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Glosario

Agente biolégico: Microorganismo, virus, biotoxina, particula u otro material
infeccioso, ya sea de origen natural o modificado genéticamente, que pueda causar
infeccion, alergia, toxicidad o de algun otro modo suponer un peligro para los seres
humanos, los animales o las plantas.

Agente de limpieza: Sustancia fisica o quimica, o combinacién de ellas, que tiene
actividad para hacer que algo esté limpio.

Bioproteccién: Principios, tecnologias y prdcticas que se aplican en la proteccidn,

el control y la rendicién de cuentas de los materiales bioldgicos y los equipos, las
competencias y los datos relacionados con su manipulacion. La bioproteccion tiene
como objetivo evitar el acceso no autorizado a esos materiales o equipos y su pérdida,
robo, uso indebido, desviaciéon o liberacidn.

Bioseguridad: Principios, tecnologias y prdcticas de contencién que se aplican para
evitar la exposicidon involuntaria a agentes bioldgicos o su liberacion fortuita.

Camara de seguridad biolégica (CSB): Espacio de trabajo cerrado y ventilado
disefado para proteger al operador, al entorno del laboratorio y a los materiales

de trabajo en actividades en las que hay peligro de que se generen aerosoles. La
contencién se consigue separando esa zona de trabajo del resto del laboratorio o
utilizando mecanismos que hagan que el flujo de aire sea controlado y direccional.
El aire de salida pasa por un filtro de particulas aéreas de gran eficiencia (HEPA)
antes de volver a circular en el laboratorio o en el sistema de calefaccion, ventilacidon
y aire acondicionado del edificio. Hay diferentes clases (I, Il y Ill) de CSB que
proporcionan diferentes niveles de contencion.

Carga: Productos, equipos o materiales que se van a procesar juntos en un ciclo de
funcionamiento de, por ejemplo, un autoclave.

Cloro disponible: Medida de la cantidad de cloro disponible en los compuestos
de hipoclorito y otros desinfectantes quimicos utilizados como fuente de cloro, en
comparacién con la del cloro gaseoso puro.

Contaminacién: Introduccién de agentes bioldgicos no deseados en tejidos y muestras
o en superficies.

Contaminacién cruzada: Proceso por el cual los agentes bioldgicos se transfieren
involuntariamente de una sustancia u objeto a otro, con un efecto potencialmente
dafino.
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Descontaminacion: Reduccién hasta un nivel previamente definido, por medios
quimicos o fisicos, de los agentes bioldgicos viables u otros materiales peligrosos
presentes en superficies u objetos.

Desinfeccién: Proceso para eliminar agentes bioldgicos viables de objetos o
superficies a fin de que puedan manipularse o usarse de forma segura.

Desinfeccién por calor: Desinfeccion conseguida por la accion del calor himedo
0 seco.

Desinfectante: Producto capaz de eliminar agentes bioldgicos viables presentes en
superficies o en desechos liquidos. Su eficacia varia en funcién de las propiedades
del producto quimico y de su concentracién, tiempo de conservacién y fiempo de
contacto con el agente.

Desnaturalizaciéon: Proceso en el que se cambia por medios quimicos o fisicos
la estructura de moléculas complejas, pero se mantiene su composicion; suele
acompanarse de una pérdida de funcién y puede ser reversible o irreversible.

Dispositivo (equipo) de contencién primaria: Espacio de trabajo confinado destinado
a proteger al operador, al entorno del laboratorio y a los materiales de trabajo en
actividades en que los aerosoles supongan un peligro. La proteccién se consigue
separando esa zona de trabajo del resto del laboratorio, o mediante mecanismos de
flujo de aire controlado y direccional. Entre los dispositivos de confencién primaria se
encuentran las CSB, las cdmaras aislantes, los ventiladores por extraccién localizada y
los espacios de trabajo ventilados.

Dosimetria: Evaluacién de la dosis de radiacién ionizante absorbida por un objeto.
Endospora: Célula que forman ciertas bacterias grampositivas en condiciones
desfavorables para su crecimiento. Las endosporas son extremadamente resistentes
al calor y a otros agentes nocivos.

Espora: Véase endospora.

Estéril: Estado en el que hay una ausencia total de agentes bioldgicos y esporas
viables.

Esterilizacion: Proceso que mata o elimina todos los agentes bioldgicos, incluidas las
esporas.

Forma vegetativa: Célula de una bacteria (o de un alga unicelular) que crece
activamente en lugar de formar esporas.



DESCONTAMINACION Y GESTION DE DESECHOS

Fumigacion: Uso de un gas o vapor venenoso para eliminar la contfaminacién de una
superficie, un equipo o una zona por un agente bioldgico.

Fumigante: Producto quimico utilizado para fumigar; también conocido como
desinfectante aéreo.

Humedad relativa: Medida del vapor de agua presente en el aire, expresada
en porcentaje del mdaximo que el aire es capaz de mantener a una determinada
temperatura.

Inactivacion: Eliminacién de la actividad de los agentes bioldgicos mediante la
destruccién o inhibicién de su actividad reproductiva o enzimdtica.

Indicador biolégico: Sistema de prueba que contiene agentes biologicos viables que
tienen una resistencia especificada a un determinado proceso de esterilizacion.

Jabén: Compuesto soluble en agua que se utiliza para limpiar la piel y ofros
materiales, pero no inactiva necesariamente los agentes bioldgicos.

Limpieza: Reduccién de los agentes bioldgicos viables a niveles seguros.

Limpio: Libre de suciedad apreciable a simple vista y con concentraciones de analitos
inferiores a niveles previamente especificados.

Patégeno: Agente bioldgico que puede ser causa de enfermedad en seres humanos,
animales o plantas.

Procedimiento operativo normalizado (PON): Conjunto de instrucciones paso a
paso, bien documentadas y validadas, que describen como ejecutar las prdcticas y
los procedimientos de laboratorio de manera segura, oportuna y fiable, de acuerdo
con las politicas institucionales, las mejores prdcticas y la normativa nacional o
internacional aplicable.

Recipiente a presién: Equipo disefnado y construido para contener fluidos bajo presién,
como un autoclave o una unidad de preparacion de medios de cultivo.

Riesgo: Combinacién de la probabilidad de que se produzca un incidente y de la
gravedad del dano (consecuencias) ocasionado si se produjera.

Suciedad: Contaminacién con material bioldgico, incluidos los agentes biologicos, de
un dispositivo o superficie tras su uso.

Tiempo de reduccién decimal, valor D o valor D, : Tiempo necesario para inactivar el
90% de las células presentes en una superficie u objeto o para reducir la poblacién
de un agente bioldgico a una décima parte de su nimero original en las mismas
condiciones, es decir, una reduccion de un logaritmo.
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Validacién: Confirmacion sistematica y documentada de que los requisitos
especificados son suficientes para garantizar el efecto o el resultado deseado. Por
ejemplo, para demostrar que un material estd descontaminado, el personal del
laboratorio debe validar la eficacia del método de descontaminacion midiendo la
cantidad de agentes bioldgicos restantes frente al limite de deteccion obtenido con
indicadores quimicos, fisicos o bioldgicos.

Vapor saturado: Vapor de agua en estado de equilibrio entre sus fases liquida y
gaseosa, como se utiliza en la esterilizacion por vapor.

Verificacion: Confirmacién de que determinado elemento (producto, proceso o
sistema) satisface los requisitos especificados. Por ejemplo, periédicamente se
verificard que el funcionamiento del autoclave cumple las normas especificadas por
el fabricante.
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Resumen ejecutivo

La desinfeccién, la esterilizacién y la gestion de desechos son fundamentales para
manipular agentes bioldgicos de forma segura, por lo que es importante entender
los mecanismos bdsicos de los diferentes métodos de desinfeccion, esterilizacion y
gestidn de desechos que se pueden utilizar en el laboratorio. Los requisitos especificos
de la descontaminacién dependen de la naturaleza de los agentes bioldgicos que

se manipulen. En esta monografia se describen los métodos de gestion y eliminacion
final de los desechos de laboratorio que sean considerados como peligros biologicos.
La informacién que se presenta puede servir para elaborar procedimientos
normalizados y mds especificos sobre descontaminacién y gestion de desechos de
un laboratorio en particular. Los destinatarios de esta monografia son el personal
encargado de la evaluacién del riesgo, como los directores de laboratorio o los
oficiales de bioseguridad, el personal y los cientificos que descontaminan los objetos
del laboratorio y los trabajadores que manipulan los desechos.

La informacién que contiene esta monografia sobre la descontaminacién y la
gestion de desechos tiene por objetivo complementar la cuarta edicién del Manual
de bioseguridad en el laboratorio de la OMS (en adelante, el Manual) y las demdas
monografias complementarias. En lugar de un enfoque prescriptivo, en esta cuarta
edicién del Manualy en las monografias complementarias se adopta un enfoque
de la bioseguridad basado en los riesgos y en las evidencias que garantice que las
instalaciones de los laboratorios, los equipos de seguridad y las prdcticas de trabajo
sean pertinentes, proporcionales a las necesidades y sostenibles a nivel local. Se
hace hincapié en la importancia de una «cultura de la seguridad» que incorpore

la evaluacion del riesgo, las buenas prdcticas y procedimientos microbiolégicos
(BPPM) y los PON, la adecuada formacion introductoria, de actualizacién y de
tutoria del personal, y la notificacién rdpida de incidentes y accidentes, seguida de
su investigacion y de las medidas correctivas pertinentes. Con este nuevo enfoque se
pretende facilitar tanto un disefio de los laboratorios como formas de funcionamiento
que garanticen una mayor sostenibilidad, manteniendo al mismo tiempo un control
adecuado de la bioseguridad.

Las demds monografias complementarias proporcionan informacion detallada

que ayuda a poner en prdctica sistemas y estrategias sobre los siguientes temas
especializados: evaluacién del riesgo, disefio y mantenimiento del laboratorio,
cdmaras de seguridad biolégica y ofros dispositivos de contencidon primaria, equipos
de proteccion personal, gestién de programas de bioseguridad, y preparaciéon y
capacidad de recuperacion ante brotes epidémicos.

En la presente monografia se describen los métodos de descontaminacion utilizados
en los laboratorios de microbiologia, tales como el lavado de las manos y la
desinfeccion con productos quimicos, gases o calor; se comentan las diferentes clases
de desinfectantes quimicos y sus componentes, sus mecanismos de accidon y sus
ventajas e inconvenientes; se analizan los factores que pueden influir en la eficacia

de los desinfectantes; se expone una vision general de los métodos de fumigacién, de
la inactivacion por calor y de cédmo se comprueba la eficacia de estos tratamientos
mediante indicadores, y se analizan la gestion de desechos y la documentacion y el
mantenimiento de registros, que son parte integral de ella, la eliminacion segura de
los productos de desecho sdlidos y liquidos, y los métodos de inactivaciéon de muestras.
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En esta monografia, que complementa la informacién sobre descontaminacién

y gestiéon de desechos expuesta en la cuarta edicion del Manual (1), se aborda la
limpieza, la desinfeccién con productos quimicos, gases o calor, la esterilizacién, los
indicadores quimicos y bioldgicos, la gestién de desechos y la inactivacion de muestras
biologicas.

Las demds monografias complementarias proporcionan informacién detallada

que ayuda a poner en prdctica sistemas y estrategias sobre los siguientes temas
especializados: evaluacién del riesgo (2), disefio y mantenimiento del laboratorio (3),
cdmaras de seguridad bioldgica y otros dispositivos de contencion primaria (4),
equipos de proteccion personal (5), gestion de programas de bioseguridad (6),

y preparacién y capacidad de recuperacion ante brotes epidémicos (7).

En un laboratorio tipico, la gestion de los desechos que puedan contener agentes
biolégicos debe incluir los medios de descontaminacién validados que se hayan
determinado en el proceso de evaluacién del riesgo. La descontaminacion se consigue
habitualmente mediante una combinacion de desinfectantes quimicos y autoclave,
complementada en algunos casos con la incineracion. Asi pues, para la bioseguridad en
el laboratorio es fundamental que el personal tenga conocimientos bdsicos sobre limpieza,
desinfeccion y esterilizacion. Los principios generales que se exponen mds adelante se
aplican a todas las clases conocidas de agentes bioldgicos. Es importante asegurarse

de que todos los desinfectantes utilizados —ya sean aplicados a superficies o a liquidos—
estén validados como desinfectantes contra los agentes bioldgicos que se manipulan
habitualmente en el laboratorio y que se utilicen a la temperatura y concentracion
correctas, durante el tiempo de contacto minimo para el que han sido validados. Ademds,
a la hora de elegir el desinfectante apropiado hay que tener en cuenta que algunos
pueden ser inactivados por la materia orgdnica; por ejemplo, la presente en reactivos de
laboratorio como los suplementos nutritivos de los cultivos liquidos.

También es importante que se tengan en cuenta la separacion (por ejemplo, de
materiales limpios y contaminados o de materiales contfaminados y personal) y la
contencion (por ejemplo, la infroduccién segura de los desechos en bolsas y cajas
durante su manipulacion y traslado de la mesa de laboratorio al autoclave). En el
apartado 3.1de la cuarta edicién del Manual (1) se describen detalladamente las BPPM.
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En los laboratorios con gran actividad es importante que haya una zona destinada
a mantener de forma segura durante un breve periodo de tiempo los desechos

que contienen agentes biolégicos antes de proceder a su rdpido procesamiento y
eliminacién. Lo ideal es que esa zona esté separada de la zona de trabajo/analitica
del laboratorio y alejada de las zonas en las que se almacenen o procesen articulos
limpios y estériles. Para mas informacién sobre el disefio de los laboratorios véase la
monografia Disefio y mantenimiento del laboratorio (3).

La informacion genérica sobre descontaminacién y gestién de desechos que se expone
en esta monografia puede utilizarse para elaborar procedimientos normalizados o
mads especificos con los que hacer frente a los agentes bioldgicos patégenos en el
laboratorio. Los requisitos especificos de la descontaminacion dependerdn del tipo

de actividad o procedimiento y de la naturaleza de los agentes biolégicos que se
manejen. Por lo tanto, los laboratorios deben determinar qué estrategias de gestion

de desechos serdn no solo apropiadas segun los resultados de la evaluacion del riesgo,
sino también aplicables a las necesidades y condiciones locales.



7

SECCION

METODOS DE
2  DESCONTAMINACION

Dependiendo del nivel de descontaminacion que haya que alcanzar, se pueden utilizar
procesos como la limpieza, la desinfeccién o la esterilizacion (figura 2.1). La eleccion
del método de descontaminacién, sea quimico o fisico, dependerd de la aplicacién:

la descontaminacion de desechos, superficies, dispositivos médicos o muestras puede
lograrse con procesos como la exposicion al vapor o el tratamiento con productos qui-
micos. Para seleccionar el método de descontaminaciéon mds adecuado hay que tener
en cuenta las ventajas e inconvenientes de cada uno.

Eliminacién o destruccién de todos los

Esterilizacién e .
agentes biolégicos viables y esporas

Eliminacién de agentes

Desinfeccidn e .
biolégicos viables

Reduccién de agentes
biolégicos viables

Limpieza

Figura 2.1 Niveles de descontaminacién

En la tabla 2.1 se muestran los métodos de descontaminacion descritos en esta
monografia para controlar la contaminacion por agentes biolégicos.

En el caso de los métodos quimicos, a la hora de seleccionar el desinfectante que se
utilizard en el proceso de descontaminacién hay que tener en cuenta cuatro factores:
eficacia antimicrobiana, seguridad, impacto medioambiental y compatibilidad

con los materiales de las superficies o los equipos de laboratorio que se vayan a
descontaminar. Todavia no existe, y probablemente nunca exista, un desinfectante
ideal, que deberia poseer las siguientes caracteristicas:

= Tener accidn rdpida y eficiente sobre los agentes biolégicos.
= Tener un amplio dmbito de aplicacion.
= Ser eficaz a la menor concentracién posible.

= Ser activo a cualquier femperatura.
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Tabla 2.1 Métodos fisicos y quimicos de descontaminacién para controlar la contaminaciéon microbiana

CATEGORIAS DE DECONTAMINACION

QUIMICA FiSICA
GASES O VAPORES LiQuIDOS CALOR

Formaldehido Fenoles Autoclave

Peréxido de hidrégeno Peréxidos Incineracién

Diéxido de cloro Hipocloritos Horno de aire caliente
Diéxido de cloro Hervor

Acido peracético
Formaldehido
Glutaraldehido

Compuestos de amonio cuaternario

Alcoholes

= Ser poco téxico.

= No ser inactivado por la materia orgdnica.

= Ser compatible con todos los materiales (por ejemplo, no ser corrosivo).
= Ser estable.

= Ser degradable y respetuoso con el medio ambiente.

La secuencia correcta para que la desinfeccion tenga éxito consiste
en: 1) limpiar para eliminar la suciedad y la materia orgdnica,

2) aplicar el desinfectante y 3) después de un tiempo de contacto
predeterminado, si es necesario, limpiar con agua para eliminar los
residuos quimicos.

En los apartados siguientes se describe una serie de métodos utilizados habitualmente
en el laboratorio para tratar los desechos contaminados (sélidos o liquidos) o eliminar
agentes biologicos de las superficies, los equipos y los materiales que se vayan a
desechar.
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2.1 Limpieza e higiene de las manos

2.1.1 Limpieza

En términos generales, la limpieza consiste en eliminar de un objeto cualquier materia
que no forme parte de él. En el contexto de |la bioseguridad en el laboratorio, la
limpieza tiene dos funciones: 1) eliminar del objeto la suciedad y la materia orgdnica
que inactivaria los desinfectantes quimicos o impediria que entraran en contacto

con los agentes biolégicos que haya en él, y 2) eliminar gran parte de los agentes
bioldgicos, haciendo mds eficaz la reduccion de su nimero a niveles seguros
mediante la posterior desinfeccion quimica.

No se debe confiar en la limpieza como Unico proceso de descontaminacion. La
necesidad de proceder a la limpieza antes de la desinfeccion quimica es subjetiva; si un
objeto parece fisicamente limpio no es necesario limpiarlo. La dificultad surge cuando
hay zonas que no pueden verse, como el interior de tubos opacos u ocultos. En estos
casos hay que evaluar el riesgo para saber si es necesario limpiar antes de desinfectar.

La limpieza puede efectuarse manualmente fregando, a ser posible con agua
caliente, cepillando, aspirando, desempolvando en seco, lavando o pasando un
trapo humedo, preferiblemente con agua tibia. Otro método de limpieza consiste en
utilizar un lavavajillas de laboratorio. La adiciéon de agentes de limpieza (fensioactivos
que reducen la tension superficial, detergentes) aumenta la eficacia. Son agentes de
limpieza habituales la solucién de sosa (3 kg de carbonato de sodio (Na,CO,) por 100
| de agua caliente), la solucién de jabdn (3 kg de jabdn por 100 | de agua caliente) y
los preparados comerciales. La limpieza debe efectuarse de forma que se garantice
la seguridad de quien la realice y se evite la propagacion de la enfermedad o la
dispersion de la contaminacién. Por lo tanto, el personal debe recibir formaciony
utilizar equipo de proteccion personal (EPP) y técnicas y cuidados apropiados.

2.1.2 Higiene de las manos

El uso de guantes adecuados proporciona un alto grado de proteccién, aunque no
completa, y hay que lavarse las manos después de quitdrselos. Ademas, los guantes
pueden agujerearse y, aunque los agujeros sean demasiado pequenos para que el
usuario los note, la contaminacion liquida pasard a través de ellos por accién capilar y
se extenderd por la piel. Incluso con una técnica excelente de retirada de los guantes,
como se describe en la monografia Equipos de proteccion personal (5), las manos
pueden contaminarse al quitdarselos. Si no se han usado guantes, es esencial lavarse
las manos después del trabajo de laboratorio o de manipular animales. Si las manos
se contaminan en el laboratorio con agentes bioldgicos, la contaminacion estara en
la superficie de la piel, por lo que es facil eliminarla lavandoselas o inactivarla con
productos antimicrobianos para las manos.

Hay dos tipos de higiene de las manos en el laboratorio: el lavado con agua y jaboény
la limpieza con alcohol.
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Lavado con aguay jabén

Un lavado de manos breve (unos 20 segundos) pero concienzudo con agua corriente
y jabon eliminard eficazmente la contaminacion adquirida en el laboratorio. En la
figura 2.2 se muestra una técnica para lavarse las manos eficazmente. El uso de
jabones antimicrobianos no fiene ninguna ventaja, ya que el propdsito del lavado

es eliminar los agentes bioldgicos, y no inactivarlos o destruirlos. Las manos deben
lavarse con agua corriente, por lo que debe utilizarse un grifo que mezcle agua
caliente y fria a una temperatura agradable. Son preferibles los grifos de manos
libres (con interruptor de infrarrojos o accionados con el pie, la rodilla o el codo). Si
hay que abriry cerrar el grifo con la mano se utilizard una toalla de papel limpia para
cerrarlo. Las manos se secardn con toallas de papel de un solo uso que se desechardn
correctamente en una papelera dispuesta para ello.

Limpieza con alcohol

Los alcoholes (etanol, propanol o isopropanol) en concentraciones del 60% al 95%
aplicados a las manos, que se frotardn hasta que se sequen, pueden ser eficaces para
eliminar la contaminacién microbiana adquirida durante el trabajo de laboratorio

(8, 9). Véase la técnica correcta en el sitio web de la OMS (70). Los alcoholes no
penetran bien en las proteinas ni en las materias que las contienen, por lo que sélo

se utilizardn cuando las manos estén visiblemente limpias. Los alcoholes no tienen
actividad contra las esporas y son poco activos contra los virus sin envoltura; si es
probable que las manos estén contaminadas con estos agentes bioldgicos se lavardn
en lugar de limpiarlas con alcohol.

2.2 Desinfeccién quimica

Los agentes bioldgicos tienen diferente sensibilidad o resistencia a los productos
quimicos dependiendo de la presencia o ausencia de pared celular, membranas
lipidicas, capas de polisacdridos y peptidoglicano. Por lo general, para inactivar las
esporas se necesitan mayores concentraciones de desinfectantes muy activos que
para inactivar los virus con envoltura. Normalmente, una solucién de hipoclorito de
sodio (NaOCl) que contenga 1000 ppm (partes por millén) de cloro disponible serd
adecuada para la desinfeccion general de superficies, pero se recomiendan soluciones
mads potentes (por ejemplo, 5000 ppm o 10 000 ppm) cuando se trate de una

fuerte contaminacion, de la presencia de materia orgdnica o de agentes bioldgicos
resistentes a los desinfectantes.
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Eche el jabén en una mano

YN\

Moje la otra mano con un grifo de
manos libres

Frétese las palmas de las
manos entre si

Con los dedos entrelazados, frétese
la palma derecha sobre el dorso
izquierdo, y viceversa

Frétese las palmas de las manos
entre si con los dedos entrelazados

\/\

Frétese el dorso de los dedos de
una mano con la palma de la mano
opuesta agarrdndose los dedos

Frétese con un movimiento de rotacién
el pulgar izquierdo atrapdndolo con la
palma de la mano derechaq, y viceversa

Frétese la punta de los dedos de
la mano derecha contra la palma de
la mano izquierda haciendo un
movimiento de rotacién, y viceversa

Acldrese las manos con agua

10 o

/

Cierre el grifo de manos libres

Séquese bien las manos con una
toalla de un solo uso

&

Las manos estdn limpias

Figura 2.2 Higiene de las manos - procedimiento recomendado
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2.2.1 Tipos de desinfectantes

Existen varias clases de desinfectantes quimicos (figura 2.3).

Desinfectantes quimicos

4

7 I !

Compuestos

clorados

 Hipoclorito de
sodio

 Hipoclorito de
calcio

¢ Dicloroiso-
cianurato
de sodio

¢ Cloramina

« Didxido de
cloro

Fenoles Peréxidos Aldehidos Compuestos Alcoholes
« Fenol « Peréxido de » Formaldehido de amonio « Etanol
hidrégeno o Glutaraldehido cuaternario e Propanol o
« Acido isopropanol
peracético

Figura 2.3 Tipos de desinfectantes quimicos

Compuestos clorados

Los hipocloritos son desinfectantes a base de cloro, pero el componente activo es

el oxigeno unido débilmente al cloro, que se libera con facilidad y queda disponible
para oxidar otros compuestos. Estos desinfectantes son soluciones con una variedad
de componentes en equilibrio, pero los compuestos mds activos suelen ser el
hipoclorito de sodio (NaOClI), el ion hipoclorito (CIO-) y el dcido hipocloroso (HOCI). La
capacidad oxidante de las soluciones de hipoclorito se expresa como porcentaje de
cloro disponible, o ppm de cloro disponible, una denominacién histérica errénea, pues
realmente se refiere al oxigeno unido al cloro.

Los hipocloritos son inactivados por la materia orgdnica. Incluso con niveles
aparentemente bajos de contaminacién («condiciones limpiasy), se requieren altas
concentraciones, y la concentracion necesaria aumenta a medida que aumenta la
cantidad de contaminacién por materia orgdnica («condiciones suciasy); véase la
tabla 2.2.

Las soluciones de hipoclorito pueden prepararse a partir de diferentes agentes,
como la lejia liquida, que es barata y facil de conseguir. Sin embargo, puede

haber incertidumbre sobre el contenido de cloro disponible en estas soluciones
porque los hipocloritos liquidos se descomponen durante su almacenamiento a una
velocidad que depende de las condiciones de almacenamiento, principalmente de la
temperatura. Las soluciones de hipoclorito diluidas tienen un tiempo de conservacion
limitado, de aproximadamente un dia, dependiendo de la exposicién al calory a la
luz solar.
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Los granulos o pastillas de hipoclorito de calcio (Ca(ClO),) suelen contener alrededor
de un 70% de cloro disponible. Asi, las soluciones de pastillas o granulos que
contienen, por ejemplo, 1,4 g/I de hipoclorito de calcio, contendrdn alrededor de 1 g/I
(equivalente a 1000 ppm) de cloro disponible.

El dicloroisocianurato de sodio (NaDCC) es un sélido muy estable, incluso a altas
temperaturas, cuando estd almacenado en seco. Contiene un 60% de cloro disponible
y forma un equilibrio que contiene las especies quimicas activas de los hipocloritos. El
NaDCC estd disponible en diversas formas de pastillas que dan una concentracién
especifica de cloro disponible cuando se disuelven en los volimenes de agua
especificados.

Se pueden hacer cdlculos similares con la cloramina, que contiene aproximadamente
un 25% de cloro disponible. Se cree que las cloraminas son mds resistentes a la
inactivacién por la materia orgdnica que otras fuentes de hipoclorito (77).

Los hipocloritos pueden provocar gran corrosion de los metales e irritaciéon de la piel
y las mucosas expuestas. Su evitard su uso en metales, a menos que los fabricantes
declaren que los metales empleados en sus dispositivos son compatibles con la
concentracion de hipoclorito utilizada o que la corrosidon no sea un problema, por
ejemplo, cuando se va a desechar el objeto desinfectado.

Tabla 2.2 Diluciones recomendadas de compuestos que liberan cloro

FUENTE DE HIPOCLORITO | EN CONDICIONES EN CONDICIONES SUCIAS*®
(PORCENTAJE DE CLORO | LIMPIAS® CLORO DISPONIBLE
DISPONIBLE) CLORO DISPONIBLE NECESARIO PARA LA

NECESARIO PARA LA DESINFECCION:
DESINFECCION: 59/l - 0,5% (5000 ppm)
1g/l - 0,1% (1000 ppm)

Solucién de hipoclorito de 20 ml 100 ml
sodio (5% de cloro disponible)

Hipoclorito de calcio (70% de 1.4 g/l 7.0 g/l
cloro disponible)

Polvo de dicloroisocianurato 1,7 g/l 8.5 g/l

Polvo de cloramina (25% de 49/l 20 g/l
cloro disponible)

ppm = partes por millén.
° Bajos niveles de contaminacién.
b Altos niveles de contaminacién.
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La frecuencia con que deben cambiarse las soluciones de trabajo de hipoclorito
depende de su potencia inicial, de la frecuencia y naturaleza de su uso (cantidad de
materia orgdnica presente) y de la temperatura ambiente. Como regla general, las
soluciones que se utilizan varias veces al dia para descontaminar materiales con gran
cantidad de materia orgdnica deben cambiarse al menos diariamente, mientras

que las de uso menos frecuente pueden durar hasta una semana. La idoneidad de
las soluciones de hipoclorito puede comprobarse con papel de almidén-yodo para
demostrar que no se han inactivado. El papel de almidén-yodo identifica el estado y
la potencia relativa del agente oxidante presente en las soluciones.

El hipoclorito es relativamente barato y activo contra la mayoria de las especies,
incluidas las esporas y los priones (12, 13). La concentracion eficaz y el fiempo de
contacto dependen del agente bioldgico que se vaya a descontaminar; las esporas
y los priones necesitan mayores concentraciones. Las soluciones de hipoclorito de
sodio suelen estabilizarse en una solucion alcalina para prolongar su tiempo de
conservacion, y ajustarse a un pH de 7 cuando se van a utilizar (14) contra especies
resistentes, como las esporas de Bacillus anthracis (15).

Otros factores, como la dureza del agua diluyente, la materia inorgdnica (por ejemplo,
sales) o la presencia de algunos detergentes, también pueden comprometer la
eficacia de algunos desinfectantes, como los compuestos de amonio cuaternario.

Dados estos factores, a veces poco controlables, la garantia de la calidad de la
desinfeccién quimica no suele ser alta, y sélo debe utilizarse cuando no puedan
aplicarse mejores medios de descontaminacién, como el autoclave.

Muchos desinfectantes quimicos pueden ser perjudiciales para las personas o el
medio ambiente, y se deben seleccionar, almacenar, manipular, utilizar y eliminar
con cuidado, siguiendo las instrucciones de los fabricantes y los requisitos legales y
reglamentarios locales.

Al considerar el uso de un desinfectante, las caracteristicas de sus principios activos
predecirdn su probable actividad. Si el desinfectante se vende como producto de
marca, el usuario debe averiguar cudles son sus componentes activos, pero a veces
esto puede resultar dificil, ya que un mismo nombre de marca puede aplicarse a
diferentes productos, cada uno con diferentes componentes o diferentes cantidades
de esos componentes. El usuario debe saber exactamente qué estd utilizando

y asegurarse de que serd eficaz para los fines que se hayan determinado en la
evaluacién del riesgo.

Como se indica en el apartado 2.2.2 «<FACTORES QUE AFECTAN A LA EFICACIA DE
LOS DESINFECTANTESY», las soluciones diluidas de hipoclorito tienen un tiempo de
conservacion de aproximadamente un dia, dependiendo de la exposicion al calor
y a la luz solar. El hipoclorito es un oxidante inespecifico, y si hay gran cantidad de
compuestos orgdnicos en la solucién que se vaya a desinfectar serdn necesarias
mayores cantidades de hipoclorito.

El diéxido de cloro (CIO,) tiene un mecanismo microbicida similar al del hipoclorito,
pero es mds eficaz, por lo que se puede utilizar a concentraciones mds bajas, y
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menos corrosivas. Sin embargo, al utilizarse a concentraciones mas bajas tiende a ser
inactivado por la materia orgdnica mads facilmente que las soluciones de hipoclorito.

Las soluciones de didxido de cloro se hacen mezclando dos componentes
inmediatamente antes de su uso. Una vez que los componentes se hayan mezclado
en el laboratorio, la solucién tiene un tiempo de uso limitado, especificado por el
fabricante.

Fenoles

Los fenoles, también llamados compuestos fendlicos, son una clase de compuestos
quimicos consistentes en un grupo hidroxilo (-OH) unido directamente a un

grupo hidrocarburo aromadtico. El mas simple es el fenol (C,H,OH), que actua
especificamente sobre la membrana celular, desnaturaliza las proteinas e inactiva las
enzimas intracitoplasmaticas mediante la formacion de complejos inestables. Estas
interacciones producen el escape de elementos bacterianos o la lisis de la membrana
celular. Los compuestos fendlicos son mds estables que el hipoclorito de sodio, se

ven menos afectados por la presencia de grandes concentraciones de materia
orgdnica en la solucién y son eficaces contra las bacterias en su forma vegetativa, en
particular las Gram-positivas, y los virus con envoltura. En cambio, no son eficaces
contra las esporas ni los virus sin envoltura. Pese a estas ventajas, pueden ser toxicos,
son corrosivos para la piel e irritantes para las vias respiratorias. Debido a estas
importantes limitaciones, su uso ha disminuido en los Ultimos afos, aunque todavia
pueden encontrarse en algunos productos de limpieza y desinfeccién domésticos, a
menudo combinados con amonios cuaternarios y alcoholes.

Los desinfectantes a base de fenol se siguen utilizando como tuberculicidas

para destruir las micobacterias, pues son moléculas lipdfilas que son atrapadas
eficientemente por los numerosos fosfolipidos presentes en la membrana celular de
las micobacterias, que de este modo son eliminadas.

Peréxidos

Los perdxidos son microbicidas muy utilizados por su fuerte actividad oxidante debida
a la presencia de radicales hidroxilo muy reactivos. Desnaturalizan las proteinas y los
lipidos de los agentes bioldgicos, provocando la desorganizacion de la membrana. La
célula del agente biolégico puede hincharse cuando se satura con iones de hidrégeno,
que afraen el agua.

El peréxido de hidrégeno (H,0,) actua como oxidante mediante la produccion

de radicales hidroxilo libres que atacan componentes celulares esenciales, como
los lipidos, las proteinas y el ADN. Tiene una amplia actividad bactericida, viricida

y fungicida, aunque su actividad es variable contra las esporas bacterianas y las
micobacterias. La produccion de catalasa por las bacterias puede aumentar la
tolerancia al peroxido de hidrogeno si se utilizan concentraciones bajas (76). El
peroxido de hidrogeno se considera respetuoso con el medio ambiente porque se
degrada répidamente en productos inocuos (agua y oxigeno), pero es muy irritante
para la piel, los ojos y el aparato respiratorio.
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El acido peracético (C,H,0,) se obtiene mezclando dcido acético con perdxido de
hidrogeno y un catalizador dcido fuerte. Es un desinfectante mads potente que el
peroxido de hidrogeno. Desnaturaliza las proteinas, altera la permeabilidad de la
pared celular y oxida los enlaces sulfhidrilo y sulfuro de las proteinas, las enzimas y
otros metabolitos.

El resultado es una gran actividad esporicida, bactericida, viricida y fungicida a
bajas concentraciones (< 0,3%). El acido peracético también se descompone en
subproductos seguros (dcido acético y oxigeno) y tiene la ventaja afadida de no

ser descompuesto por las peroxidasas, a diferencia del peréxido de hidrégeno, y

de permanecer activo en presencia de carga orgdnica (17). Esta disponible en los
principales proveedores de productos quimicos, por lo que es relativamente barato, y
puede diluirse en el lugar donde se vaya a utilizar, pero, al igual que el peréxido de
hidrogeno, es muy irritante para la piel, los ojos y el aparato respiratorio.

Aldehidos

El formaldehido (CH,0) estd disponible como formalina, una solucion estabilizada
con alrededor de un 37% de formaldehido, o paraformaldehido, polimero sélido

que cuando se calienta reacciona con el aire para formar formaldehido gaseoso. El
formaldehido irrita la piel, los ojos, la nariz y la garganta. Cuando la exposicion es
elevada puede causar algunos tipos de cdancer (18, 19), por lo que algunos paises
estdn pensando en restringir su uso. Cuando se emplea en el laboratorio, el personal
no debe exponerse al formaldehido ni a sus vapores. Sélo debe utilizarse en procesos
especificos que lo requieran, como la fijacién de tejidos, pero no en la desinfeccion en
general. No debe utilizarse para limpiar superficies ni equipos, sino sélo para fumigar
(véase el apartado 2.3 «<DESINFECCION CON GASES»), siempre que el vapor pueda
contenerse completamente, inactivarse adecuadamente y eliminarse de forma segura
después de la fumigaciéon. Debe utilizarse en condiciones controladas, como salas

o armarios sellables, que limiten la exposicion de las personas de acuerdo con los
requisitos nacionales de seguridad y medio ambiente.

El glutaraldehido (C,H,O,) se utiliza normalmente en soluciones que se tamponan
(activan) hasta alcanzar un pH alcalino justo antes de su uso. Las soluciones

son estables antes de la activacion, pero después de ella tienen un tiempo de
conservacion limitado. Las ventajas son su amplio espectro microbicida y su baja
corrosividad. El inconveniente es que es toxico y actia como sensibilizador quimico
(la exposicidn puede provocar reacciones alérgicas). Su uso requiere EPP adecuado
para limitar la posible exposicién a las formas liquida y gaseosa.

Compuestos de amonio cuaternario

Los compuestos de amonio cuaternario y otros similares, como las triaminas, son

una familia variada de moléculas que actuan gracias a que son fensioactivas y

alteran la estructura de los agentes biolégicos; algunas de ellas pueden utilizarse

como desinfectantes. Los compuestos de amonio cuaternario son mds estables que

los hipocloritos, menos irritantes para las vias respiratorias y menos toxicos que los
compuestos fendlicos, pero se ven afectados por altos niveles de materia orgdnicay
todo lo que tenga una gran superficie que pueda captar el desinfectante, como las telas.
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Son activos contra las bacterias en formas no esporuladas y los virus con envoltura
(por su componente lipidico). Son eficaces contra una gama mads reducida de agentes
bioldgicos que los hipocloritos o los compuestos fendlicos, y tienen una eficacia
limitada contra los virus sin envoltura, la mayoria de las especies de micobacterias

y las esporas. En cambio, pueden ser el mejor desinfectante para soluciones que
contengan principalmente virus con envoltura.

No son corrosivos, pero son mds caros que el hipoclorito de sodio. Si se considera

la posibilidad de utilizarlos en el laboratorio, al evaluar los riesgos hay que tener en
cuenta tanto la potencial inactivacién como la gama de agentes bioldgicos contra los
que es de esperar que actuen.

Alcoholes

Los alcoholes utilizados para la desinfeccion en el laboratorio son el etanol
(normalmente desnaturalizado por la adiciéon de alcohol metilico, que lo hace no apto
para el consumo), el propanol (propan-1-ol) y el isopropanol (propan-2-ol). Suelen
utilizarse a una concentracion del 70%, aunque, dependiendo del alcohol empleado,
pueden ser eficaces a concentraciones del 60% al 90% (20). La actividad de los tres
alcoholes es muy similar. Son eficaces contra una amplia gama de bacterias no
esporuladas y virus con envoltura, pero tienen una actividad variable contra los virus
sin envoltura y nula contra las esporas bacterianas. Aunque no son inactivados por

la materia orgdnica, su actividad es poco fiable en presencia de proteinas, a las que
pueden coagular, formando asi una barrera que impide su posterior penetracion en
las capas interiores. Los alcoholes se evaporan rdpidamente, por lo que son prdcticos
para desinfectar superficies, pero esa rdpida evaporacion también reduce el tiempo
de exposicion y, por tanto, la eficacia.

2.2.2 Factores que afectan a la eficacia de los desinfectantes

Hay muchos factores que pueden afectar a la eficacia de la desinfeccién quimica
y deben ser tenidos en cuenta en la evaluacion del riesgo para seleccionar el mejor
proceso de descontaminaciéon. Los mds importantes se muestran en la tabla 2.3.

Otros factores, como la dureza del agua diluyente, la materia inorgdnica (por ejemplo,
sales) o la presencia de algunos detergentes, también pueden comprometer la
eficacia de algunos desinfectantes, como los compuestos de amonio cuaternario.

Dados estos factores, a veces poco controlables, la garantia de la calidad de la
desinfeccion quimica no suele ser alta, y sélo debe utilizarse cuando no puedan
aplicarse mejores medios de descontaminacién, como el autoclave.

Muchos desinfectantes quimicos pueden ser perjudiciales para las personas o el
medio ambiente, y se deben seleccionar, almacenar, manipular, utilizar y eliminar
con cuidado, siguiendo las instrucciones de los fabricantes y los requisitos legales y
reglamentarios locales.
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Al considerar el uso de un desinfectante, las caracteristicas de sus principios activos
predecirdn su probable actividad. Si el desinfectante se vende como producto de
marca, el usuario debe averiguar cudles son sus componentes activos, pero a veces
esto puede resultar dificil, ya que un mismo nombre de marca puede aplicarse a
diferentes productos, cada uno con diferentes componentes o diferentes cantidades
de esos componentes. El usuario debe saber exactamente qué estd utilizando

y asegurarse de que serd eficaz para los fines que se hayan determinado en la
evaluacion del riesgo.

Tabla 2.3 Factores que pueden afectar a la eficacia de la desinfeccién quimica

FACTOR MOTIVO

Concentracién

Como ilustra el caso del hipoclorito de sodio, la cantidad de compuesto activo disponible en un
desinfectante es fundamental: si hay demasiado poco no se consigue la descontaminacién.

Materia
orgdnica

Los desinfectantes reaccionan con la materia orgdnica tanto viva como no viva. La materia
orgdnica presente puede inactivar el desinfectante antes de que se hayan eliminado todos los
agentes bioldgicos viables. La materia orgdnica sélida fambién puede inhibir la penetracién
del desinfectante, de modo que no alcance su diana. A menudo se definen materiales
orgdnicos especificos en los métodos estdndar para indicar situaciones «limpias» (bajo nivel de
contaminacién) y «sucias» (alto nivel de contaminacién).

pH

Muchos agentes quimicos utilizados en la descontaminacidn sélo son activos dentro de un
determinado intervalo de pH, y hay que tener en cuenta la informacién del fabricante para
mantener el desinfectante dentro de ese intervalo.

Tiempo de
contacto

La desinfeccién quimica no es inmediata. Por lo general, cuanto mds tiempo esté el desinfectante en
contacto con los agentes biolégicos contaminantes, mayor serd la descontaminacién microbiana.
Una vez que el desinfectante se seca, sus moléculas ya no pueden migrar hacia sus dianas. La
evaporacion rdpida de un desinfectante aplicado a una superficie puede comprometer la eficacia
de la desinfeccién. Los tiempos de contacto utilizados en condiciones de prueba deben reflejar los
utilizados en la prdctica.

Contacto

El desinfectante no puede ser totalmente eficaz si los objetos que se pretenda desinfectar flotan
en su superficie, si hay burbujas de aire (por ejemplo, en tubos huecos) que impiden el contacto
del desinfectante con su diana o si la aplicacién del desinfectante a una superficie no la cubre
completamente.

Gama de
actividad
microbicida

No todos los desinfectantes descontaminan todos los agentes bioldgicos. Las bacterias en fase
vegetativa, los hongos y sus esporas, los virus con envoltura y los protozoos no enquistados fienden
a ser sensibles a una amplia gama de desinfectantes. Las micobacterias, los virus no envueltos y
los protozoos enquistados son menos sensibles. Las esporas bacterianas son resistentes a algunos
desinfectantes y tienen una sensibilidad variable a otros.

Temperatura En general, a mayor temperatura, mayor eficacia de los desinfectantes, y a menor temperaturg,
menor eficacia. Esto puede ser importante en el laboratorio cuando hay que desinfectar frigorificos
o cdmaras frigorificas, o cuando también se utiliza un tratamiento térmico, como en las lavadoras
desinfectantes empleadas en algunos laboratorios.

Tiempo de Los compuestos quimicos pueden degradarse con el tiempo, lo que reduce la eficacia del producto

conservaciény | descontaminante. La degradacién suele acelerarse cuando el producto se expone al aire o se

estabilidad diluye. Normalmente, las soluciones de hipoclorito de sodio diluidas se vuelven rapidamente

ineficaces y se debe trabajar con diluciones recién preparadas para conseguir el efecto deseado.
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2.3 Desinfeccidén con gases

En situaciones poco frecuentes —sobre todo en laboratorios con medidas de maxima
contencién— la evaluacion del riesgo determina que para descontaminar el espacio,
el mobiliario o los equipos del laboratorio son necesarios desinfectantes gaseosos,
también llamados fumigantes (figura 2.4).

Desinfectantes gaseosos

v v v

Peréxido de hidrégeno Diéxido de cloro Formaldehido

Figura 2.4 Tipos de desinfectantes gaseosos

Los desinfectantes gaseosos pueden ser necesarios en situaciones en las que haya una
contaminacion generalizada en zonas de dificil acceso del laboratorio o en las que
sea necesario sacar los equipos de una zona contaminada o desinfectarlos antes de
proceder a su mantenimiento. Las salas y equipos pueden descontaminarse mediante
fumigacion con formaldehido gaseoso generado calentado paraformaldehido o
hirviendo soluciones de formalina.

La fumigacion es un proceso peligroso que requiere personal especialmente capacitado
y debe ser el ultimo recurso cuando tras la evaluaciéon del riesgo se concluya que la
desinfeccién de superficies es poco prdctica o ineficiente. Lo ideal es que se puedan
sellar las salas que vayan a ser fumigadas, pero, como minimo, antes de que se genere
el formaldehido gaseoso hay que sellar con cinta impermeable a gases todas sus
aberturas (ventanas y puertas). La fumigacion debe realizarse con una temperatura
ambiente de al menos 20 °C y una humedad relativa superior al 70%.

Cualquiera que sea el método de fumigacién, hay que ventilar adecuadamente la zona
fumigada antes de que se permita la entrada del personal. En la mayoria de los casos,
los limites aceptados/medidos de exposicion a los desinfectantes gaseosos en el lugar
de trabajo son bajos. Por consiguiente, en situaciones de emergencia, cualquier persona
que entre en una sala fumigada antes de que se haya ventilado debe llevar un equipo
de proteccién respiratoria adecuado, probado y con el filtro ajustado correctamente.
Para mds informacién sobre los equipos de proteccién respiratoria, véase la monografia
Equipos de proteccion personal (5).

Siempre que sea posible, después de un periodo de aireacion de la sala se utilizard

un monitor manual o fijo calibrado para comprobar los niveles del fumigante antes

de volver a entrar en la sala. Antes de ventilar, las fumigaciones con formaldehido
pueden neutralizarse con amoniaco, generalmente procedente de la sublimacion

de bicarbonato de amonio, aunque esto no garantiza la eliminacién completa del
fumigante ni anula la necesidad de usar equipo de proteccidn respiratoria cuando se
vuelva a entrar en una sala que no esté totalmente aireada; fodavia puede haber en el



DESCONTAMINACION Y GESTION DE DESECHOS

aire sustancias quimicas toxicas residuales. Después de la fumigacion con formaldehido
puede ser necesario limpiar con amoniaco las paredes y el techo de la sala para
neutralizar cualquier resto de paraformaldehido.

También existen sistemas comerciales de fumigacién que utilizan peréxido de hidrégeno
o diéxido de cloro y tienen varias ventajas sobre el formaldehido en términos de
seguridad, profeccién del medio ambiente, posibilidad de controlar el proceso de
fumigacién y rapidez, aunque son mds caros. Hay extensa informacién sobre el uso y la
eficacia de esos sistemas en la literatura cientifica.

2.3.1 Descontaminacién de CSB con gases

La descontaminacion de las CSB con gases puede ser necesaria en ocasiones, como
cuando hay que proceder a su mantenimiento (27). Esas ocasiones se especificardn
en las evaluaciones del riesgo, y no se procederd a la descontaminacion con gases
de forma regular. Para descontaminar las CSB existen equipos que generan y hacen
circular de forma independiente formaldehido gaseoso o vapores de peroxido

de hidrégeno. Estos procedimientos sélo deben ser llevados a cabo por personal
debidamente capacitado. No se utilizard la descontaminacién con gases en CSB cuyo
aire vuelva a circular en el laboratorio. La descontaminacion mas habitual de las CSB
se hard limpiando las superficies con desinfectantes de superficie validados.

2.4 Desinfeccion por calor

El calor es el método fisico mds utilizado en la descontaminacion de agentes
biologicos. Se puede utilizar calor seco o himedo (figura 2.5). El contacto de los
agentes bioldgicos con el agua es esencial para la esterilizacion por vapor; es decir,
el vapor debe llegar a todas las superficies o materiales que haya que esterilizar

o desinfectar. La mayor eficacia del calor htmedo se consigue con el autoclave,
aunque para articulos y cargas pequenas también se pueden utilizar ollas de
presion. El fratamiento de objetos ya limpios en un autoclave bien mantenido, con
un ciclo programable validado y puertas interconectadas es el método de referencia
para desinfectar desechos sélidos. El hervor no elimina necesariamente todos los
agentes bioldgicos, pero puede utilizarse como proceso minimo de desinfeccion

Calor

v 4

Calor seco Calor humedo
e Incineracién « Autoclave
« Horno de aire caliente e Hervor

Figura 2.5 Métodos de desinfeccién por calor
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cuando no sean aplicables o no estén disponibles otros métodos (desinfeccion o
descontaminacién quimica y autoclave).

La esterilizacion también se puede lograr con calor seco, pero se necesitan
temperaturas mucho mds altas y periodos mds largos. Por ejemplo, el calor seco
en un horno de aire caliente no produce ninguna corrosién y puede utilizarse para
procesar muchos objetos que resistan temperaturas de 160 °C o mds durante 2-4
horas. La quema o incineracion (véase el apartado 2.4.2 «INCINERACION») es otra
forma de calor seco.

2.4.1 Autoclave

El vapor saturado a presion (autoclave) es el medio mas eficaz y fiable para
descontaminar o esterilizar materiales y desechos de laboratorio porque, una vez
colocados en el autoclave, los objetos tratados no se pueden retirar hasta que el
sistema haya completado el ciclo y la presiéon y la temperatura dentro de la cdmara
hayan vuelto a niveles seguros.

Los autoclaves tienen que ser capaces de procesar una amplia gama de materiales

y diferentes tipos de cargas (por ejemplo, cargas porosas, liquidos, materiales
envueltos) que generalmente requieren diferentes ciclos de funcionamiento. Hay ciclos
diferentes para materiales sélidos y liquidos. En el proceso de evaluacion del riesgo, el
autoclave se seleccionard en funcién de criterios definidos por el usuario, tales como
el uso previsto y el tipo y la cantidad de desechos.

Para que la descontaminacion por vapor sea eficaz es imprescindible que se

elimine todo el aire atrapado en el interior del material que se vaya a tratary que se
proporcionen el tiempo suficiente para la descontaminacion y los medios adecuados
para la penetracion del vapor. Si se cumplen estas condiciones, el autoclave es un
medio de descontaminacion muy fiable. El aire se puede eliminar de forma pasiva o
activa.

Pasiva: El vapor se produce en el interior del autoclave, en el fondo de la cdmara, o
entra por la parte superior de esta, forzando la salida del aire. Este método es el mas
sencillo y barato, pero sélo es adecuado para cargas en las que la eliminacién del
aire no se vea impedida por telas u objetos de vidrio.

Activa: La cdmara es sometida a sucesivos cambios de presién para extraer el aire
que contiene. Este método es necesario con cargas como telas, objetos de vidrio y
otros equipos en los que el aire atrapado no pueda eliminarse de forma fiable con
meétodos pasivos. Cuanto mds dificil sea eliminar el aire, mds pulsos serdn necesarios.
Este método es el preferido para descontaminar desechos de laboratorio.

En la tabla 2.4 se describen los distintos tipos de autoclave.
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Ciclos de autoclave

Para descontaminar agentes bioldgicos, el autoclave depende de dos factores
(tfiempo y temperatura/presion) que pueden ser manipulados en diferentes ciclos para
esterilizar diferentes tipos de carga, como bolsas, jaulas y camas de animales, y ofros
materiales. Los requisitos del ciclo pueden variar sustancialmente dependiendo del
tipo de carga.

Como principio general, los materiales deben estar sueltos en la cdmara para facilitar
la penetracién del vapor y la eliminacién del aire. Las bolsas o envases deben estar
suficientemente abiertos para que el vapor llegue a su contenido. Para validar el
proceso de autoclave y garantizar la descontaminacion efectiva de los agentes
bioldgicos se utilizan indicadores bioldgicos o quimicos (véase el apartado 2.6

«INDICADORES BIOLOGICOS Y QUIMICOS»).

Tabla 2.4 Tipos de autoclave

TIPO DE AUTOCLAVE

De desplazamiento por
gravedad

CARACTERISTICAS

Tienen en el fondo de la cdmara un elemento calefactor que estd total o parcialmente
sumergido en agua. A medida que se calienta, el agua se va evaporando y el vapor
comprime el aire de la cdmara. Como el vapor es mas ligero que el aire, a medida que la
cdmara se llena de vapor la mayor parte del aire es empujada hacia el fondo y se escapa a
través de un orificio conectado a un diafragma termosensible que se cierra una vez que se
ha calentado lo suficiente. Cerrado el diafragma, aumenta la presidn dentro de la cdmara.

De desplazamiento por
presion positiva

El vapor se crea en una unidad interna separada, llamada generador de vapor. Una vez
que se produce la cantidad de vapor necesaria para desplazar el aire de la cdmara se
abre una vdlvula y entra en la cdmara una rdfaga de vapor a presidn. Con este sistema
se consigue eliminar un mayor porcentaje de aire de la cdmara que con los autoclaves de
desplazamiento por gravedad, por lo que se acorta el ciclo.

De olla a presion
calentados por
combustible

De desplazamiento
ascendente
(olla a presién)

Sélo deben utilizarse si no se dispone de un autoclave de desplazamiento por gravedad

o asistido por vacio. Se cargan por la parte superior y se calientan con electricidad, gas

u otro tipo de energia. El vapor se genera calentando agua en la base del recipiente y el
aire se desplaza hacia arriba a través de un respiradero. Cuando se ha eliminado todo el
aire, se cierra la vdalvula del respiradero y se reduce el calor. La presién y la temperatura
aumentan hasta que la valvula de seguridad se activa a un nivel preestablecido, y ahi
comienza el tiempo de espera. Al final del ciclo se apaga la fuente de calor y se deja que la
temperatura descienda a 80 °C o menos antes de abrir la tapa.

De prevacio

De desplazamiento por
presién negativa o por
vacio

Tienen un generador interno de vapor independiente y una bomba de vacio. Después de
cerrar la cdmara, la bomba de vacio elimina todo el aire que habia dentro y se inyecta
vapor. Estos autoclaves proporcionan uno de los mayores niveles de esterilizacién siempre
que se elimine el aire y que el vapor entre en todas las partes de la carga, incluidos los
objetos huecos y metidos en bolsas. Las bolsas deben tener en un extremo una abertura que
no esté bien atada para permitir la eliminacién del aire y la entrada del vapor. El aire se
elimina a través de una vdlvula que, dependiendo de la evaluacién del riesgo, puede estar
equipada con un filtro HEPA.

HEPA = filtro de particulas aéreas de gran eficiencia
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Después de una evaluacion exhaustiva del riesgo y de la validacion, los siguientes
ciclos suelen lograr la esterilizacion en autoclaves cargados correctamente:

= 3 minutos a 134 °C.
= 10 minutos a 126 °C.
= 15 min a 121 °C.
= 25 min a 115 °C.

Precauciones de seguridad

Cuando se utilizan autoclaves de vapor hay que tomar las siguientes precauciones
generales de seguridad:

= Que su funcionamiento y mantenimiento esté a cargo de personal capacitado y
competente.

Que haya instrucciones de funcionamiento del autoclave y estén definidos los
programas de esterilizacion por drea de aplicacion (por ejemplo, sélidos o liquidos)
y las condiciones de los pardmetros que deben mantenerse (temperatura, presién,
tiempo).

Que haya un plan de carga con informacién sobre el contenido, numero, volumen y
masa de los objetos o materiales que se vayan a esterilizar.

Que haya un programa de mantenimiento con inspecciones visuales periddicas de
la cdmara, las juntas de las puertas, los indicadores y los controles, realizadas por
personal cualificado.

Que haya un proceso de verificacion regular que garantice que el autoclave
funciona tal como fue disefado, lo que incluye el uso regular de indicadores

biologicos y, para autoclaves de prevacio, pruebas de Bowie-Dick y fuga de

vacio que confirmen la correcta eliminacion del aire (véase el apartado 2.6.2
«INDICADORES QUIMICOS»).

Que se utilice una fuente de vapor fiable que proporcione un vapor limpio y
suficientemente saturado para que los materiales queden esterilizados, y libre de
productos quimicos que puedan alterar el funcionamiento del autoclave o danar las
tuberias o la cdmara.

Que los materiales introducidos en el autoclave estén en envases que permitan que
el aire se elimine facilmente y el vapor penetre bien.

Que la carga de la cdmara esté suelta para que el vapor pueda penetrar
uniformemente.
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= Que nunca se traten en el autoclave productos quimicos peligrosos (por ejemplo,
lejia, mercurio o material radiactivo).

= Que los operadores usen EPP apropiado, en particular guantes que proporcionen
proteccion térmica, ropa protectora y proteccion ocular y facial cuando abran la
puerta del autoclave, incluso cuando la temperatura haya bajado a niveles que se
consideren seguros para abrirla.

= Que se compruebe que las vdlvulas de los respiraderos y los drenajes no se
obstruyan con papeles, pldsticos u otros materiales presentes en los desechos o
materiales que se quieran descontaminar.

2.4.2 Incineracidén

La incineracion es util para eliminar caddveres de animales, desechos anatémicos

y otros desechos de laboratorio, con o sin descontaminacion previa. La incineracion
de materiales infecciosos sélo es una alternativa al autoclave si el fransporte de los
desechos a la incineradora se realiza de manera controlada por personal capacitado
en envases adecuados y si se dispone de un PON sobre como cargar los envases. Hay
incineradoras portatiles para emergencias e instalaciones temporales. Se respetard
toda la legislaciéon nacional y medioambiental sobre incineracion.

Una incineracién eficaz requiere un medio eficiente de control de la temperatura

y una forma de garantizar la total combustion de todos los materiales inflamables.
Muchas incineradoras y otros métodos para quemar desechos, especialmente los
que solo fienen una cdmara de combustion, pueden no ser adecuadas para tratar
materiales infecciosos, caddveres de animales y pldsticos. Es posible que estos
materiales no se destruyan por completo y las emisiones de la chimenea contaminen
la atmdsfera con agentes bioldgicos, productos quimicos toxicos y humos (22). En el
caso de las incineradoras con cdmaras secundarias, la temperatura debe ser, como
minimo, de 800 °C en la cdmara primaria y 1000 °C en la secundaria.

Aunque ya hayan sido descontaminados, los materiales destinados a la incineracion
se transportardn a la incineradora en envases a prueba de fugas. El personal de la
incineradora debe recibir instrucciones adecuadas sobre la carga, la manipulacién de
los materiales y el control de la temperatura. También hay que tener en cuenta que

el funcionamiento eficiente de las incineradoras depende en gran medida del tipo de
materiales (por ejemplo, materia orgdnica, pldstico y papel o cartén) de los desechos
incinerados. Si los desechos se transportan en envases reutilizables, también hay que
tener en cuenta la descontaminacién de estos.

Los efectos negativos que las incineradoras puedan tener sobre el medio ambiente
son motivo de preocupacién constante, y se siguen realizando esfuerzos para que
sean mds respetuosas con el medio ambiente y mds eficientes energéticamente.
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Fosas de combustién y hornos

Las fosas de combustién son una forma tradicional de quemar a cielo abierto en

una depresién poco profunda sellada con arcilla, cemento u hormigédn; los articulos
incinerados se queman completamente hasta convertirlos en cenizas. Los hornos
funcionan de forma similar y pueden ser un medio eficaz para quemar diversos tipos
de desechos. Estos métodos pueden exponer a los operarios de las fosas a productos
de combustion nocivos y a temperaturas extremadamente altas.

Eliminacion de los productos de la incineracién (cenizas)

En el proceso de incineraciéon se pueden concentrar sustancias quimicas
potencialmente peligrosas (por ejemplo, metales téxicos y fosfatos de los cadaveres), y
las cenizas de la incineracion deben eliminarse de acuerdo con la normativa nacional
o local. Los desechos pasados por autoclave pueden eliminarse en vertederos
autorizados o incinerdndolos fuera de las instalaciones.

2.5 Esterilizacion

La esterilizacién se utiliza cuando es necesario eliminar completamente cualquier
agente bioldgico, incluidas las esporas y los priones; por ejemplo, en el caso de los
articulos y desechos médicos, si la evaluacion del riesgo indica que son necesarios
procedimientos de descontaminacion muy estrictos.

La esterilizacion puede lograrse con varios métodos de descontaminacion, como el
autoclave, ciertos desinfectantes quimicos y gaseosos acompafados de un PON estricto,
o la irradiacién. Para garantizar la descontaminaciéon mds eficaz, tan importante es el
meétodo seleccionado como la validacién y el cumplimiento del PON. Para comprobar
la eficacia del proceso de esterilizacion se utilizan indicadores bioldgicos (tabla 2.5).

2.6 Indicadores biolégicos y quimicos

Los indicadores se utilizan de forma habitual para comprobar o controlar la eficacia
de los procesos de descontaminacion (limpieza, desinfeccidn o esterilizacion), y
pueden ser quimicos o bioldgicos, y a veces mecdnicos/fisicos.

2.6.1 Indicadores biolégicos

Los indicadores biologicos consisten en una poblacién estandarizada de
microorganismos que tienen una resistencia definida a un determinado proceso de
esterilizacién (tabla 2.5). Como organismos de prueba se utilizan frecuentemente
endosporas bacterianas no patégenas, ya que son muy resistentes a los procesos de
esterilizacién y fdciles de detectar cuando se cultivan. Si no son descontaminadas por
el proceso de esterilizacion, las esporas germinardn, crecerdn y acabardn liberando
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dcido dipicolinico, detectable por un colorante indicador de pH presente en el medio
de cultivo. Con periodos de incubacion mas largos, la turbidez del medio también
indicara el crecimiento bacteriano. Distintas especies formadoras de endosporas
presentardn diferentes patrones de resistencia a los procesos habituales de
esterilizacién. Geobacillus stearothermophilus se utiliza para comprobar la eficacia de
la fumigacion o el autoclave, mientras que para verificar la eficacia del calor seco o la
irradiacién se prefieren B. subtilis, B. atrophaeusy B. pumilus (tabla 2.5).

Tabla 2.5 Procesos de esterilizacién e indicadores biolégicos adecuados

PROCESO DE ESTERILIZACION INDICADOR BIOLOGICO

Formaldehido Geobacillus stearothermophilus
Perdxido de hidrégeno G. stearothermophilus

Calor himedo G. stearothermophilus

Calor seco Bacillus atrophaeus, B. subtilis
Radiacién ionizante B. pumilus

2.6.2 Indicadores quimicos

Los indicadores quimicos son muy utilizados porque dan resultados instantdneos.
Comprueban pardmetros directos especificos que son esenciales para la desinfeccion
o esterilizacién, tales como la verificacién de que se ha utilizado la concentracion
minima del desinfectante o se han alcanzado determinadas condiciones en el
autoclave. Los indicadores quimicos también comprueban variables indirectas que
son importantes para la eficacia del proceso; por ejemplo, la prueba de Bowie-Dick
confirma la correcta eliminacién del aire en autoclaves de prevacio.

Hay seis clases de indicadores quimicos (tabla 2.6). Dependiendo de los pardmetros
que haya que comprobar (por ejemplo, la exposicion, la eficacia del autoclave, los
envases o el ciclo), pueden seleccionarse uno o varios indicadores para obtener
informacion sobre el proceso de descontaminacion.
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Tabla 2.6 Las seis clases de indicadores quimicos para los procesos de descontaminacién

- TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 TIPO 4 TIPO 5 TIPO 6
Tipo de De proceso «Especialesy, De una variable | De multiples Integradores | Emuladores
indicator para uso variables
en pruebas
especificas
Qué indica Exposicién Ejecucidon de Cambios enla |Cambios enla |Cambios en Especificos
del objeto un proceso exposicién a exposicién a un | la exposicién | para ciclos de
que se vaya especifico un pardmetro, |minimo de dos |a todos los esterilizacion
a esterilizar a vinculado al como la pardmetros, pardmetros concretos
las condiciones |proceso de temperatura, como el criticosdeun || 4 respuesta
minimas del esterilizacion, el tiempo o la tiempoy la determinado | 4e estos
proceso: como la concentracién |temperatura en | proceso indicadores de
diferencian eliminacién de un biocida la esterilizacion tipo seis no se
los objetos del aire de un por vapor o correlaciona
expuestos de esterilizador el tiempoy la necesariamente
los no expuestos | de vapor de concentracién con indicadores
prevacio enla biolégicos
esterilizacion
por 6xido de
etileno
Uso Control de la Eficacia del Control de los | Control de los | Control de los | Control de los
exposicion esterilizador envases envases envases envases
Control de la Supervisién
exposicion del ciclo
Ejemplo Cinta de Prueba de Tubo con pellet | Tiras de
autoclave Bowie-Dick, quimico que papel con
por ejemplo, se funde a una | un indicador
prueba Dart® | determinada quimico

diaria de
extracciéon de
aire

temperatura

Existen indicadores especificos para controlar las variaciones de presion y la exposicion
a desinfectantes quimicos (formaldehido, perdxido de hidrégeno y didxido de cloro)
o al calor (vapory calor seco).
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SECCION

GESTION Y
DESCONTAMINACION
DE DESECHOS

3.1 Consideraciones sobre la gestiéon de desechos

Durante las actividades de laboratorio se generan diferentes materiales y liquidos
contaminados (tabla 3.1). Algunos de esos materiales, como objetos de vidrio,
equipos, dispositivos o ropa de laboratorio, pueden reutilizarse o reciclarse, pero
gran parte de ellos se eliminardn como desechos. El principio fundamental es que
todos los materiales o liquidos contaminados que salgan del laboratorio deben ser
tratados in situ para permitir su posterior manipulacion sin riesgos, o ser embalados
y tfransportados de forma segura a otro lugar de fratamiento. La descontaminacion
puede hacerse con medios quimicos, autoclave o incineracion, pero tanto el método
como el protocolo deben basarse en una evaluacién del riesgo y estar debidamente
validados.

La descontaminacién y la eliminacion final estdn estrechamente relacionadas. Los
procedimientos de descontaminacién y la gestion de los desechos forman parte de
la evaluacion del riesgo. En la monografia Evaluacion del riesgo (2) se proporciona
informacion mads detallada y las plantillas pertinentes.

Tabla 3.1 Ejemplos de desechos generados en los laboratorios

OBJETOS DESECHOS DESECHOS DESECHOS NO
PUNZOCORTANTES| CONTAMINADOS QUIMICOS PELIGROSOS O
GENERALES

Agujas, vidrios Sangre y liquidos Fijadores; Embalajes, papelesy
rotos, placas de corporales, formaldehido, envases de pldstico
Petri, portaobjetosy | cultivos, tejidos, xileno, tolueno, no contaminados
cubreobijetos, pipetas | caddveres de metanol, cloruro
rotas, jeringas, animales infectados, | de metilenoy
bisturies tubos y envases otros disolventes;

contaminados con termémetros de

sangre o liquidos laboratorio rotos

corporales, efluentes
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Al realizar una evaluacion del riesgo en relacion con la gestion de desechos es
necesario tener en cuenta los siguientes aspectos:

= Instalaciones y métodos de descontaminacion disponibles.
= Tipo y volumen de los desechos (objetos, materiales, liquidos).
= Método de descontaminacién.

= Categorias de separacion (no contaminados, contaminados, objetos punzocortantes,
vidrio).

= Embalagje, etiquetado y transporte.

= Presencia de material radiactivo.

= Presencia de productos quimicos.

= Requisitos de reciclaje y reutilizacion.

Todo el personal que manipule materiales contaminados debe recibir una formacion
especial y utilizar EPP adecuado.

3.1.1 Desechos contaminados tratados in situ: separaciény
almacenamiento

Los materiales contaminados y descontaminados, incluidos los desechos, deben
distinguirse claramente, etiquetarse con sistemas de codificacion por colores o con el
simbolo de peligro bioldgico, y almacenarse o eliminarse por separado unos de otros.

Para la separacion y almacenamiento hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:

= Naturaleza de los desechos, por ejemplo, liquidos, sélidos, desechos generales,
infecciosos o quimicos, objetos punzocortantes (contaminados o no) y perecederos.

= Volumen de los desechos que se vayan a procesar.

= Lugar donde se realiza la descontaminacion de los desechos (por ejemplo, en el
propio laboratorio, en el mismo centro o fuera de él).

= Necesidad de almacenar los desechos antes del proceso de descontaminacion.
= Clase y tipo de embalaje para almacenar los desechos (por ejemplo, bolsas, cajas,

latas, cubos; a prueba de liquidos, a prueba de pinchazos, resistentes al calor,
resistentes a los productos quimicos, herméticos).
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= Uso de un sistema de identificaciéon coherente:
- Cdédigos de colores para las distintas categorias de desechos.
- Etiquetas informativas inequivocas.

- Simbolos de peligro adecuados (por ejemplo, peligro bioldgico, radiactivo,
inflamable).

= Restricciones para el traslado del material dentro del centro y para su transporte
fuera del mismo.

= Acceso a una zona restringida de almacenamiento antes del fransporte fuera del
centro.

= Duracién y condiciones de almacenamiento (por ejemplo, a corto o largo plazo,
control de la temperatura y requisitos de ventilacion).

= Posibilidades de limpieza y desinfeccion regular de la zona de almacenamiento.

Las bolsas de basuras biopeligrosas que salgan del laboratorio deben transportarse
y almacenarse de forma segura, utilizando un envase secundario, un carro o
cualquier otro medio que evite la contaminacion del suelo y las paredes del lugar

de almacenamiento. Los métodos de embalaje adecuados garantizan la seguridad
de todo el personal, desde el personal del laboratorio hasta el del lugar de
descontaminacion, aunque se produzcan danos durante el transporte. Por ejemplo,
los objetos punzocortantes deben recogerse en envases impermeables, a prueba de
pinchazos y que sean dificiles de abrir una vez cerrados. Es esencial disponer de un
botiquin de primeros auxilios al que se pueda acceder facilmente. Dependiendo de la
temperatura y del tiempo de almacenamiento de los desechos, puede ser necesario
enfriarlos antes de tratarlos o eliminarlos.

Tras el proceso de descontaminacion, debe quedar claramente visible para todo

el personal que manipule los desechos que los objetos (por ejemplo, cubos, bolsas,
envases) descontaminados ya no representan un riesgo de infeccién. Por ejemplo,

el simbolo de peligro bioldgico debe estar tachado, eliminado u oculto (las bolsas
que hayan pasado por el autoclave pueden introducirse en una segunda bolsa

no transparente). Los desechos descontaminados suelen considerarse desechos
municipales y se transportan y eliminan como tales, pero los objetos punzocortantes y
otros desechos especiales (quimicos, radiactivos) deben eliminarse como tales en los
correspondientes envases.

3.1.2 Manipulacién y transporte de desechos contaminados tratados
fuera del centro

Muchos laboratorios no pueden descontaminar los desechos infecciosos que
producen, por lo que estos deben ser recogidos y transportados a instalaciones
externas para su fratamiento y eliminacién final. El fratamiento externo también
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puede ser necesario cuando se acumulan cantidades inusuales de desechos
contaminados (por ejemplo, después de una averia técnica importante de los
sistemas de descontaminacion in situ o de un brote de enfermedad) o cuando se
descubre una fuente inesperada de contaminacion y es necesario descontaminar el
material antes de su eliminacién final.

Lo ideal es que los desechos se embalen en envases certificados por las Naciones
Unidas y sean transportados por un contratista autorizado. Como parte del proceso
de evaluacién del riesgo, se comprobard que el contratista cumple la normativa y las
directrices vigentes. Quienes transporten desechos contaminados deben disponer de
la siguiente informacion:

= Clases y tipos de desechos.

Productor de los desechos (por ejemplo, la institucién o laboratorio).

= Fecha de recogida.

= Destino.

= Nombre y permiso del conductor.

= Numero de envases y volumen estimado.

= Recibo de carga emitido por una persona autorizada en la zona de recogida.

Cuando vayan a descontaminarse fuera del centro, los desechos deben envasarse,
etiquetarse y tfransportarse de acuerdo con la normativa nacional e internacional.
Véanse en el apartado 3.1.4 «CONSIDERACIONES LEGISLATIVAS, REGLAMENTARIAS Y
NORMATIVAS» orientaciones adicionales sobre las regulaciones aplicables. Los envases
que contengan desechos sdélidos deben resistir caidas de una altura minima de un
metro sin romperse. Lo ideal es que los liquidos se guarden en envases pequenos
(de hasta 10 |) porque asi se reduce el volumen esparcido en caso de fuga, y porque
los envases pequenos son mucho mds fdciles de manejar. Deben utilizarse envases
secundarios de retencién de liquidos (bandejas, tanques o bidones grandes). El
vehiculo debe estar equipado para transportar los desechos en envases cerrados

o cubiertos que estén bien sujetos. Los conductores serdn instruidos sobre el
procedimiento a seguir en caso de accidente o incidente durante el transporte en la
via publica. En el vehiculo debe haber un kit para derrames que contenga materiales
absorbentes, un desinfectante eficaz, guantes reutilizables de gran resistencia,
mascarilla, delantal, gafas y envases de eliminacién de desechos a prueba de fugas.

3.1.3 Documentacion para la gestién de desechos

Para garantizar un buen control de la gestion de los desechos es importante llevar un
registro claro de los desechos almacenados, sus métodos de tratamiento y las fechas
de eliminacién. Debe reunirse la siguiente documentacion:
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= Lista del personal autorizado a manipular los desechos y registros de su formacion.

= PON sobre la manipulacién de los desechos (incluidos el transporte interno, el
almacenamiento a corto plazo y la descontaminacion).

= Registros de validacién de la descontaminacién.
= Registros de transporte externo y eliminacion final.

= Base de datos (en papel o electrénica) de las hojas de datos de seguridad de los
materiales pertinentes.

= Planes de contingencia, en particular sobre los procedimientos de emergencia para
gestionar derrames.

En caso de emergencia hay que disponer de la siguiente informacién:

= ;QUE se elimina (por ejemplo, puntas de pipetas, frascos, productos quimicos,
animales)?

= ;QUE necesidades especiales hay que tener en cuenta?

= ;DONDE y COMO se almacenan los distintos desechos (por ejemplo, a temperatura
ambiente)?

= ;QUIEN elimina los desechos y quién forma al personal?

= ;CUANDO se imparte la formacién (por ejemplo, con qué frecuencia: continua, a
peticion propia)?

= ;Quién es el responsable en caso de emergencia?

En la descontaminacién de los desechos fuera del centro se utilizan los mismos
meétodos quimicos y fisicos descritos en al apartado anterior. El rigor de las
condiciones debe basarse en la evaluacion del riesgo, pero el objetivo final es la
descontaminacion, no estrictamente la esterilizacion. Se utilizan métodos diferentes
para desechos liquidos y sélidos (véanse los apartados 3.2 «kDESCONTAMINACION DE
DESECHOS LIQUIDOS» y 3.3 «DESCONTAMINACION DE DESECHOS SC)LIDOS»).

3.1.4 Consideraciones legislativas, reglamentarias y normativas

La descontaminacién de los desechos bioldgicos peligrosos que contienen agentes
bioldgicos patdégenos generados dentro de un laboratorio puede hacerse en el mismo
laboratorio (por ejemplo, fratamiento de cultivos bacterianos con lejia o autoclave),
en un drea de descontaminacién designada para ello fuera del laboratorio (por
ejemplo, que las instalaciones del centro dispongan de una zona de autoclave
centralizada) o fuera del centro mediante un servicio de gestién o eliminacion de
desechos bioldgicos peligrosos (por ejemplo, incineracion o esterilizacion por vapor)
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prestado por fterceros. Es responsabilidad de la persona o del laboratorio que
produce los desechos asegurarse de que se descontaminan de forma segura y eficaz
antes de que sean liberados o retirados del laboratorio, o de que se transportan de
forma segura para su descontaminacion fuera del centro.

Los desechos bioldgicos peligrosos y la sangre y los liquidos corporales humanos ya
no se consideran biolégicamente peligrosos una vez que se han descontaminado
eficazmente. Sin embargo, pueden seguir considerdndose peligrosos si contienen
otros peligros que no sean los agentes bioldgicos, como productos quimicos,

objetos punzocortantes o material radiactivo. Hay normas internacionales (por
ejemplo, la norma ISO 23907-1 sobre proteccidn contra lesiones causadas por
objetos punzocortantes) que se aplican a los desechos punzocortantes y que deben
reflejarse en el programa de gestidon de desechos (por ejemplo, los procedimientos
de separacion de los distintos materiales). Ademds, aunque los desechos anatémicos
humanos que se han descontaminado eficazmente ya no constituyen un peligro
biologico, las normas y prdcticas socioculturales, religiosas y estéticas suelen influir en
la regulacion de su eliminacion.

Las autoridades y organizaciones internacionales, nacionales, provinciales o
municipales pueden especificar ofras consideraciones o requisitos sobre la gestion

y el tratamiento de los desechos que hay que consultar al establecer y aplicar

un programa de gestion de desechos (23, 24). Las leyes, reglamentos, politicas

y directrices que rigen la descontaminacion y eliminacién de desechos en una
determinada jurisdiccion pueden reflejar diferencias regionales y variaciones en

la capacidad y las condiciones socioecondmicas locales. También puede haber
directrices y manuales, codigos de conducta profesional y asesoramiento compartido
entfre personal experimentado a través de organizaciones o instituciones profesionales
que complementen los requisitos obligatorios.

Las caracteristicas de un programa de gestién de desechos basado en los requisitos
nacionales e internacionales pueden incluir:

= La definicion de desecho bioldgico peligroso.
= Las categorias o tipos de desechos.

= Las obligaciones legales de quienes producen desechos bioldgicos peligrosos con
respecto a su manipulacién y eliminacion seguras.

= Los requisitos de registro y notificacion.

* La necesidad de autorizacién (por ejemplo, permisos o licencias) para los sistemas
de tratamiento y manipulacion de desechos.
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Consideraciones internacionales

La segunda edicion de la publicacion de la OMS Safe management of wastes
from health-care activities: a practical guide (25) contiene recomendaciones sobre
la manipulacion de desechos peligrosos que pueden ser tenidas en cuenta en los
programas de gestion de desechos.

También existen normas internacionales para determinados métodos de
descontaminacién de desechos. Por ejemplo, aunque no existen normas microbianas
para las emisiones de las chimeneas (gases de combustion) de las incineradoras,
estas deben cumplir los requisitos internacionales relativos al medio ambiente, como
los del Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Orgdnicos Persistentes (26).
Hay estrictas normas intfernacionales, y a veces nacionales, sobre la eficiencia de los
procesos de destruccion y eliminacion y las concentraciones de sustancias que pueden
liberarse a la atmdsfera, y debe demostrarse que las incineradoras utilizadas para
desechos peligrosos las cumplen. Si se utilizan servicios de gestion o eliminacién

de desechos bioldgicos peligrosos prestados por terceros, el laboratorio que genera
los desechos y contfrata su eliminacién puede pedirles que demuestren que sus
procesos cumplen las regulaciones internacionales.

Consideraciones nacionales

Ademds de los requisitos internacionales, los programas de gestion de desechos

han tener en cuenta las leyes, reglamentos, politicas y directrices locales aplicables.
En algunos paises las jurisdicciones locales tienen requisitos especificos para el
almacenamiento de desechos peligrosos con el fin de evitar que la comunidad esté
expuesta a ellos. Por ejemplo, para evitar el acceso de carrofieros y plagas, las
autoridades locales pueden exigir que los envases de desechos bioldgicos peligrosos
se almacenen en lugar seguro hasta que se transporten para su eliminacion fuera del
centro.

Las reglamentaciones sobre desechos bioldgicos peligrosos pueden variar mucho
de una regidn a otra. Asi, en algunos paises puede que no esté permitida la entrada
de desechos biologicos peligrosos en el sistema general de eliminacion de desechos,
ni siquiera cuando hayan sido descontaminados de forma exhaustiva y eficaz

(por ejemplo, mediante desinfeccidén o autoclave). En estos casos es posible que

los desechos tengan que someterse a un proceso de descontfaminacién que trate

los peligros restantes que puedan contener, como productos quimicos, material
radiactivo, objetos punzocortantes o desechos anatémicos.

También es importante que se respeten las directrices locales, que reflejan diferencias
regionales y variaciones en la capacidad y las condiciones socioecondémicas locales.
Por ejemplo, es importante que los programas de gestion de desechos tengan en
cuenta si el clima local justifica procedimientos adicionales para almacenar desechos
(por ejemplo, almacenarlos en un lugar fresco o en una plataforma elevada si hay
riesgo de inundacion, o descontaminarlos a medida que se vayan produciendo para
evitar tener que almacenarlos).
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Transporte de desechos

Cuando los desechos se descontaminen fuera del centro que los haya generado, se
envasardn, etiquetardn y transportardn de acuerdo con la normativa nacional e
internacional. Tanto si se transportan dentro de la regién como si se exportan para
ser descontaminados o eliminados en otro pais, el transporte de desechos bioldgicos
peligrosos se rige por normas nacionales e internacionales que suelen basarse en las
Recomendaciones relativas al transporte de mercancias peligrosas. Reglamentacion
modelo de las Naciones Unidas (27).

Cuando no existan reglamentaciones nacionales, las autoridades municipales a
cargo pueden remitirse a las recomendaciones de las Naciones Unidas. El fransporte
de desechos bioldgicos peligrosos por via aérea debe cumplir las Instrucciones
técnicas para el transporte sin riesgos de mercancias peligrosas por via aérea de la
Organizacion de Aviacién Civil Internacional y la Reglamentacion sobre mercancias
peligrosas de la Asociacién de Transporte Aéreo Internacional, ambas basadas en las
recomendaciones de las Naciones Unidas (28, 29).

Ademds de los convenios y acuerdos internacionales, el movimiento de desechos
peligrosos a través de fronteras internacionales puede estar sujeto a las regulaciones
del pais importador, del pais exportador o de ambos (30-32).

3.2 Descontaminacion de desechos liquidos

La eliminacion de desechos liquidos es una cuestion importante para los centros

de investigacion. Hay muchos métodos disponibles, todos ellos con ventajas e
inconvenientes que hay que tener en cuenta en la evaluacion del riesgo. La eleccion
del método depende de la composicion quimica de los desechos, de los agentes
biolégicos que haya que descontaminar y del costo inicial y continuo de cada método.
En los apartados siguientes se describen los métodos de descontaminacion de
desechos liquidos.

3.2.1 Sistema de alcantarillado

Dependiendo de la evaluacion del riesgo, cuando se trate de muestras de bajo
riesgo manipuladas en centros clinicos o de investigacién conectados a un sistema
de alcantarillado municipal tecnolégicamente avanzado, el vaciado directo

de los envases de desechos liquidos en el alcantarillado sanitario puede ser un
meétodo de eliminacién apropiado. Aunque técnicamente no sean un proceso de
descontaminacion, los sistemas de alcantarillado sanitario conectados a una planta
de tratamiento de desechos desinfectardn adecuadamente los desechos liquidos
antes de que sean vertidos al medio ambiente. Esta opcién no es aceptable cuando
se trate de agentes bioldgicos o procedimientos de laboratorio que necesiten
medidas de control reforzadas o de mdxima contencion (segun lo determinado por
la evaluacion del riesgo). Ademds, este método puede no estar permitido por la
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normativa local o nacional ni siquiera para los agentes bioldgicos menos peligrosos.
También puede estar prohibido introducir en el sistema de alcantarillado desechos
bioldgicos liquidos mezclados con productos quimicos, como etanol, formaldehido
o clorhidrato de guanidina. En todo caso, es necesario respetar estrictamente la
normativa local y nacional.

3.2.2 Desinfeccion quimica

En la mayoria de los laboratorios de investigacion estd prohibida la eliminacién
directa de agentes bioldgicos sin ningun fratamiento, por lo que la desinfeccién
quimica se ha convertido en un medio estdndar para descontaminar soluciones antes
de su eliminacion. La evaluacion del riesgo ayuda a determinar cudl es el método
mds adecuado de desinfeccidon quimica de desechos liquidos.

El primer factor que hay que tener en cuenta al seleccionar un desinfectante quimico
es su actividad frente al agente bioldgico de que se trate. Por lo general, en la
investigacion se utilizan agentes bioldgicos predefinidos, pero las muestras clinicas
pueden confener una gama mads amplia de agentes bioldogicos. Las esporas y los
priones requieren un proceso de descontaminacion mds riguroso antes de eliminarlos.
Como la mayoria de los desinfectantes quimicos, en particular los hipocloritos, son
inactivados por la materia orgdnica, hay que tener en cuenta la carga orgdnica
(cantidad de materia orgdnica mezclada con los agentes biologicos).

Hay que considerar tanto la estabilidad de los desinfectantes listos para usar,

pues afecta a la frecuencia con la que hay que cambiarlos, como su toxicidad, su
corrosividad y los irritantes que contienen. Ademds, puede ser necesario considerar
los costos y el tiempo de almacenamiento por motivos de sostenibilidad.

Los productos quimicos mds utilizados para descontaminar desechos liquidos son el
hipoclorito de sodio, los fenoles y los compuestos de amonio cuaternario.

Antes de proceder a la desinfeccidén quimica de cualquier solucién se considerardn
los demds productos quimicos presentes en el liquido para evitar los efectos adversos
de la mezcla de productos quimicos incompatibles. El tiocianato de guanidina es

un agente caotrépico (capaz de romper los enlaces de hidrogeno) comun que se
utiliza para desnaturalizar las células antes del aislamiento y secuenciacion de
dcidos nucleicos o de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla

de hipoclorito de sodio con soluciones que contengan tiocianato de guanidina
genera una mezcla gaseosa toxica de dcido clorhidrico y cianuro de hidrégeno. La
combinacién de soluciones de formaldehido e hipoclorito de sodio genera una mezcla
de gases toxicos, entre los que se encuentran el dcido clorhidrico, el cloro y el dcido
formico. La combinacién de etanol y soluciones que contfienen hipoclorito de sodio
genera cloroformo.
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3.2.3 Autoclave

El fratamiento de desechos liquidos en autoclave puede ser un método preferido de
esterilizacion porque generalmente los liquidos asi tfratados se pueden eliminar a
través del sistema de alcantarillado sin preocuparse de la contaminacién del medio
ambiente con desinfectantes quimicos o sus subproductos. Como se indica en el
apartado 2.4.1 <AUTOCLAVE», el vapor debe entrar en contacto directo con la solucidn
que haya que desinfectar, por lo que los envases que contienen los desechos liquidos
no deben estar sellados. Los envases con desechos se introducirdn en recipientes

de contencion secundarios, pero estos no serdn mads altos que aquellos para que el
aire pueda ser sustituido por el vapor. Se pueden utilizar ciclos de desplazamiento
por gravedad o de prevacio, pero el autoclave ha de tener un ciclo especifico para
liquidos que, después de completado, reduzca lentamente la temperatura y la presion,
de modo que los desechos liquidos se enfrien lentamente. El uso de ciclos destinados
a productos secos provocard la ebullicion instantdnea de los desechos liquidos
cuando su temperatura supere el punto de ebullicién con la presion residual del
autoclave, y esto hard que se desborden y derramen en el recipiente de contencidn
secundario o en el suelo del autoclave.

El tratamiento en autoclave de liquidos fratados previamente con desinfectantes
quimicos también puede ser peligroso. Las soluciones que contengan cantidades
significativas de hipoclorito, etanol o formaldehido no deben ser tratadas en
autoclave porque se volatilizardn y su concentracion en el aire del autoclave puede
superar los niveles aceptables cuando se abra. Los sélidos que se lician a las
temperaturas alcanzadas en un autoclave (por ejemplo, el agar) tienen que ser
manejados con cautela. Si no estdn completamente contenidos en una bandeja
secundaria, después de la licuefaccidn estos materiales pueden gotear de las
bolsas en las que fueron colocados, acumularse alrededor de la bandeja de goteo
y del drengje, y bloquear completamente el drenaje cuando el autoclave se enfrie,
haciendo necesaria una reparacion dificil y cara.

3.3 Descontaminacidon de desechos sélidos

Para tratar desechos sélidos potencialmente infecciosos, la desinfeccidon quimica no
suele ser la opcién preferida porque es dificil, si no imposible, asegurar el contacto
del producto quimico con todas las superficies. Los métodos preferidos para la
mayoria de los solidos son el autoclave o la incineracion. En el caso de los caddaveres
de animales grandes se puede proceder a la incineracion o digestiéon alcaling, con
rendering (véase el apartado 3.3.4 «RENDERING»). Hay en el comercio sistemas que
combinan el calentamiento, la trituracion o mezcla y/o la digestién alcalina.

3.3.1 Autoclave

Como se ha sefialado en el apartado 2.4.1 «kKAUTOCLAVE», el fratamiento en autoclave
es una forma fiable de esterilizar los agentes bioldgicos presentes en desechos sélidos,
pero es imprescindible que todas las partes de los desechos estén expuestas al vapor,
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pues las bolsas de aire atrapado actiuan como aislantes que permiten que algunas
sigan siendo potencialmente infecciosas. Garantizar esta exposicion resulta mas dificil
cuando el embalaje de los desechos es irregular o los desechos sélidos contienen
liquidos. Objetos completamente secos, como guantes y batas, pueden atrapar bolsas
de aire seco que impidan la desinfeccion. Por consiguiente, los desechos o materiales
introducidos en el autoclave deben estar en envases que permitan que el aire se
elimine facilmente y el vapor/calor penetre bien. Es esencial que las condiciones

de funcionamiento sean validadas mediante el uso de muestras de prueba de
desechos secos provistas de indicadores bioldgicos. La necesidad de afiadir agua a
los desechos sélidos debe determinarse experimentalmente; algunas investigaciones
han indicado que la adicién de mds agua puede ayudar a la desinfeccion en
determinadas condiciones (33). Para alcanzar temperaturas desinfectantes en todo

el desecho sdlido es probable que el éxito de la desinfeccion requiera ciclos mds
largos que los que normalmente se usan para esterilizar materiales. Deben evitarse
los materiales grandes y voluminosos, los caddveres de animales de gran tamafo, los
envases herméticos termorresistentes y otros desechos que impidan la transferencia
del calor.

La descontaminacién en autoclave de caddveres de animales es partficularmente
problematica. Los caddveres pueden haber sido congelados hasta recoger un nimero
suficiente para ser descontaminados, caso en el que, independientemente del método
de descongelacién, a cualquier ciclo o tiempo de procesamiento habrd que sumar el
tiempo necesario para descongelar completamente todos los materiales.

Ademds, hay que proceder con antelacién y de forma rutinaria a una validacién
experimental que demuestre que se alcanza la temperatura adecuada (normalmente
121 °C) en todos los caddaveres (34). Es necesario demostrar continuamente la
descontaminacién. El éxito de la descontaminacion puede comprobarse colocando
indicadores bioldgicos en muestras de prueba intercaladas estratégicamente entre
los envases de desechos reales o utilizando indicadores fijados a varillas que puedan
insertarse y retirarse sin alterar el contenido de los envases de desechos.

3.3.2 Incineracién

La incineracion es un medio para eliminar en los desechos sélidos fodos los agentes
bioldgicos conocidos, incluidas las esporas y los priones; lo ideal es que se utilicen
incineradoras tfecnolégicamente avanzadas. Como se ha sefalado en el apartado
2.4.2 <INCINERACIONDy, la temperatura y el tiempo correctos en la cédmara primaria
son esenciales para asegurar la combustion completa de los desechos sélidos y la
descontaminacion de cualquier agente bioldgico. Ademds, los operadores de las
incineradoras deben recibir formacién sobre la manipulacién segura de los desechos
antes de introducirlos en la incineradora. Cuando se empleen envases reutilizables, es
necesario establecer los medios para desinfectarlos antes de iniciar la incineracion.

Al incinerar desechos sélidos hay que tener en cuenta otros dos materiales ademads
de los agentes bioldgicos: el plastico y el vidrio sodocdlcico. La mayoria de los
pldsticos utilizados en los laboratorios de investigacion arden a mds temperatura
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que los desechos de papel y pueden sobrecalentar la incineradora si la cantidad
introducida es superior a la recomendada por el fabricante. El vidrio sodocdlcico

se funde a unos 550 °Cy recubrird el ladrillo refractario, reduciendo su vida util, por
lo que es importante minimizar la presencia de este tipo de vidrio en los desechos
solidos. Las cenizas generadas por la incineracién de vidrio sodocdlcico requieren una
manipulacién y eliminacién especiales, ya que pueden estar enriquecidas con metales
pesados y fosfatos.

3.3.3 Digestion alcalina

En la digestion alcalina se utilizan temperaturas y presiones elevadas en presencia

de dlcalis (1 N o0 mds) para descomponer en formas solubles la mayoria de los
materiales celulares de los caddveres. El proceso puede reducir los caddveres a una
fraccién soluble y un desecho sdlido rico en calcio. La digestion alcalina es eficaz para
descontaminar casi todos los agentes bioldgicos conocidos. Se ha demostrado que
los priones dejan de ser infecciosos tras la digestion a 150 °C en presencia de 1 N de
hidroxido de sodio (NaOH) o de potasio (KOH) (35). El proceso requiere una cantidad
considerable de energia y tiempo (varias horas) y sélo debe utilizarse en instituciones
con gran numero de caddveres (varios kilogramos a la semana).

3.3.4 Rendering

El rendering es otro método para descontaminar caddveres de animales en el que
se utiliza vapor a unos 130 °C en un recipiente a presion para descomponer los
caddveres en grasas, proteinas y huesos. Este método se utiliza tradicionalmente con
animales grandes y es eficaz para eliminar la mayoria de los agentes bioldgicos. Sin
embargo, es ineficaz contra los priones y no debe utilizarse con animales infectados
por priones.
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Los procesos de descontaminacion estdn concebidos para eliminar los desechos

de forma segura o para eliminar o destruir los agentes biologicos presentes en las
superficies del laboratorio. En el laboratorio se utilizan procesos de inactivaciéon

para volver seguro cualquier material que contenga agentes biolégicos, de modo

que pueda ser manipulado con controles menos rigurosos. Los materiales que se
inactivan contienen a menudo grandes concentraciones de agentes biologicos y
pueden necesitar tfratamientos muy eficaces para garantizar su completa inactivacion.
También pueden ser necesarios procesos que mantengan estables para futuros

andlisis las proteinas, los dcidos nucleicos y otros compuestos bioquimicos y estructuras.

Por lo tanto, estos procesos tienen que ser validados. Puede haber varios motivos para
retirar de una zona con mayores medidas de control del riesgo material infeccioso
destinado a un procesamiento posterior. La mds frecuente es la extraccion de dcidos
nucleicos para técnicas de amplificaciéon como la PCR. Con respecto a la bioseguridad
en el laboratorio, la inactivacion de los agentes bioldgicos reduce el riesgo de trabajos
posteriores y en la mayoria de los casos permite trabajar con los requisitos bdsicos.
Las ventajas de trabajar con los requisitos bdsicos consisten en que el flujo de trabajo
es mds rdpido, no es necesario descontaminar dispositivos que se ven afectados por
los desinfectantes quimicos, y el mantenimiento del espacio de trabajo resulta mas
barato. Dependiendo de la evaluacion del riesgo, pueden ser necesarios dos métodos
diferentes para inactivar los agentes biologicos.

Se recomienda utilizar controles o indicadores bioldgicos con los métodos de
inactivacién, aunque a menudo la validaciéon del método de inactivacion sélo se
realiza con el agente bioldgico real, y los controles se utilizan para supervisar la
eficacia de otros procesos combinados con el método de inactivacién, como la
extraccion de dcidos nucleicos o la contaminacién cruzada de las muestras.

4.1 Inactivacion de muestras

La inactivaciéon de muestras es un tratamiento preanalitico para eliminar/inactivar
agentes bioldgicos. También hay otras razones para inactivar una muestra, como la
fijacion o la detencidn de reacciones. Asi pues, la eleccion del método de inactivacion
depende de la evaluacion del riesgo y de los pasos experimentales posteriores.
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En la evaluacion del riesgo hay que tener en cuenta los medios liquidos separados
de la muestra porque su descontaminacion suele ser diferente de la utilizada para
inactivar la muestra.

Si se utilizan desinfectantes con fines de descontaminacién (derrames), la introduccién
de un control positivo en el experimento puede garantizar que las muestras no han
entrado en contacto con el desinfectante. En la mayoria de los procedimientos de
inactivacion no se realiza ningun control de la eficacia de la inactivacion del agente
biologico, pero en la validacion inicial del procedimiento de inactivacion debe
utilizarse un control para demostrar la eficacia del método elegido.

4.1.1 Extraccién de acidos nucleicos

Cuando se utilizan técnicas genéticas suele ser necesaria una etapa de extraccion

del dcido nucleico para liberarlo de la célula o virion, de modo que esté disponible
para la amplificacién. Se necesita una extraccién eficiente para poder estimar con
exactitud la cantidad del agente bioldgico, pero puede ser necesaria una inactivacion
completa por motivos de bioseguridad y bioproteccién. La inactivacién del agente
biologico es especialmente importante cuando se sabe que tiene una dosis infecciosa
baja. Para la PCR, la inactivacién suele hacerse con soluciones liticas que contienen
desnaturalizantes de las proteinas, como las sales de guaniding, el calor directo o
ambas cosas.

4.1.2 Inactivacién térmica de portaobjetos

En los laboratorios clinicos los portaobjetos suelen calentarse para que la muestra

se adhiera al vidrio antes de tehirla. En el caso de las muestras de tejido fijadas con
formalina e incluidas en parafina el calentamiento elimina el exceso de parafina.

El calentamiento no es un proceso de inactivacién; los agentes bioldgicos ya estdn
inactivados por la fijacién en formalina. Sélo las secciones de tejidos que puedan
contener priones deben considerarse potencialmente contaminadas, aunque se traten
posteriormente en un calentador de portaobjetos o un dispositivo similar.

En una serie de procesos clinicos, como la tincién de Gram de muy diversas bacterias
y la preparacion de muestras de esputo de pacientes potencialmente infectados por
Mycobacterium tuberculosis para la tincién de Ziehl-Neelsen, un paso clave consiste
en secar la muestra del portaobjetos con un calentador de portaobjetos. Sin embargo,
M. tuberculosis puede no ser inactivada completamente por el calentamiento, a
menos que al frotis se afada fenol al 5% (36).

Aunque es probable que la inactivacién por calor reduzca el numero de agentes
biologicos presentes en el portaobjetos, no debe suponerse que el calentamiento
hasta lograr el secado sea suficiente para inactivar todos los agentes biologicos
presentes. Sélo se puede suponer que se han inactivado todos los agentes bioldgicos
si el calentamiento se ha validado experimentalmente, se ha evaluado la superficie
de calentamiento para garantizar que el calor se aplica uniformemente a toda la
superficie de trabajo y se dispone de un medio para verificar la temperatura.
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4.1.3 Tratamiento de tejidos con formaldehido

El formaldehido se utiliza mucho para fijar muestras anatomopatoldgicas y
anatémicas. Aunque este tratamiento sirve principalmente para preservar las
caracteristicas histologicas del tejido, el formaldehido también inactiva de forma
fiable los agentes biolégicos (como se ha mencionado en los apartados 2.2.1 «TIPOS
DE DESINFECTANTES» y 2.3 «DESINFECCION CON GASESY).

Para fijar tejidos, el formaldehido se utiliza como formalina, a menudo como
solucion de formalina tamponada, con formaldehido al 4%. El formaldehido penetra
en el tejido a una velocidad de aproximadamente 1 mm por hora (37), de modo
que el fiempo de incubacion del tejido en formalina depende del grosor de la
muestra. Generalmente no se utiliza ningun control para el proceso de fijacidén con
formaldehido, ya que es poco prdctico, y su uso se basa en la validacién del PON.

Una vez transcurrido el fiempo de incubacion estimado, un corte cauteloso de

la muestra y la observacién del color del tejido puede indicar si es necesaria una
incubacion mds prolongada antes de manipular la muestra en condiciones seguras.
A continuacioén, para los métodos de microscopia y andlisis molecular se procesa el
tejido en una muestra fijada en formol e incluida en parafina. El formaldehido genera
enlaces cruzados de los grupos amino de las proteinas y los dcidos nucleicos, lo

que da lugar a artefactos de la formalina, como proteinas desnaturalizadas y ADN
danado. Por lo tanto, los andlisis posteriores tienen limitaciones y son necesarios
protocolos especiales (como la recuperacion de antigenos para los métodos de
deteccion a base de anficuerpos) (38).

El formaldehido es irritante y cancerigeno (18, 19), y se estd examinando su uso con fines
analiticos y médicos (como fijador para la histologia o para embalsamar caddveres).

4.1.4 Radiacidn ionizante

Como agente esterilizante, la radiacion ionizante tiene importantes ventajas: es capaz

de inactivar los agentes bioldgicos a través de embalajes cerrados —no es necesario
contacto fisico directo con el agente biolégico— y la inactivacién se hace sin que el
proceso deje ningun desecho (como pueden ser productos quimicos). Como la radiacion
ionizante penetra facilmente en toda la materia, es capaz de inactivar cualquier tipo de
agente bioldgico, incluidas las esporas. Sin embargo, suele ser cara, requiere instalaciones
especializadas y lleva mds tiempo que la mayoria de los demas tratamientos.

El uso de la radiacion ionizante se limita a dos funciones: 1) inactivar pequenas
cantidades de agentes bioldgicos para posteriores andlisis estructurales o
inmunoldgicos o para su uso en vacunas, y 2) esterilizar objetos o materiales
voluminosos, a menudo consistentes en suministros o dispositivos médicos que
podrian resultar danados por la exposicion al vapor o a los desinfectantes quimicos.

Hay tres fuentes comerciales de radiacién ionizante: irradiadores de rayos gamma,
aparatos de rayos X y aceleradores de haces de electrones. Todos ellos inactivan los
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agentes bioldgicos generando radicales libres cuando la radiacién interactia con la
materia. Estos radicales libres crean roturas y aductos de las cadenas de los dcidos
nucleicos, que generalmente se consideran criticos para la inactivaciéon. En general, la
sensibilidad a la radiacién estd directamente relacionada con el tamano del material
genético, con valores de D10 que van desde 0,2 kilograys (kGy) para S. Typhimurium
hasta 13,0 kGy para el virus de la fiebre aftosa (39).

Irradiadores de rayos gamma

Los irradiadores de rayos gamma generan fotones de alta energia mediante la
desintegracion de elementos radiactivos; las fuentes tipicas de radiacion gamma
son el cobalto 60 (.°Co) y el cesio 137 (*’Cs). Los irradiadores de cobalto tienen

una semivida mads corta (5,3 afos frente a los 30 anos del *’Cs), por lo que deben
recargarse con cobalto fresco con mads frecuencia. Sin embargo, los irradiadores de
cobalto proporcionan fotones de rayos gamma mas potentes (dos rayos gamma de
1,17 y 1,33 megaelectronvoltios (MeV) frente a un fotén de 660 kiloelectronvoltios (keV)
con el ®’Cs), lo que permite descontaminar una masa mayor.

Hay que tener en cuenta la semivida del elemento radiactivo para garantizar una
exposicion adecuada del material que se vaya a inactivar. Ademds, las fuentes de
cobalto son metdlicas y, en el caso de los irradiadores comerciales de gran tamano
utilizados para esterilizar grandes cantidades, pueden sumergirse en una piscina de
agua que sirve de blindaje; por su parte, las fuentes de cesio suelen suministrarse en
forma de sales el polvo, por lo que generalmente no pueden utilizarse cerca del agua.

El robo de fuentes de radiacion gamma preocupa a las autoridades nacionales
porque podrian utilizarse para producir contaminacion radiactiva. La obtencion
de irradiadores gamma se ha vuelto dificil y muchas autoridades nacionales estdn
intentando sustituirlos por aparatos de rayos X.

Aparatos de rayos X

Los aparatos de rayos X generan radiacién ionizante acelerando electrones contra
un blanco metdlico. La interaccién entre los electrones y el blanco, que expulsa los
electrones orbitales o altera la direccion de los electrones acelerados, crea fotones
de rayos X. A diferencia de los irradiadores gamma, los aparatos de rayos X pueden
apagarse y, por tanto, son intrinsecamente mads seguros, pero la energia de sus
fotones suele ser muy inferior a la de aquellos. La menor energia puede dar lugar a
una menor dosis por unidad de tiempo, lo que significa que se necesita mds tiempo
de exposicidn con un aparato de rayos X que con un irradiador gamma.

El poder de penetracién de los rayos X y de los fofones gamma requiere un
blindaje —a menudo de hormigdn o acero— alrededor del aparato y del material
irradiado para reducir la potencial exposicion a la radiacion por debajo del limite
reglamentario establecido por la autoridad nacional. Las autoridades nacionales
también pueden establecer limites de exposicidon para el personal que trabaja con
irradiadores gamma o aparatos de rayos X a fin de que no se sobreexponga a la
radiacion, y para ello puede ser necesario utilizar dosimetros personales.
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Aceleradores de haces de electrones

En el mercado hay aceleradores de haces de electrones con energias de hasta 10 MeV.
Aligual que en los aparatos de rayos X, si se corta la energia eléctrica se detiene la
produccion de electrones, lo que los hace mads seguros que los irradiadores gamma.
Ademds de su costo considerable, el principal inconveniente de los aceleradores

de haces de electrones es la penetracion relativamente corta de los electrones en

el agua o en materiales de densidad similar (aproximadamente 4 cm para un haz

de 6 MeV) (40). Los electrones interactiuan directamente con la materia del blanco
para romper los enlaces atémicos y generar particulas ionizantes secundarias que
inactivan el blanco critico (generalmente dcidos nucleicos). Los materiales con alto
numero atémico, como los metales, deben mantenerse fuera del haz para evitar la
formacién de rayos X de alta energia. Siempre que se respete estrictamente el uso

de envases Unicamente de vidrio o pldastico, los aceleradores de haces de electrones
pueden ser autdnomos y no necesitar ningun blindaje mds alla del proporcionado por
el fabricante.

Debe calcularse cuidadosamente la potencia de penetfracién de la radiaciéon (dosis de
radiacion por minuto y centimetro de material) de cada tipo de irradiador y trazarse
una curva de supervivencia del organismo en el mismo estado fisico en el que se
utiliza habitualmente (por ejemplo, liquido, congelado o liofilizado). En el caso de las
bacterias en fase vegetativa, la oxigenacion puede influir considerablemente en la
supervivencia y debe ser similar en los estudios de validacién y en el uso rutinario.

Cuando se utiliza la radiacién como método de inactivacion también es esencial una
dosimetria adecuada (evaluacién de la dosis de radiacién ionizante absorbida por
el objeto). La dosimetria puede ser un reto porque, por ejemplo, la dosis con la que
haya una posibilidad de uno entre un millén de que una particula virica sobreviva en
una solucion que contenga 106 particulas del virus del Ebola/ml puede ser del orden
de 30 kGy (47), muy superior al rango de la mayoria de los dosimetros quimicos o
indicadores bioldgicos, como las esporas de B. pumilus. Deben utilizarse dosimetros
especiales, con técnicas como la dosimetria de radicales libres de alanina (42) o de
pelicula fluorescente (43).

Si no se mantienen los limites establecidos en los estudios de validacién con respecto
al volumen total, la concentracion de oxigeno, la concentracién del agente bioldgico
que se vaya a inactivar, el estado fisico del material (sélido o liquido) y el estado

del organismo (vegetativo o espora), es posible que los organismos sobrevivan al
procedimiento de radiacién ionizante y se liberen materiales contaminados.
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