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Resumen: En los ensayos biolégicos con animales de laboratorio, deben estar establecidas ciertas
regulaciones que permitan minimizar los factores de riesgo para el hombre y el medio ambiente. Cuando se
trabaja con animales de laboratorio, por ejemplo del orden Rodentia, €l riesgo se incrementa debido a la
influencia de la actividad end6gena del animal, la posibilidad de traumas por arafiazos o mordeduras y el
aumento de aerosoles, entre otras cosas. El objetivo de esta investigacion fue identificar los riesgos presentes
en las operaciones que se llevan a cabo en los ensayos bioldgicos, realizados en el Laboratorio de Ensayos
Biolégicos de la Universidad de Costa Rica. Los resultados obtenidos permitieron determinar que la dinamica
de trabajo, principalmente en los ensayos de sensibilidad dérmica, involucra factores muy importantes de
riesgos fisicos, sanitarios y por agentes biolégicos, que deben ser considerados en dichos procedimientos.
Esta investigacion demuestra la importancia de introducir mejoras metodoldgicas en los ensayos bioldgicos,
que incluyan como factor primordial, la proteccion de quienes trabajan en el laboratorio y su ambiente
inmediato, independientemente de los métodos utilizados.
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IDENTIFICATION OF RISK FACTORS IN THE
IMPLEMENTATION OF DERMAL SENSITIVITY TEST IN
GUINEA PIGS

Abstract: In biological tests with laboratory animals, certain regulations must be established in order to
minimize risk factors for humans and for the environment. When working with laboratory animals, such as
Rodentia, the risk increases due to the influence of the animal’s endogenous activity, the possibility of
scratches or bites trauma and the increased use of aerosols, among other things. The aim of this research was
to identify risks present in operations carried out in biological tests at Laboratorio de Ensayos Biolégicos of
the University of Costa Rica. The results indicated that the dynamics of work, mainly in the skin sensitivity
test, involve important factors of physical, medical and biological agents, which should be considered in the
testing procedures risks. This research shows the importance of including methodological improvements in
biological trials that seek to protect those working in the laboratory and its environment, regardless of the
methods used.

Key words: Risk factors, biosafety, test. Source: DeCS.

INTRODUCCION

La identificaciéon de puntos de control en donde se
evidencien posibles peligros en el laboratorio, es el
primer paso para realizar una evaluacidon de los
riesgos, por este motivo, un enfoque integral para

proliferacion, multiplicacion, cambios
morfolégicos, fisiologicos o histolégicos [1].

Actualmente la caracterizacion y medicion de los
diferentes componentes de sustancias toxicas o de

identificar dichos peligros incluye la obtencién de
informacion de diversas fuentes. Los métodos para
recabar datos sobre peligros pueden abarcar el uso
de referencias, recorridos, entrevistas,
inspecciones detalladas, revisiones de incidentes,
andlisis de flujo de procesos y el disefio de las
instalaciones.

Los ensayos biolégicos son herramientas de
diagnostico adecuadas para determinar el efecto de
agentes fisicos, quimicos 6 microbiolégicos, sobre
organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas. Estos
efectos pueden ser tanto de inhibicién como de
magnificacion, evaluados por las reacciones de los
organismos tales como muerte, crecimiento,

residuos peligrosos de forma aislada es insuficiente
para asegurar la ausencia de efectos indeseables,
ya que tanto la mezcla de los residuos, como las
posibles transformaciones en el ambiente, pueden
modificar su efecto nocivo. De ahi que el uso de los
ensayos bioldgicos se posicionan en una escala de
mayor importancia para la evaluacion de la
toxicidad global de estos contaminantes [1].

En los ensayos biolégicos con animales de
laboratorio, deben estar establecidas ciertas
regulaciones que permitan minimizar los factores
de riesgo para el hombre y el medio ambiente [2].
Cuando se trabaja con animales de laboratorio, por
ejemplo del orden Rodentia, el riesgo se
incrementa, ya que esta siendo influenciado, entre
otras cosas, por la actividad enddgena del animal,
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la posibilidad de traumas por arafazos o
mordeduras y el aumento de aerosoles.

Uno de los elementos mas importantes en ensayos
toxicologicos es el correcto cumplimiento de las
buenas practicas de laboratorio, es decir, el estricto
cumplimiento de los procedimientos y el uso
eficiente de materiales y equipos, los cuales
constituyen una barrera de contencién fisica para
el personal y el medio ambiente [2].

Para establecer las medidas apropiadas de
contencion, es necesario remitirse a las guias y
manuales, que detallan especificamente, las
recomendaciones de procedimientos,
equipamiento y disefio para cada nivel y para cada
agente [3].

Cuando se emplean animales de laboratorio en
trabajos de investigacidon y en ensayos de control
de calidad, deben estar establecidas ciertas
regulaciones que permitan minimizar los factores
de riesgo para el hombre y para el ambiente. Estas
regulaciones incluyen el disefio de las
instalaciones, el uso de barreras de contencién, la
clasificacion de los agentes de riesgo, la
implementacion de procedimientos operacionales
y la preparacién del personal, en suma, todo lo que
forma parte del concepto de seguridad en el
trabajo con animales de laboratorio [4].

El objetivo de la presente investigacion fue la
identificacion de factores de riesgos en las
operaciones que se llevan a cabo durante el
desarrollo del ensayo de sensibilidad dérmica por
el método Buehler, el cual permite determinar el
potencial de una sustancia para causar o producir
reacciones de sensibilidad dérmica, este es un
elemento importante en la evaluacion de Ila
toxicidad de wuna sustancia. La informacion
derivada del ensayo de sensibilidad dérmica sirve
para identificar posibles riesgos sobre una
poblacién expuesta repetidamente a una sustancia,
el mismo es realizado en el Laboratorio de Ensayos
Biolégicos de la Universidad de Costa Rica (LEBI).

MATERIALE S Y METODOS.

Se aplica un diagrama OTIDA (flujo de datos a
través de sistemas de tratamiento de informacidn:
operacion, transporte, inspecciéon, demora vy
almacenamiento) el cual permite representar en
forma grafica la secuencia que siguen las
operaciones del procedimiento, el recorrido de las
formas o los materiales utilizados. Dicho diagrama
muestra las unidades administrativas
(procedimiento general) o los puestos que
intervienen (procedimiento detallado) para cada
operacion descrita, con el fin de revisar los
componentes esenciales de flujo de trabajo del
método Buehler, y definir los factores de riesgo en
la ejecucion de este ensayo, Figura 1.

Para realizar la identificacion de los riesgos de
seguridad en ensayos biolégicos se evaluaron las
etapas del proceso del ensayo de sensibilidad
dérmica por el método de Buehler, utilizando los
procedimientos Health Effects Test Guidelines. 2003.
OPPTS 870.2600 Skin Sensitization. United States
Enviromental Protection Agency (EPA) y OECD
Guideline for Testing Chemical. 1992. OECD 406,
Skin Sensitisation [5]. El método de Buehler es el
método que actualmente utiliza el LEBI para
evaluar parametros de sensibilidad dérmica. El
ensayo de sensibilidad dérmica cuenta con la
aprobacién del Comité Institucional para el
cuidado y uso de animales, CICUA, bajo el niimero
de CICUA 10-2000 e inscrito ante la Vicerrectoria
de Investigacién de la Universidad de Costa Rica,
con numero de proyecto 908-A0-801.

El tiempo total de ejecucion del ensayo de
sensibilidad por el método Buehler es de
aproximadamente 30 dias, contemplando un
periodo de dosis de induccién y una dosis reto.

El ensayo de sensibilidad dérmica inicia con la
recepcidn de los animales (30 cobayos) C. porcellus
(abisinio) que son inspeccionados fisicamente.
Para sus traslado a la sala de roedores (recinto
secundario), donde son sexados y distribuidos en
jaulas de policarbonato modelo 2000 PO001
(TECNIPLAST), con dimensiones de 610mm x
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435mm x 215mm, individualmente identificados
por una numeracion del 1-30.

Los animales utilizados en el ensayo de
sensibilidad dérmica deben pasar por un proceso
de adaptacién a las condiciones de la sala de
roedores de 5 dias, antes de iniciar el ensayo. La
temperatura de la sala debe ser de (20 + 3°C), con
una humedad relativa del 30 % al 70 %. Con un
periodo de luz (12 horas luz/ 12 horas oscuridad).
Durante su estancia en la sala de roedores son
alimentados con alimento para animales de
laboratorio y un suplemento de vitamina C para
prevenir padecimientos por escorbuto. Mas un
ilimitado suministro de agua y una frecuencia de
cambio de cama de dos veces por semana.

Para el ensayo de sensibilidad dérmica se utilizan
30 cobayos, Cavia porcellus (abisinio), hembras o
machos, adultos jévenes, que son pesados al inicio
del ensayo y deben tener un peso corporal de 200 a
500 gramos, preferiblemente, con una diferencia
no mayor al 20 % del peso en cada grupo, se
continua con el pesaje de los animales a inicio de
cada semana y en el dia final del ensayo.

Para la aplicacion de la dosis de induccidn,
primeramente, antes de la exposicion de la
sustancia, se corta el pelo a la altura de la caja
tordcica del animal con un area de
aproximadamente (6-8) cm. En ésta etapa se
distribuyen los animales de la siguiente forma: 10
para el grupo control y 20 para el grupo
tratamiento. El dia 0 se les aplica la sustancia al
grupo tratamiento y el vehiculo de la sustancia al
grupo control, con un parche de algodén de
aproximadamente 4 — 6cm?, colocandole en el area
sin pelo durante 6 horas, y envolviendo al animal
con gasa alrededor del térax de manera que impida
al animal quitarse el algodon, pero sin hacer que la
sujecion provoque lesiones en la piel. Para
remover la sustancia tratamiento se utiliza el
vehiculo de la misma, para no alterar la respuesta
existente o la integridad de la epidermis, éste
mismo procedimiento se repite los dias 6 al 8 y del
13 al 15 del ensayo.

Para la aplicacion de la dosis reto el dia 26, se corta
el pelo nuevamente de la forma que se indica para
la dosis induccién, pero en el lado contrario del
torax que es el lado no tratado, el dia 27 y 28 se
aplica la dosis reto de igual manera que los dias
anteriores, el dia 29, a las 21 horas de removido el
parche se evalda el animal. En la evaluacion de los
resultados se define la presencia y la severidad de
edemas y eritemas.

Una vez finalizado el ensayo se le aplica eutanasia a
los animales, con cdmara de CO; de fabricacién
propia, la cual consiste en una caja tipo 3 para ratas
de laboratorio de estdndar europeo con una tapa
que posee un tornillo extraible, dentro de un
recinto cerrado en el Bioterio 1, del LEBI. A su vez,
terminado este proceso los animales se depositan
en una bolsa negra y se les afiade Cal, se rotula la
bolsa con el nombre del contenido y el lugar de
origen, luego se lleva al basurero convencional
siguiendo las directrices universitarias para tales
fines, con eso se da por finalizado el ensayo.
Tomando como referencia el procedimiento antes
mencionado se procede a efectuar el andlisis de
operaciones basicas en esta area, asi como
esquematizar el flujo de trabajo durante los
ensayos. Se revisa la documentacidon técnica de
cada operacion, asi como la informacion
correspondiente a los equipos empleados que
guardaran relacién con las operaciones de mayor
riesgo bioldgico en los procesos.

En este trabajo se utilizé para gestidon de riesgos,
tres estrategias que se utilizan para administrar las
amenazas de un determinado proceso, estas
estrategias son: evitar, mitigar y transferir [6].

Evitar un riesgo es cambiar algin paso para
eliminar el riesgo adverso o reducir el alcance de
alguna actividad especifica. Mitigar el riesgo
implica reducir la probabilidad o el impacto de un
suceso negativo, habitualmente adoptar acciones
para reducir la probabilidad de la ocurrencia del
riesgo, es mas efectivo, que tratar de reparar el
dafio después de que ha ocurrido. Para manejar
este riesgo se puede realizar un plan de mitigacion.
Transferir el riesgo implica trasladar el impacto
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negativo de una amenaza a la responsabilidad de
un tercero, esto se puede realizar mediante
certificados de garantia, seguros, entre otros [6].

RESULTADOS

A continuacion se describe los riesgos encontrados
en las diferentes etapas del proceso que involucra
el ensayo de sensibilidad dérmica:

Recepcion de animales: El espacio fisico del area
de recepcion es limitado y la caja en donde se
transportan los animales no cuenta con las
caracteristicas necesarias para evitar una
contaminacion del animal al receptor (alérgenos,
desarrollo o afectaciéon). No se conté con un
certificado de salud de los animales, sin embargo,
los proveedores aseguran a través del médico
veterinario, el Optimo estado de salud de los
animales que ingresan.

Traslado del animal al recinto secundario: Se
mantiene el riesgo pues las cajas donde se
transportan los animales no son las idéneas.

Inspeccion de animales: Se realiza una
inspecciéon general de lesiones aparentes por parte
del médico veterinario, sin realizar andlisis
microbiologicos.

En la distribucion y sexado de los animales, asi
como en el periodo de ambientacion,
observaciéon y mantenimiento: Puede existir el
riesgo de mordeduras, araflazos y la manifestacion
de alergias.

El ensayo incluye los procesos de exposicion a
la sustancia, evaluacion de la misma,
mantenimiento de los animales y evaluacion de
resultados: Siendo los principales factores de
riesgo la exposicion a la

sustancia a evaluar, cualquiera que esta sea y las
mordeduras y arafiazos derivadas de la
manipulacion.

Una vez finalizado el ensayo se encontré que los
factores de riesgos en el traslado de animales al
area de eutanasia eran: el dafio fisico por exceso
de cargas de animales, que se puede dar en las
personas que trasladan los mismos. Durante la
aplicacion del método de la eutanasia el mayor
riesgo es la intoxicaciéon por el gas CO>.

En cuanto al traslado del cuerpo, el rocié de la
cal y su descarte: La contaminacién por fluidos
corporales es el principal factor de riesgo.

En entrevista con el coordinador del laboratorio y
en base al método de ensayo se obtienen los
resultados segun el andlisis del mismo:
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Cuadro No. 1. Andlisis de riesgo del ensayo de sensibilidad dérmica

Etapa

Recepcidn de animales

| Traslado del animal al |

recinto secundario

Colocacion de
animales en el recinto
primario

Traslado de
animales al area
eutanasia

los
de

Aplicacion de

eutanasia

Desecho de los

cadaveres

los |

Riesgo

Contaminacion del animal al

receptor

Contaminacion
transporte de animales al
recinto secundario, sin
conocer la calidad sanitaria
de los animales

por lesiones
provocar

Fisicos
pueden
animales

que
los

Fisicos
pueden
animales

por lesiones
provocar

que
los

Intoxicacién por el gas CO».

Contaminacion
cadaveres

por

en el

” Media,

Probabilidad

Baja, no ha ocurrido

incidentes nunca
Baja, no ha ocurrido
incidentes nunca

ha  ocurrido
incidentes esporadicos

Media, ha  ocurrido
incidentes esporadicos

Baja, no ha ocurrido
incidentes nunca. Aunque
este se eleva a muy alto en
caso de accidente
Baja, no ha ocurrido
incidentes nunca

Manejo

Transferir: Solicitar la ficha
de salud

Transferir: Solicitar la ficha
de salud

Mitigar: Entrenar a las
personas a usar el equipo
de proteccion adecuado y
técnicas seguras de manejo

Mitigar: Entrenar a las
personas a usar el equipo
de proteccion adecuado y
técnicas seguras de manejo

Evitar: Se deberia escoger

un método mas seguro

Transferir: Se debe manejar |

en forma segura y llevar a
un lugar destinado al
tratamiento de los
cadaveres
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Figura 1.Diagramade OTIDA

Sensibilidad Dérmica

Recepeion

Inspeccion del animal

Traslado del animal hacia recinto secundario (Cuarto)

Distribucion y sexado en jaulas

Periodo de ambientacion, observacion y mantenimiento.

Ensayo

Exposicion a la sustancia

Evaluacion de exposicion a la sustancia y mantenimiento

Evaluacién de resultados

Finalizado ¢l ensayo

Traslado a sitio de eutanasia

Aplicacion de método de eutanasia

Tiempo entre aplicacion de método de eutanasia y deceso del animal

Traslado del cuerpo hacia bolsa negra

Introduccion en bolsa negra y rocio de CAL al cuerpo

Descarte de la bolsa negra con el cuerpo del animal en contenedor de
basura para desechos sélidos no reutilizables
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DISCUSION

Durante los ensayos de sensibilidad dérmica
ejecutados hasta el momento en el LEBI no se han
registrado incidentes, sin distincién del nimero de
ensayos o personal involucrado en cualquier
proceso, sin embargo, es fundamental que se tenga
control de la vigilancia sanitaria del personal que
labora directamente con los animales de
laboratorio. Esta vigilancia debe ofrecerse, de
forma periodica, antes de la exposicion a agentes
bioldgicos, segiin lo establezca el control médico.
Ademas, se debe contar con un registro del
resultado de la vigilancia de la salud mediante el
historial médico individual de cada trabajador.

Es importante mencionar que la vigilancia médica
programada, mantiene un control sobre las
afecciones médicas crénicas presentes en los
trabajadores o la posible administracion de terapia
inmunosupresora. Para que los laboratorios
demuestren su confiabilidad es necesario
implantar las medidas de seguridad encaminadas a
proteger al trabajador, la comunidad y el medio
ambiente de los riesgos que entrafa el trabajo,
principalmente cuando se manipulan o liberan
microorganismos al medio ambiente, asi como
disminuir al maximo los efectos que se presenten y
liquidar sus posibles consecuencias en casos de
contaminaciones, escapes, o efectos adversos [7].

El riesgo biolégico de origen animal, forma parte
de los riesgos ocupacionales que enfrentan los
trabajadores en el ejercicio diario de su profesion
[8]. Hay que tener presente que los animales de
laboratorio en si mismos pueden introducir nuevos
riesgos biolégicos a las instalaciones. En la
Federacion de Asociaciones Europeas en Ciencia de
Animales de Laboratorio (FELASA) por sus siglas en
inglés, en el afio 1998, se plante6 que los roedores
suelen ser infecciosos antes de mostrar
sintomatologia clinica [9]. Las mordidas y los
arafiazos por animales, segin las estadisticas, son
las injurias mas comunes de los profesionales de la
investigacion, cobrando una mayor importancia si
se manejan animales no vacunados, animales
silvestres y animales extraviados [10,11].

El riesgo quimico que confiere el uso del diéxido de
carbono, es muy importante en la matriz de
analisis de riesgos, pues de ocurrir un accidente
este puede ser fatal o muy grave, por lo que
Instituciones como el Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo de Espana da
recomendaciones muy importantes en el uso de un
gas licuado como es el di6xido de carbono, como
por ejemplo: todas las personas que deban de
trabajar con estos gases deberan ser formados e
informados adecuadamente, asi como asegurarse
de que poseen el suficiente adiestramiento, segiin
el reglamento NTP 383 [12].

Debido a esto, es fundamental contar con equipos
en excelente estado para el manejo del gas, en la
camara de eutanasia, pues al estar liberando el gas
hacia el area de circulaciéon de los colaboradores
podria ocurrir un accidente.

Otro aspecto a vigilar es el desecho de los animales,
que de acuerdo a la normativa vigente, Decreto
ejecutivo 30965-S, es tan riesgoso, segtn el tipo de
desecho que se va a realizarr Los desechos
sanitarios contienen microorganismos que pueden
ser daninos e infectar al personal y a la poblacion
en general. Existen otros posibles riesgos
infecciosos, como la propagacion de
microorganismos farmacorresistentes tras su
liberacidon al medio originada en establecimientos
sanitarios [13].

Otro punto importante en la evaluaciéon de riesgo,
es la capacitacion del personal, los riesgos en los
laboratorios no pueden eliminarse de forma
absoluta, pero si prevenirse o mitigarse, por lo que
resulta necesaria la instauracion de programas de
capacitacion en todos los puntos mencionados, en
los que se identific6 un posible riesgo. Los
programas que se desarrollen, dirigidos a la
capacitacion del personal que trabaja en los
laboratorios, deben partir sobre todo de un sentido
de competencia, en el que sea el propio profesional,
técnico o trabajador, el maximo responsable del
cuidado de su salud, de esa proteccion y del mejor
cumplimiento de las reglamentaciones
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preestablecidas[14]. En este sentido, la
autodisciplina y la que se mantenga de forma
generalizada en la instalaciéon, asi como el
establecimiento de conocimientos, habitos y
actitudes relacionados con esa disciplina,
garantiza las buenas practicas de laboratorio, las
mismas estan determinadas por las acciones de
prevencion y de promocidn de los riesgos.

Cabe destacar que dentro del concepto de “cultura
de seguridad”; todos los laboratorios, deben
promover una cultura organizacional de
evaluacion sistematica de todos los procesos y
procedimientos laborales, a fin de identificar los
riesgos asociados e implementar planes para
mitigarlos. Los riesgos normalmente pueden estar
asociados con: defectos o deterioro en el disefio de
la infraestructura, falta de procedimientos de
seguridad y ausencia de capacitacion del personal
[15].

El establecimiento satisfactorio de una “cultura de
seguridad” requiere que la seguridad en el
laboratorio pase a ser una prioridad integral y
evidente de la organizacion, adoptada ante todo,
por las autoridades competentes y con el apoyo de
una infraestructura consecuente que permita
satisfacer las  necesidades 'y  promover
comportamientos seguros entre las personas que
laboran en el laboratorio [16, 17,18].

CONCLUSIONES

e De acuerdo con los resultados obtenidos en
el andlisis de este estudio, se determiné que
la dindmica de trabajo en el ensayo de
sensibilidad dérmica, involucra riesgos de
caracter sanitario en todas las etapas del
mismo, fisicos en caso de ocurrir lesiéon en
el manipulador a causa de mordeduras o
rasgufios y quimicos que deben ser
considerados en los procedimientos de
ensayos.

e Un elemento preponderante a considerar,
desde el inicio hasta el final del ensayo, es la

proteccién de quienes trabajen en el
laboratorio, del ambiente y de cualquier
persona que ingrese a dicho lugar, por lo
que se debe vigilar que los espacios y
equipos tengan un manejo seguro.

e La capacitacién en materia de bioseguridad
de los colaboradores en manejo de los
diferentes riesgos y la concientizacion de las
practicas laborales seguras, crean un
ambiente laboral seguro.

e Es importante establecer el manejo
adecuado de los riesgos identificados y
aplicarlo, pues en aquellos riesgos evitables
se debe actuar de inmediato. La mitigacion
debe ser continua y transferir de forma
efectiva cualquier riesgo asociado, con lo
que nos podemos asegurar que las
probabilidades de un accidente o una
afeccion a la salud van a disminuir
significativamente.
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