.

5) Las puertas tendrdn cierre propio y permanecerdn cerradas, mientras
los animales estén presentes.

6) Deberd ubicarse un autoclave, los materiales seran esterilizados den-
tro del laboratorio y transportados en cajas cerradas hacia el exterior.

7) Deberd proveerse de un eficiente sistema de ventilacién.

No deberd haber recirculacidn de aire dentro del edificio.
E1 personal deberd verificar la direccion del flujo de aire dentro
del laboratorio.

8) ET1 aire filtrado hacia el exterior proveniente de cabinas de seguri-

dad bioldgica tipos I y II, deberd serlo a través de filtros HEPA.
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NIVEL 4

A) Recomendaciones Generales

Se considerard 1o indicado en 1os puntos 1 a 6 del Nivel 1, con el
agregado de:
- Las cajas para los animales serdn esterilizadas por autoclave antes

de proceder a su limpieza.

B) Prdcticas Especiales

Se utilizardn los criterios de los puntos 1 a 11 del Nivel 2, con el
agregado de:

- Estdn autorizadas a penetrar en el area de trabajo solamente las perso-
nas que lo realicen, o bien aquellas que designe el responsable de las
actividades. Determinados grupos humanos como: nifios, embarazadas, in-
munodeficientes e inmunodeprimidos, podrdn aumentar su riesgo, o adqui-
rir 1a infeccion, por 1o cual la entrada deberd estar absolutamente res-
tringida.

Las personas que entren en estas dreas deberdn conocer las instruccio-
nes y los procedimientos para la entrada y salida.

Deberd ser establecido un protocolo para las situaciones de emergencia.

C) Contenedores Especiales

Los animales de laboratorio de este nivel de seguridad serdn alojados
dentro de cabinas de seguridad bioldgica, Clase III, en cajas con tapas

y en ambientes con presidn positiva.
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D) Instalaciones para los animales

1)

6)

7)

Las salas donde se alojardn los animales estardn ubicadas en edificio
separado o en una zona claramente delimitada dentro del edificio.

Estaran provistas de puerta doble, autoclave y cdmara de fumiga-
cidn.
Las paredes, pisos y techos, estardn construidos de modo tal que se
pueda realizar un seflado interno, que facilite la fumigacidn para
eliminacidon de los insectos.

Las superficies internas serdn resistentes a los liquidos y agen-
tes quimicos, utilizados en la decontaminacidn del drea.

Toda filtracidn a través de las estructuras deberd ser evitada
mediante sellado.
Serdn minimizadas las superficies tales como soportes para luces, con-
ductos de aire, etc., para evitar zonas sucias, que exijan un proceso
de decontaminacion.

Se proveerd de un lavador automdtico de manos, el que estard ubi-
cado cercano a la puerta de salida.
Si existe un sistema de vacio, el mismo deberd estar provisto de fil-
tros HEPA, para permitir una decontaminacidn del 4drea. Otros liquidos
0 servicio de gas deberdn estar suficientemente protegidos para evitar
la produccién de reflujo.
Las puertas externas por las que penetrardn los animales deberdn tener
cierre de seguridad propio.
Las ventanas serdn realizadas en material resistentes a las roturas
y deberdn estar selladas.

Se deberd proveer de un autoclave de doble puerta. La puerta que se
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11)

12)

13)

14)
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abra hacia el drea externa, se abrird Unicamente cuando el ciclo de
esterilizacidn haya sido completado.

Deberdn existir cdmaras de fumigacion o equipos de decontaminacién
equivalentes para el material que no se puede colocar en el autoclave.
Los efluentes 1iquidos de las piletas, cabinas y pisos, etc., serdn
decontaminados por calentamiento antes de ser descartados. Esto se
realizard con sistemas mecdnicos o bien bioldégicos, usando un registro
termométrico y microorganismos indicadores con susceptibilidad a los
patrones de temperatura. Los 1iquidos de lavado de las estructuras
seran decontaminadas con desinfectantes quimicos, de probada eficacia.
Se utilizardn sistemas de ventilacidn individuales, estardn provistos
de mandémetros que medirdn los diferentes niveles de presidn, el equi-
po tendrd alarma sonora para sehalar el mal funcionamiento del siste-
ma.

E1 aire recirculante en las salas donde estdn alojados los animales,
deberd filtrarse a través de filtros HEPA.

E1 aire que se descarta hacia el exterior, deberd hacerlo a través de
filtros HEPA, los que estardn ubicados cerca de los laboratorios para
reducir el peligro potencial de largos conductos de aire.

E1 aire que se descarte de las cabinas de seguridad de Clase I y II
serd controlado y certificado cada seis meses.

Las dreas de trabajo tendrdn presidn positiva, decontaminantes quimi-
cos para usar en las superficies, un sistema de luz de emergencia, y
un sistema de autoclave de puerta doble para permitir la decontamina-

cion de las ropas y materiales del area.
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Cuando se trabaja en experimentos con animales de laboratorio exis-
ten dos fuentes de peligro:
1) - Enfermedades que se transmiten al hombre y que fueron natural
0 experimentalmente adquiridas.
2) - E1 material infeccioso utilizado en el desarrollo de la expe-

riencia.

En el primer caso, la colonia de animales excreta el agente infec-
cioso por heces, orina, saliva, aire expirado y la transmisidn es posible
cuando se sostiene el animal, en las inhalaciones, en la limpieza de las
cajas, a1 el contacto con la sangre y tejidos durante la necropsia.

Existe, ademds, una categoria de animales que padecen una infeccién
subclinica, son potencialmente infecciosos y a medida que progresa la en-
fermedad, la misma se expresa con la sintomatologia clinica y deberdn,
por lo tanto, ser decartados.

Determinadas enfermedades como: Brucelosis, Cdlera, Histoplasmo-
sis, Hepatitis, Leptospirosis, Poliomielitis, Tuberculosis, etc., son
transmitidas al hombre a través de Tas heces y la orina.

Por ello, sera necesario no olvidar las siguientes prdcticas hi-

giénicas y de control en el manejo de los mismos:

1. Cuando se produzcan heridas se deberdn lavar éstas con abundante
agua y jabon.

2. Se recibird inmediata asistencia médica, y se aplicard sobre la
zona de la lesién, una solucidn de antiséptico.

3. E1 animal que ha producido Ta lesidn, deberd ser identificado,

anestesiado y examinado.
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4. La asistencia médica tendrd en observacidn al paciente por un tér-
mino no menor de tres semanas.

5. Debe notificarse al CIB.

6. Los bioterios deben tener un sistema separado especial de cuaren-
tena y observaciéon, especialmente con los animales que por alguna
razon son remitidos desde el exterior.

Un especial cuidado se tendrd en estos casos frente al riesgo

potencial de Rabia, en el manejo de perros y gatos.

Por todo 1o expresado, se podrd concluir que todo procedimiento
de laboratorio microbioldgico, desde la 1legada de la muestra hasta su
procesamiento, constituye un peligro para el operador.

La sustitucidn por técnicas mds seguras o el conocimiento de los
peligros potenciales, hard que los mismos se puedan evitar o bien mini-
mizarlos, para que la seguridad en la utilizacidn de reactivos biolégi-
cos sea una realidad diaria.

Respecto a los microorganismos o tipo de muestras que se somete-
ran a experimentos con animales, y las medidas de Bioseguridad que el ma-
nejo de ellas tiene, son los mismos que se indican en los Anexos 3 y 4
y en los que estdn identificados por su nivel de riesgo. Por tanto, este
antecedente debe, a su vez, ser considerado por el nivel de BS del manejo

animal respectivo.
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D.- BIOSEGURIDAD EN LAS INVESTIGACIONES QUE HACEN USO DE MOLECULAS DE ADN

RECOMB INANTE

1.~ GENERALIDADES.

E1 acelerado desarrollo gue ha experimentado en los ultimos anos un
conjunto de nuevas técnicas de manipulacién de seres vivos y materiales bio-
16gicos, a expensas de los avances de la biologia molecular, como la tecno-
logia del ADN recombinante, la electroporacién, la microinyeccidén nuclear,
la fusién celular, etc., ha planteado la necesidad de regulaciones y contro-
les de la investigacidn y de los productos producidos con estas técnicas.
ante la posibilidad de impactos negativos de ellos tanto en la salud como
en los ecosistemas.

Los objetivos generales de estas regulaciones con la proteccidn de
1a salud y del medio ambiente y la ayuda a la investigacién y desarrollo
en el campo de la biotecnologia. Para ello debe existir normativas regula-
doras y estructuras organizativas, que garanticen un nivel razonable de se-
guridad, que permita el desarrollo de un clima de apoyo por parte de la co-
munidad cientifica y de la opinidén plblica en general, al continuo avance
cientifico y tecnoldgico en este campo.

Definiremos una molécula de ADN recombinante como aquella construi-
da fuera de la célula viva mediante la unidn de fragmentos de ADN, natural
o sintético, con moléculas de ADN (vectores) que pueden regplicarse en una
célula viva. Hay que considerar, ademds, como equivalente del ADN natural
a trozos o fragmentos de ADN sintético no funcionales, pero que pudieren
activarse bajo ciertas circunstancias o dar origen & un polipéptido poten-

cialmente téxico, por ejemplo una toxina.
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Quedan, ademds, incluidas dentro del término de ADN-r todas aquellas
moléculas, de ADN recombinante, que se producen in vivo por unién de semen-
tos de ADN natural enriquecido o sus equivalentes sintéticos al ADN intra-
celular. En general pueden ser considerados ADN recombinante todos los re-
arregios gendémicos que involucran la introduccién de ADN proveniente de or-
ganismos diferentes o cepas del mismo organismo.

Quedan exentos de la categoria de ADN-r todos aquellos fragmentos
sintéticos que carecen de codificacién genética (definida ésta por codones
0 RNA estructural que eventualmente pudieran expresarse in vivo).

Resulta bastante dificil establecer normas de bioseguridad que pue-
dan ser controladas por disposiciones generales y a nivel nacional. No obs-
tante, en este contexto, se hace imprescindible establecer normas minimas
que se cumplan en todas las instituciones o laboratorios en las que se em-
plea la tecnologia del ADN recombinante. Ellas deberfan incluir: a) proce-
dimientos o métodos empleados en los laboratorios de Microbiologia; y b) ins-
talaciones de laboratorios que proporcionen las barreras fisicas necesarias
segun la estimacion del peligro que presentan los agentes bioldgicos. Sobre
estas normas ya se han dado especificaciones en el capftulo destinado a Mani-
pulacidn de Patégenos, l1as que pueden ser consultadas por el lector.

En el caso de los experimentos con ADN recombinante habria que con-
siderar ademds, la aplicacion de barreras bioldgicas especificas, a fin de
reducir Ta probabilidad de propagacidn del ADN recombinante hacia el exte-
rior.

La seguridad de las actividades del trabajo con ADN recombinante
depende de 1os investigadores y personas que las realizan. Se estima di-
ficil preveer todas las situaciones posibles. El criterio personal es un

factor esencial en la proteccidn de la salud y el medio ambiente. Como
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parte de la responsabilidad de los cientificos, al presentar proyectos de
investigacion que involucra la tecnologia del ADN recombinante, al igual
que con el manejo de patdgenos o radioisdtopos, se deben incorporar a los
mismos, reqgulaciones bdsicas de bioseguridad. En este aspecto debe ser
preocupacion del Investigador Responsable del proyecto en cuestidn, velar
por el cumplimiento de 1o0s requisitos establecidos como bdsicos. Se debe-
rian elaborar, ademds, planes de emergencia en caso que accidentalmente se
produzcan derrames y contaminacién del personal, asi como investigar los
accidentes en 1os laboratorios relacionados con las investigaciones con
ADN recombinante. E1 resto del persoral del laboratorio debe ser instrui-
do de Tos posibles peligros de las sustancias bioldgicas y las precaucio-
nes que deben tomarse. Debe instruirse y capacitar al personal (auxiliar
especialmente) para crear un ambiente sequro y en la forma en que se debe
proceder en caso de accidentes.

Como ya se insistid en el capitulo general, las Instituciones, ya
sea universitarias o cualquier otra donde se trabaja con ADN recombinante,
deberian contar con un comité interno de bioseguridad que establezca sus

propias medidas de control y velar porque éstas se cumplan.

2.- NORMAS Y BARRERAS BIOLOGICAS ESPECIFICAS.

Los experimentos con ADN recombinante (ADN-r) se pueden dividir en
4 clases, en relacidon al control que sobre estos experimentos debe ejercer-
se.
1). Experimentos que requieren ser sometidos a examen del CTNB y su apro-

bacion por CIB, antes de su iniciacién.
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. Experimentos que s6lo requieren de aprobacidn del Comité Institucio-
nal de BS antes de su iniciacion.

. Experimentos que requieren sélo de una notificacidon al Comité Institu-
cional de BS, antes de su iniciacidn.

. Experimentos exentos.

Experimentos que requieren el examen del CTNB y la aprobacidn del CIB,

antes de su iniciacion.-

Los experimentos que pertenecen a esta categoria no pueden ini-
ciarse sin la presentacidn previa de la informacidn pertinente sobre el
experimento propuesto a las autoridades correspondientes, el examen del
CTNB y la aprobacidn especifica del CIB. Los organismos de control re-
dactardn un formulario para efectuar esta solicitud, el que debe conte-
ner:

a) Investigacién propuesta, objetivos, justificacidon de la solicitud de
permiso.

b) Antecedentes sobre el organismo modificado: Clasificacidn taxondmica,
ciclo de vida, capacidad de transferencia génica.

c) Genes introducidos: fuente y funcién del manipulado, caracteristicas
del organismo dador.

d) Metodologia: descripcién de la metodologia para generar las moléculas
hibridas, mecanismo de introduccidn del organismo en estudio.

e) Estabilidad genética y expresién de los genes manipulados. Contencidn
propuesta: fisica y/o bioldgica.

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

Consideraciones ecoldgicas: papel del organismo en el ecosistema,
Reproduccidn y/o diseminacion del organismo modificado.
Interacciones bioldgicas: efecto sobre competidores, hospederos,
pardsitos.

Indicar las condiciones del ensayo de campo.

Monitoreo del experimento de campo.

Evaluacion de riesgo.

Las condiciones de contencion para tales experimentos serdn las

recomendadas por estos Comités, y establecidas por las autoridades co-

rrespondientes en el momento de aprobarse el experimento en cuestifn.

Dichos experimentos también requieren la aprobacién del CIB antes de su

iniciacidn. Estos experimentos comprenden:

I.- Formacion deliberada de ADN recombinantes que contiene genes para

la biosintesis de moléculas téxicas de efectos letales en los ver-
tebrados a una DL, de menos de 100 nanogramos por kilogramc de
peso (v.gr., toxinas microbianas tales como las toxinas botulini-

cas, toxina tetdnica, toxina diftérica, neurotoxina Shigella dy-

senteriae, genes codificantes para oncogenes). Se ha dado aproba-

cion especifica a la clonacion en E.coli K-12 de genes que contie-

nen el ADN poseedor del c6digo genético para la biosintesis de mo-
1éculas téxicas que tienen efectos letales en los vertebrados en
dosis de 100 nanogramos a 100 microgramos por kilogramo de peso.
Los niveles de contencibn para estos experimentos deben ser deter-

minados por el CTNB y aprobados y verificados por el CIB.
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[I.- La liberacion deliberada en el medio ambiente de cualquier organis-
mo que contenga ADN recombinante, excepto ciertos organismos, cuya
1iberacidn dependerd de las normas y condiciones que establezcan
Tas autoridades del sector respectivo,

ITI.- La transferencia deliberada de una caracteristica que confiera a
los microorganismos resistencia a 1os medicamentos, la cual no sea
adquirida en forma natural, y que comprometa el uso de medicamen-
tos para el control de agentes patdgenos en el campo de la medici-
na humana o veterinaria o en la agricultura.

IV.- La transferencia deliberada de ADN recombinante o de ADN o ARN a
seres humanos.

No se considerard si el examen del CTNB tiene prioridad sobre
cualquier otro examen oficial que se requiera de los experimentos

con seres humanos.

2). Experimentos que 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 anteriori-
dad a la iniciacidén de los experimentos un protocolo detallado que con-
tenga la siguiente informacién: (i) una descripcién de la(s) fuente(s)
del ADN; (ii) la naturaleza de las secuencias del ADN insertadas;
(ii1) los huéspedes y vectores que se han de utilizar; (iv) si se hard
un intento deliberado de obtener la expresidon de un gen extrano y, en
caso afirmativo, qué protefna se producird; y (v) las condiciones de
contencidn especificadas en estas normas. Este protocolo deberd estar

fechado y firmado por el investigador y se presentard s6lo al CIB local.
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E1 CIB examinard todas estas propuestas antes de comenzar los experimen-
tos. Los pedidos para un grado menor de contencidn en experimentos per-
tenecientes a esta categoria, serdn considerados por las autoridades co-
rrespondientes. En este grupo estdn comprendidos:
[.- Experimentos en los que se emplean agentes patdégenos humanos o ani-
males (agentes de Nivel de BS 2, 3, 4y 5 Ver capitulo sobre Manejo
de Patdgenos como sistema huésped-vector, y Anexo 3).

Los experimentos en los que se introduce el ADN recombinante
en los agentes de Clase 2, pueden llevarse a cabo en condiciones
de contencién de NBS-2.

Los experimentos en 1os gue se introduce ADN recombinante en
agentes de Clase 3, pueden llevarse a cabo en condiciones de con-
tencidn de NBS-3.

Los exper1mentos en Tos que se introduce ADN recombinante en
agente§ de Clase 4, puedeh 1levarse a cabo en’condiciones de con-
tencidn de NBS-4.

Las condiciones de contencidn paré los experimentos en los que
se introduce el ADN recombinante en agentes importados al pafis
(Nivel 5), se establecerdn para cada caso en particular y de acuer-
do con el reglamento especifico de cada pais en lo que respecta
al manejo de agentes patdgenos extrafios a su territorio.

I1.- Experimentos en los cuales el ADN proveniente de agentes patdgenos
de humanos o animales (Niveles de BS 2, 3 y 4) sé clona en siste-
mas de huésped-vector procaridticos o eucaridticos inferiores no
patdgenos.

Los experimentos con ADN recombinante en los que el ADN de
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agentes de Clase 2 o Clase 3 se transfieren a organismos procarid-
ticos o eucaridticos inferiores no patdégenos, pueden 11évarseka
cabo en condiciones de contencidn de NBS 2. Los experimentos con
ADN en los que el ADN de agentes de Clase 4 Se trahsfiere a orga-
nismos procaridticos o eucarioticos inferiores no patégenos, pue-
den llevarse a cabo en condiciones de contencién de NBS 2 después
de haberse demostrado que sélo una fraccidn total e irreversible-
mente defectuosa del genoma del agente se halla presente en un re-
combinante dado. A falta de esta demostracidn, las condiciones

de contencidn serdn de NBS 4. Muchos experimentos pertenecientes
a NBS-1 o minimo estardn exentos de atenerse a estas normas.

Las autoridades respectivas determinardan las condiciones de
contencidn correspondientes a 1os experimentos en los que el ADN
de los agentes de Clase 5 (agentes patdgenos intrbducidos al pais)
se transfiere a organismos procariéticos o eucaridticos inferio-
res no patdégenos después de examinar cada casé.

Experimentos en los que se emplean virus infecciosos de ADN o de
ARN animal o vegetal o virus defectuosos de ADN obde ARN animal o
vegetal en presencia de virus auxiliares en sistemas de cultivo
de tejidos.

Los experimentos con virus animales infecéiosos de Clase 2
0 con virus animales defectuosos de Clase 2 en presencia de un
virus auxiliar pueden 1levarse a cabo en condiciones de conten-
cién de NBS-2. |

Los experimentos con virus animales infecciosos de Clase 3

o con virus animales defectuosos de Clase 3 en presencia de virus
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auxiliares pueden Tlevarse a cabo en condiciones de contencion de
NBS-3.

Los experimentos con virus infecciosos de Clase 4 6 con virus
defectuosos de Clase 4 en presencia de virus auxiliares pueden
1levarse a cabo en condiciones de contencién de NBS-4,

Los experimentos en 10s que se emplean virus infecciosos de
Clase 5‘6 virus defectuosos de Clase 5 en presencia de virus au-
xiliares se determinardn en cada caso de acuerdo con las normas
que establezcan las autoridades correspondientes.

Los experimentos en 10s que se emplean virus animales o vege-
tales infecciosos o defectuosos en presencia de virus auxiliares
y que no se contemplan en lo descrito anteriormente, pueden 1le-
varse a cabo en condiciones de contencién de NBS-1.

Experimentos con ADN recombinante en los que se emplean plantas o
animales enteros.

E1 ADN recombinante o las moléculas de ARN de alli derivadas
procedentes de cualquier fuente, excepto para aquellas que repre-
senten una fraccidn mayor de dos tercios de un genoma virico euca-
rigtico, pueden transferirse a cualquier organismo vertebrado no
humano y propagarse en condiciones de contencién fisica compara-
ble al NBS-1 y apropiadas al organismo objeto de estudio. Es im-
portante que el investigador demuestre que la fraccidn del genoma
virico empleado no conduzca a una infeccién productiva.

Cuando en los experimentos se empleen plantas y animales ente-
ros no especificados en el pdrrafo anterior, el CIB determinard

las condiciones apropiadas de contencién.






