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1. INTRODUCCION

Los términos norma y documento son en realidad las herramientas de una calidad operativay
no puramente filoséfica. Podemos identificar el concepto sistema de calidad con el “binomio
calidad-norma”. La razén es que para trabajar con calidad parece légico dejarse guiar por
normas donde se han previsto posibles situaciones de no-calidad y se proponen, de forma
general, soluciones para evitarlas. Esto nos lleva a proporcionar una definicién quizd poco
ortodoxa, pero practica: La calidad consiste en sequir una norma, especialmente cuanto mds
armonizada internacionalmente esté.

Esta filosofia, extendida a lo largo de los afios, se ha concretado en el desarrollo de sistemas
de calidad en formato documento, como por ejemplo el sistema de calidad ISO. En este
sistema encontramos normas a distintos niveles y alcances:

e SO 9001, gestion de calidad de caracter general
e |SO 17025, competencia técnica de laboratorios

Las entidades deberan elegir el tipo de norma que se adapte a sus necesidades y objetivos.
Las entidades acreditadas o certificadas bajo sistemas de calidad del tipo ISO trabajan bajo el
amparo de una calidad consensuada internacionalmente. La decisidn de adoptar un sistema
de calidad no es trivial ya que supone un compromiso y un cambio de mentalidad, incremento
de esfuerzo, tanto a nivel de trabajo como econdmico debido al coste de las auditorias.

La calidad es dinamica, la evolucion de las normas sometidas por principio a revisiones
periddicas y la aparicidon de nuevas normas, son dos aspectos que marcan el dinamismo en
materia de fuentes de informacion sobre calidad. No obstante, la Unica excepcidon que
encontramos en el aspecto técnico relacionado con el andlisis de datos, ya que la mayor parte
de la estadistica empleada actualmente es la clasica, casi invariable.

2. POLITICA DE CALIDAD EN LOS LABORATORIOS DE CONTROL

El sistema de calidad que requiere un laboratorio depende del tipo de actividad que se
desarrolle. Si dicha actividad de halla integrada en un dmbito reglamentado, se debe optar
por el sistema de las “buenas practicas de laboratorio” (BPL). En caso contrario, el ambito
voluntario, se puede escoger un sistema de calidad internacional como el de las Normas ISO.

En el sector reglamentario, las administraciones publicas, responsables de la proteccién de la
salud y seguridad de las personas, el medio ambiente y la defensa contra el fraude, entre otras,
utilizan organismos que evaltan la conformidad (OEC) de los productos, instalaciones o

servicios que estan sujetos a requisitos legales.

El valor de las actividades de evaluacién de la conformidad depende de la credibilidad de los
OEC. Debido a la naturaleza de su actividad dicha credibilidad se fundamenta en su
competencia e integridad y para lograr esa credibilidad es preciso establecer un mecanismo
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independiente, riguroso y global que de confianza en la competencia técnica de dichos
organismos y su sujecién a normas de caracter internacional: La acreditacidn.

Dentro de la Normativa de Sanidad Animal se encuentra el Reglamento (CE) n2 2017/625
relativo a los controles y otras actividades oficiales realizados para garantizar la aplicacién de
la legislacion sobre alimentos y piensos y de las normas sobre salud y bienestar de los
animales, sanidad vegetal y productos fitosanitarios describe en su articulado los requisitos
para la designacion de Laboratorios Oficiales (LO), Laboratorios Nacionales de Referencia
(LNR) y Laboratorios Europeos de Referencia (EU-RL).

El Reglamento distingue actividades de control oficial, dentro del Plan Nacional de Control de
la Cadena Alimentaria — PNCOCA, y otras actividades oficiales como puede ser el diagndstico
de enfermedades animales dentro de la amplia normativa de Sanidad Animal (ejemplo planes
de vigilancia, control y erradicaciéon de enfermedades animales).

En el articulo 37 del citado Reglamento se establece como requisito que los Laboratorios
implicados en el control de la cadena agroalimentaria deben asegurar sus resultados mediante
la acreditacién en base a la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 de competencia para Laboratorios
de ensayo y calibracion.

Laboratorios como el Laboratorio Central de Veterinaria de Algete (Madrid) y Laboratorio
Central de Sanidad Animal de Santa Fe (Granada), nombrados como Laboratorios Nacionales
de Referencia (LNR) y Laboratorios Europeos de Referencia (EU-RL) para el diagndstico de
enfermedades animales estan acreditados en base a la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 de
competencia para Laboratorios de ensayo y calibracion en cumplimiento de la Normativa
Europea.

Podemos definir Politica de la Calidad como aquellas directrices e intenciones de una
organizacidn relativos a la calidad expresados formalmente por su alta direccién.

La politica tiene una serie de caracteristicas que son:

e Esadecuada al propésito de la organizacién

e Incluye un compromiso de cumplir con los requisitos y de mejorar continuamente la
eficacia del Sistema de Gestién de Calidad (SGC)
Proporciona un marco de referencia para establecer y revisar los objetivos de la calidad
Es comunicada y entendida dentro de la organizacién
Es revisada para su continua adecuacién

Cabe resefiar la diferenciacidon entre calidad técnica, relacionada con el trabajo experimental
y los resultados obtenidos por una entidad y calidad de gestién, relacionada con la
organizacién de la entidad. Las dos facetas son igualmente importantes para la calidad de un
laboratorio.
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3 SISTEMAS DE GESTION DE LA CALIDAD

Podemos diferenciar dos Sistemas de Gestion de Calidad (SGC) basados en la Certificacion y
Acreditacion.

Existe un modelo normativo general de gestion de la calidad, ampliamente conocido y
extendido en el tejido empresarial, que corresponde a las llamadas Normas de la serie ISO
9000 y que constituyen el modelo internacional de referencia mas utilizado para el disefio e
implantacion de Sistemas de Gestién de la Calidad aplicable a organizaciones tanto
industriales como de servicios. Dentro de las Normas de la serie ISO 9000, Unicamente
encontramos una Norma, concretamente la UNE-EN ISO 9001:2015, que puede ser objeto de
certificacién (reconocimiento) por parte de una Entidad de Certificacién convenientemente
acreditada.

Por otro lado, los modelos normativos de aseguramiento de la calidad aplicables a los
Organismos Evaluadores de la Conformidad siguen la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017
"Requisitos generales relativos a la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion".

La acreditacidn de laboratorios debe basarse en alcances de acreditacion definidos de forma
clara, precisa y sin ambigliedades que proporcionen, tanto al cliente del laboratorio como a
otras partes interesadas, una informacion concreta sobre la competencia técnica demostrada
por el laboratorio.

Por ello, para describir dichos alcances, en los Anexos Técnicos a los certificados de
acreditacion se incluye una lista pormenorizada de los ensayos para los que el laboratorio ha
sido acreditado. (Alcance cerrado).

Este sistema de definicién de los alcances permite, por un lado, describir fielmente Ia
competencia del laboratorio, y por otro garantiza que se lleva a cabo una evaluacién de su
competencia cada vez que éste desea incorporar un nuevo ensayo en su alcance.

No obstante, se ha visto la necesidad de establecer mecanismos que permitan que, en
determinadas circunstancias, los laboratorios puedan incluir nuevos ensayos en su alcance,
sobre la base de que se haya evaluado su competencia no solo para realizar ensayos de
acuerdo a un procedimiento previamente evaluado, sino también para desarrollar y validar
dichos procedimientos de acuerdo a un sistema preestablecido. El documento de ENAC, NT —
18 de “Laboratorios de Ensayo: Acreditacidn para Categorias de Ensayo” establece los
requisitos para la acreditacidn por alcance flexible. En él, se establecen los requisitos para que
el laboratorio pueda asumir la responsabilidad de la gestion de parte de su alcance de
acreditacion y de utilizar métodos de ensayo concretos, validados y adecuados al uso, sin
necesidad de una evaluacién previa por parte de ENAC de dicho método.

La obtencidn de este tipo de alcance va a requerir del laboratorio:

v" Un nivel de competencia técnica afiadida al necesario para disponer de un alcance por
ensayos, ya que debe demostrar, a priori, que es competente no solo para realizar
determinados ensayos sino para desarrollar y validar procedimientos de ensayo

Pagina 5 de 15




concretos en el momento, con las condiciones establecidas por un cliente y con las
restricciones establecidas en este procedimiento.
Una capacidad de gestién afiadida, que se concretara en extender su sistema de
gestidon para garantizar que en todo momento cada ensayo concreto se realiza
cumpliendo todos los requisitos de acreditacion.

Este modelo de acreditacién por alcance flexible (por categorias de ensayo) es solamente
aplicable a unidades técnicas de laboratorios de ensayo que hayan superado con éxito el
primer ciclo de acreditacion (cuatro afos).

Es necesario puntualizar sobre las siguientes definiciones:

o Ensayo: Un ensayo viene descrito por lo siguiente:
o Producto o material a ensayar (p.e. agua residual, acero, etc).
o Parametro a determinar (p.e. cobre disuelto, resiliencia, etc).
o Técnicas o método de medida (p.e. absorcién atémica, péndulo Charpy, etc).
o Los intervalos o capacidades de ensayo.
o Categoria de ensayo: un conjunto de ensayos realizados por una técnica o método de
ensayo comun para determinar un pardmetro o familia de parametros en un producto
o familia de productos.

Es de vital importancia aclarar que cuando un laboratorio solicita la acreditaciéon para una
categoria de ensayos, estd declarando su competencia técnica para desarrollar
procedimientos y realizar todos los ensayos concretos incluidos en la categoria.

La LEBA es un documento publico y controlado por el propio laboratorio en la que se incluyen
los ensayos para los que efectivamente estd acreditado el laboratorio dentro de cada
categoria. Esto significa que, si bien el Anexo Técnico indica una Categoria de Ensayos, en
realidad solamente estan amparados por la acreditacion los ensayos incluidos en la LEBA vy,
por tanto, solo estos pueden dar lugar a un informe acreditado.

4. REQUISITOS GENERALES RELATIVOS A LA COMPETENCIA DE LOS LABORATORIOS DE
ENSAYO

En el punto 1.5 del presente documento se detallan los requisitos de la Norma UNE-EN ISO/IEC
17025, no obstante de una manera esquematica podemos definir que un laboratorio
acreditado, es decir, un laboratorio que se considera competente es aquel que cumple con los
siguientes aspectos:

v' Dispone de métodos analiticos, procedimientos y especificaciones técnicamente
validas y validadas, documentados de acuerdo con los requisitos de la Norma.
Dispone de personal cualificado y formado con elevado grado de conocimientos
técnicos acorde con los niveles correspondientes de la autoridad.
Dispone de equipos con programas de mantenimiento, verificacidn y calibracion.
Dispone de instalaciones y control medio ambiental adecuado.
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Dispone de procedimientos y especificaciones que garantizan resultados exactos y
fiables.

Implementa mejora continua en la gestidn de analisis y calidad.

Evalla y aplica medidas correctivas, acciones de mejora y establece riesgos vy
oportunidades.

Evalua con exactitud y controla la incertidumbre de sus medidas.

Demuestra la competencia de los métodos analiticos utilizados con la participacion en
Ensayos de intercomparacion.

Ademads, dentro del ambito de Sanidad debemos hacer mencién a la CEA-ENAC-22 de
“Laboratorio de ensayos en el dmbito de la Sanidad Animal: Directrices para la acreditacion”.

El objetivo de este documento es establecer los criterios para la acreditacion de los
laboratorios que realizan ensayos en el ambito de la Sanidad Animal (ej. inmunoldgicos,
basados en biologia molecular, etc.).

En este documento se establece una diferenciacién entre los métodos de ensayo atendiendo
al nivel de confianza que aportany que, por tanto, marcaran el nivel de actividades adicionales
gue ENAC requerira en relacion la demostraciéon de su validez:

1. Métodos de referencia (Tipo I). Son métodos que gozan de reconocimiento nacional o
internacional y son ampliamente aceptados. Entre los métodos de referencia se encuentran
los publicados en legislacién, normas internacionales o nacionales elaboradas por los
Organismos de Normalizaciéon o por Organizaciones Técnicas reconocidas (ej. OIE, EFSA,
laboratorios nacionales o comunitarios de referencia, etc.).

2. Métodos basados en métodos de referencia (Tipo Il). Métodos descritos en procedimientos
internos del laboratorio, que estan basados en métodos de referencia y que no suponen una
modificacion técnica respecto del método de referencia que ponga en cuestion su validez
técnica. Deben mantenerse actualizados en relacién con el método de referencia en que se
basan.

3. Otros métodos (Tipo lllI). Son aquellos métodos desarrollados por el propio laboratorio o
por cualquier otra parte y que no disponen del reconocimiento de los métodos de referencia.
Deben contar con suficientes garantias de validez basadas en la disponibilidad de la
informacién necesaria sobre sus caracteristicas de funcionamiento, que permitan valorar si
son adecuados al uso previsto.

En lo referente a las caracteristicas de funcionamiento de los métodos, y en concreto a la
validacion se establece la siguiente diferenciacion:

Los Métodos de referencia (Tipo 1) y los Métodos basados en métodos de referencia (Tipo Il)
no requieren de una validacidn completa si una Verificacion Interna del método. Para los
considerados Otros métodos (Tipo lll, desarrollados por el laboratorio o por cualquier otra
parte), el laboratorio debe disponer de evidencias completas de que dichos métodos han sido
adecuadamente validados de acuerdo a estandares reconocidos, asi como de toda la
informacidn sobre el trabajo experimental realizado para la validacion del método.
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El aseguramiento de la calidad debe ser tanto interno como externo y puede aplicarse de
diferentes formas:

CONTROL INTERNO

Las actividades de control interno que se recomiendan para asegurar la calidad de los
resultados son las siguientes:

- Control de las condiciones de trabajo: proporciona informacion sobre la buena practica
en la realizacién de los ensayos (ej. control de equipos, control de reactivos etc) y sobre la
posible contaminacion en algun punto del procedimiento (ej. muestras blanco, control de
arrastre en métodos automatizados, etc).

- Anadlisis de muestra/s por duplicado: evaluando la eventual discrepancia de resultados.

- Uso regular de muestras de control de calidad interno de valor conocido: se utilizaran
muestras control positivas y negativas y en las mismas condiciones que las muestras
problema.

CONTROL EXTERNO (intercomparaciones)

La participacién en intercomparaciones permite que el laboratorio pueda demostrar que se
mantiene dentro de los criterios de aceptacién definidos por normas, reglamentos o por
laboratorios nacionales/internacionales de referencia.

Es necesario participar en intercomparaciones con una periodicidad de al menos 2 aihos para
cada enfermedad. En caso de que se disponga de mas de una técnica por enfermedad, debe
garantizarse que se cubre la participaciéon en todas las técnicas en el periodo entre re-
evaluaciones.

Si para alguna técnica acreditada no existen intercomparaciones organizadas a nivel nacional
ni internacional, se deberan ampliar los controles internos y/o trabajar con muestras ciegas
recibidas de otro laboratorio.

5. NORMA UNE-EN ISO/IEC 17025

Los antecedentes de la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 se remontan al afio 2000, cuando se
publica por primera vez, fruto de la integracién de la Guia ISO/IEC 25 Requisitos generales para
la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion y la Norma Europea EN 45001
Criterios generales para el funcionamiento de los laboratorios de ensayo.

La Norma se actualizo en 2005, siendo en 2017 la publicacion de la que actualmente estd en
vigor. La nueva version se estructura en 8 puntos y 2 anexos de la siguiente manera:

e Punto 1 de Objeto y campo de aplicacion, establece el alcance de aplicacion a las
organizaciones que desarrollan actividades de laboratorio, salvo algunos detalles
menores y modificaciones en la redaccién (quedd mds sintético), es muy similar al de la
version anterior.

e Punto 2 de Referencias normativas.
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Punto 3 de Términos y definiciones, algunas son imparcialidad, quejas, comparacién
interlaboratorio, método y validacion.

Punto 4 de Requisitos Generales: establece la imparcialidad y la confidencialidad. Si
bien estos puntos se mencionan en varias ocasiones en la versidn anterior, aqui se les
dedicd una seccidn completa. Son puntos sumamente importantes para un laboratorio
libre de intereses ajenos a la propia actividad técnica.

4.1 imparcialidad: Las actividades del Laboratorio deben llevarse a cabo de manera
imparcial y estructurada. El Laboratorio debe identificar los riesgos a su imparcialidad
de forma continua. Esto debe incluir aquellos riesgos que surgen de sus actividades o de
sus relaciones, o de las relaciones de su personal. Ademas, debe tener la capacidad de
demostrar cdmo se elimina o se minimiza ese riesgo.

4.2 confidencialidad: El Laboratorio debe ser responsable, por medio de acuerdos
legalmente ejecutables, de la gestion de toda la informacidn obtenida o creada durante
la realizacion de actividades del laboratorio. La informacion acerca del cliente, debe ser
confidencial entre el cliente y el laboratorio. Ademas, el laboratorio debe mantener la
confidencialidad de toda la informacién obtenida o creada durante la realizacién de las
actividades del laboratorio, excepto lo requerido por ley.

Punto 5 de Requisitos relativos a la estructura: Aqui se define cémo debe estar
organizado el laboratorio y cdmo debe interactuar con el entorno. El Laboratorio debe
ser una entidad legar o parte definida de una entidad lega, que es responsable
legalmente de sus actividades de laboratorio. Debe identificar el personal de la direccién
que tiene la responsabilidad general del laboratorio y debe definir y documentar el

alcance de las actividades de laboratorio que cumplen con el documento ISO/IEC 17025.
Debe definir la organizacion y la estructura de gestion, documentar sus procedimientos,
contar con personal que tengan la autoridad y los recursos necesarios para implementar
y mantener el sistema de gestidn, identificar las desviaciones del sistema de gestion,
asegurar la eficacia de las actividades, etc.

Punto 6 de Requisitos relativos a los recursos: define los requerimientos para
establecer procedimientos y metodologias destinados a gestionar y controlar:

6.2 personal: se debe contar con personal competente para el manejo de equipos y
realizacion de los ensayos, evaluacién de resultados, aprobacion de informes vy
certificados de calibracidn. Plantear en un Plan de formacién anual todas las
necesidades detectadas.

6.3 instalaciones y condiciones ambientales: es fundamental para la correcta realizacion
de los ensayos y calibraciones que se realicen en unas condiciones ambientales de luz,
humedad, fuente de energia que permita realizarlos de un modo adecuado. Las
instalaciones y las condiciones ambientales deben ser adecuadas para las actividades
del laboratorio y no deben afectar adversamente a la validez de los resultados. El
laboratorio debe realizar el seguimiento, controlar y registrar las condiciones
ambientales de acuerdo con las especificaciones, lo métodos o procedimientos
pertinentes, o cuando influyen en la validez de los resultados.

6.4 equipamiento: el Laboratorio debe tener acceso al equipamiento (incluidos pero sin
limitarse a, instrumentos de medicidn, software, patrones de medicidn, materiales de
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referencia, datos de referencia, reactivos, consumibles o aparatos auxiliares) que se
requieren para el correcto desempeiio de las actividades de laboratorio y que pueden
influir en los resultados. Los equipos deben asegurar la fiabilidad de los resultados que
producen por lo que deben ser sometidos a planes de mantenimiento, verificacién y
calibracion. El equipo de medicién debe ser calibrado cuando la exactitud o la
incertidumbre de medicion afectan a la validez de los resultados informados y/o se
requiere la calibracién del equipo para establecer la trazabilidad metroldgica de los
resultados informados.

6.4 trazabilidad metroldgica: el Laboratorio debe establecer la trazabilidad metroldgica
de los resultados de sus mediciones por medio de una cadena ininterrumpida y
documentada de calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la incertidumbre de
medicidn, vinculdndolos con la referencia apropiada. Se debe asegurar que los
resultados de las mediciones sean trazables al Sistema Internacional de Unidades, dicha
trazabilidad se obtiene mediante el uso de patrones de referencia para la calibracion de
los equipos implicados en los ensayos.

6.6 productos y servicios suministrados externamente: el Laboratorio debe asegurarse
de que los productos y servicios suministrados externamente, que afectan a las
actividades del laboratorio, sean adecuados. Se debe realizar una seleccién y evaluacién
de proveedores y subcontratistas en base a la calidad de sus servicios, organizando las
compras, la recepcién de los pedidos y asegurando que se reciben en las condiciones
Optimas.

Punto 7 de Requisitos del proceso: define los requerimientos para establecer

procedimientos y metodologias destinados a gestionar y controlar:

7.1 Revisién de solicitudes, ofertas y contratos: el Laboratorio debe contar con un
procedimiento para la revisidn de solicitudes, ofertas y contratos asegurando que los
requisitos se definan, documenten y comprendan adecuadamente. El Laboratorio debe
informar al cliente cuando el método solicitado por éste se considere inapropiado o
desactualizado.

7.2 Selecciodn, verificacion de validacion de los métodos: El Laboratorio debe usar
métodos y procedimientos apropiados para todas las actividades de laboratorio v,
cuando sea apropiado, para la evaluacidn de la incertidumbre de medicién, asi como
también las técnicas estadisticas para el andlisis de datos. Es fundamental el empleo de
métodos validados (normalizados, aprobados por comunidad cientifica) y en caso de
utilizar métodos no normalizados, deben ser acordados por el cliente. Ademas el
Laboratorio debe asegurase que se utiliza la uUltima version vigente de un método, a
menos que no sea apropiado o posible. Respecto a la validacién de los métodos, es
fundamental que todos los ensayos susceptibles de acreditacidon estén validados. La
validacién debe ser tan amplia como sea necesaria para satisfacer las necesidades de la
aplicacidon o del campo de aplicacion dados. Cabe resefiar, que cuando se hacen cambios
a un método validado, se debe determinar la influencia de estos cambios, y cuando se
encuentre que éstos afectan la validacion inicial, se debe realizar una nueva validacién
del método. El laboratorio debe conservar los registros de validacién (procedimiento de
validaciéon utilizado, especificaciones de los requisitos, determinacién de las
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caracteristicas del desempefio del método, los resultados y una declaracién de la validez
del método).

7.3 Muestreo: el Laboratorio debe tener un plan y un método muestreo cuando realiza
el muestreo de sustancias, material o productos para el subsiguiente ensayo o
calibracion.

7.4 Manipulacion de los items de ensayo o calibracidon: se debe contar con un
procedimiento para el transporte, recepcién, manipulacién, proteccidn,
almacenamiento, conservacién y disposicion o devolucién de los items de ensayo o
calibracion.

7.5 Registros técnicos: el Laboratorio debe asegurar que los registros técnicos para cada
actividad de laboratorio contengan los resultados, el informe y la informacidn suficiente
para facilitar, si es posible, la identificacion de los factores que afectan al resultado de
la medicion y su incertidumbre de medicién asociada y posibiliten la repeticion de la
actividad del laboratorio en condiciones lo mas cercanas posibles a las originales. Los
registros técnicos deben incluir la fecha y la identidad del personal responsable de cada
actividad del laboratorio y de comprobar los datos y los resultados. Las observaciones,
los datos y los calculos originales se deben registrar en el momento en que se haceny
deben identificarse con la tarea especifica. El Laboratorio debe asegurar que las
modificaciones a los registros técnicos pueden ser trazables a las versiones anteriores o
a las observaciones originales. Se deben conversar tanto los datos y archivos originales
como los modificados, incluida la fecha de correccién, una indicacién de los aspectos
corregidos y el personal responsable de las correcciones.

7.6 Evaluacion de la incertidumbre de medicidn: Los laboratorios deben identificar las
contribuciones a la incertidumbre de medicion. Cuando se evaluia la incertidumbre de
medicion, se deben tener en cuenta todas las contribuciones que son significativas,
incluidas aquellas que surgen del muestreo, utilizacién los métodos apropiados de
analisis. Se debe evaluar la incertidumbre de medicién. Cuando se evalia la
incertidumbre de medicidn, se deben tener en cuenta todas para todas las calibraciones.

7.7 Aseguramiento de la validez de los resultados: El Laboratorio debe contar con un
procedimiento para hacer seguimiento de la validez de los resultados. Los datos
resultantes se deben registrar de manera que las tendencias sean detectables y cuando
sea posible, se deben aplicar técnicas estadisticas para la revisidn de los resultados. Este
seguimiento se debe planificar y revisar y debe incluir, cuando sea apropiado pero sin
limitarse a:
o Uso de materiales de referencia,
o Uso de instrumentos alternativos que han sido calibrados para obtener
resultados trazables,
Comprobaciones funcionales del equipamiento de ensayo y de medicidn,
Uso de patrones de verificacién o patrones de trabajo con graficos de control,
Comprobaciones intermedias en los equipos de medicidn,
Repeticién del ensayo o calibracion usando los mismos métodos o métodos
diferentes,
Reensayo o recalibracion de los items conservados,
Correlacidon de resultados para diferentes caracteristicas de un item,
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o Revision de resultados informados,

o Comparaciones intralaboratorio

o Ensayos de muestras ciegas.
Ademas, el laboratorio debe hacer seguimiento de su desempefio mediante
comparacion con los resultados de otros laboratorios, cuando estén disponibles y sean
apropiados. Este seguimiento se debe planificar y revisar y debe incluir, pero lo limitarse
a, una o ambas de las siguientes: participacion en ensayos de aptitud y participacion en
comparaciones interlaboratroio diferentes de ensayos de aptitud.

Para aquellos casos de validacién de categorias de ensayo (NT-18) cabe resefiar que el
laboratorio establecerd una estrategia sobre validaciones adecuada a la extensién y
naturaleza técnica de la categoria de ensayos para la que solicite la acreditacion.

7.8 Informe de resultados: Los resultados se deben revisar y autorizar antes de su
liberacion. Se deben suministrar de manera exacta, clara, inequivoca y obijetiva,
usualmente en un informe que debe incluir toda la informacion acordada con el cliente
y la necesaria para la interpretacion de resultados y toda la informacion exigida en el
método utilizado. Todos los informes se deben conservar como registros técnicos. Cada
informe debe incluir al menos la siguiente informacidn:

o Titulo del informe (p.ej. “Informe del Analisis”).

o Nombre y direccion del laboratorio

o Lugar de realizacién del ensayo cuando éste no se haya efectuado en las

instalaciones permanentes del laboratorio.

Identificacion Unica de que todos sus componentes se reconocen como una
parte de un informe completo y una clara identificacion del final

Nombre y direccidn del remitente o contacto del cliente.

Identificacidn de cualquier método o procedimiento de ensayo que haya sido
utilizado.

Descripcion e identificacién inequivoca y, cuando sea necesario, la condicién
del item.

La fecha de recepcion de los items de calibracién o ensayo, y la fecha del
muestreo, cunado esto sea critico para la validez y aplicacion de los
resultados.

Las fechas de ejecucidn de la actividad.

La fecha de emision del informe.

La referencia al plan y métodos de muestreo usados por el laboratorio u otros
organismos, cuando sean pertinentes para la validez o aplicacion de los
resultados.

Una declaracién acerca de que los resultados se relacionan solamente con
los items sometidos a ensayo, calibracidon o muestreo.

Los resultados con las unidades de medicidn, cuando sea apropiado.

Las adiciones, desviaciones o exclusiones del método.

La identificacion de las personas que autorizan el informe.

Una identificacién clara cuando los resultados provengan de proveedores
externos.
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Identificacidn de informacion facilitada por el remitente con la consiguiente
descarga de responsabilidad.

Declaracién expresa de confidencialidad de los datos

Logo de la marca ENAC en los informes que incluyan técnicas acreditadas.

Requisitos especificos para los informes de ensayo:
o Informacidn sobre las condiciones especificas del ensayo, tales como las
condiciones ambientales.
Declaracién de conformidad con los requisitos o especificaciones cuando sea
pertinente.
Cuando sea aplicable, la incertidumbre de medicién presentada en la misma
unidad que el mensurando o en un término relativo al mensurando cuando:
= sea pertinente a la validez o aplicacion de los resultados de ensayo
» unainstruccién del cliente que lo requiera
» |aincertidumbre de medicion afecte a la conformidad con un limite
de especificacion.
Opiniones e interpretaciones cuando sea apropiado.
Cualquier otra informacidon requerida por métodos especificos o por
solicitantes

Requisitos especificos para los certificados de calibracion:

o La incertidumbre de medicidn del resultado de medicién presentado en la
misma unidad que la de la unidad del mensurando o en un término relativo
a dicha unidad (por ejemplo %).
Las condiciones en las que se hicieron las calibraciones, que influyen en los
resultados de medicidn.
Una identificacion que identifiqgue cédmo las mediciones son trazables
metroldgicamente
Los resultados antes y después de cualquier ajuste o reparacidn, si estan
disponibles,
Cuando sea pertinente, una declaracion de conformidad con los requisitos o
especificaciones
Cuando sea apropiado, opiniones e interpretaciones.

En lo que se refiere a la informacion sobre opiniones e interpretaciones, cuando se
expresen opiniones e interpretaciones, el Laboratorio de que solo el personal autorizado
para expresar opiniones e interpretaciones libere la declaracidn respectiva.

Cuando se necesite cambiar, corregir o emitir nuevamente un informe ya emitido,
cualquier cambio en la informacion debe estar identificado claramente, y cuando sea

apropiado, se debe incluir la razén del cambio.

7.9 Quejas: El Laboratorio debe contar con un proceso documentado para recibir,
evaluar y tomar decisiones acerca de las quejas. El tratamiento debe incluir una
descripcidn del proceso de recepcién, validacién, investigacion de la queja y decisidon
sobre las acciones a tomar para darles respuesta.
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e 7.10 Trabajo no conforme: El Laboratorio debe contar con un procedimiento que se

debe implementar cuando cualquier aspecto de sus actividades de laboratorio o de los
resultados de este trabajo no cumplan con sus propios procedimientos o con los
requisitos acordados con el cliente.
7.11 Control de los datos y gestion de la informacién: El Laboratorio debe tener acceso
a los datos y a la informacién necesaria para llevar a cabo las actividades de laboratorio.
Punto 8 de Requisitos del sistema de gestidn: En este punto aparece la gran diferencia
con la versidn anterior, algo muy interesante. La Norma permite dos alternativas, en
funcion de la actividad del Laboratorio. Una Opcidn A y una opcidén B estan disponibles.
Para cumplimentar con la ISO/IEC 17025 nueva version debemos:

o Opcidn A: Cumplir los requisitos de gestidn indicados explicitamente tales
como: Control de documentos y registros, deben existir procedimientos para
controlar los documentos internos, externos y conservados en soporte
informatico. Es fundamental la actualizacién y control de la distribucién para
garantizar que el sistema utilizado esta en vigor y que todo el personal actia
de acuerdo a los que estan aprobados, asi como el control de los documentos
obsoletos. Por otro lado es importante modificar los procedimientos a
medida que se producen cambios en la organizacidn, legislacién o se
introducen cambios. En lo referente a la mejora, concepto nuevo que viene
a asemejar a las acciones preventivas, se deben identificar y planificar todas
aquellas acciones enfocadas a perseguir la mejora continua del sistema.
Determina acciones para abordar riesgos y oportunidades asociados con las
actividades del laboratorio para asegurar que el sistema de gestidn logre sus
resultados previstos. Un sistema para estimar las acciones correctivas con
objeto de eliminar la fuente de No Conformidades y evitar que se repitan.
Realizacion de auditoria internas a intervalos planificados. Realizar revisiones
por la direccidn a intervalos planificados con el fin de asegurar su
conveniencia, adecuacion y eficacia.

Opcion B: Contar con un sistema de gestidon de la calidad existente bajo ISO
9001, lo que nos exceptua de verificarlo en ISO 17025, ya que se supone que
con I1SO 9001 ya se contemplan dichos requerimientos

El Anexo A hace mencidn a la trazabilidad metrolégica y el Anexo B a las opciones de
sistemas de gestion.
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1. INTRODUCCION

No se puede pasar un solo dia en nuestro planeta sin ejercer un impacto sobre el medio
ambiente. Lo que cada individuo hace, marca una diferencia y estd en nuestra mano decidir
qué tipo de diferencia queremos marcar. Esta reflexién de Jane Goodall, antropdloga y
mensajera de la paz de la ONU, invita a pensar sobre las consecuencias, negativas o positivas,
gue puede tener la actividad empresarial para el entorno.

A partir de la aparicion en los afios 80 de los referentes Normativos orientados al disefio e
implantacion de los sistemas de aseguramiento y gestidn de la calidad, surge la necesidad de
desarrollar paralelamente, modelos normativos que aseguren la gestidn de los aspectos
medioambientales de las organizaciones, como una de las formas basicas de consolidar la
competitividad de las organizaciones, a través, entre otros elementos, de la internalizacién de
los costes medioambientales derivados de sus actividades.

Mas tarde, a partir de los afios 90, con la aparicion de Reglamentos Europeos de gestion
medioambiental y posteriormente, la aparicién de las Normas ISO (International Standard
Organization) de gestién medioambiental, asi como los esquemas de acreditacién vy
certificacién basados en estas normas, han constituido el referente tanto a nivel europeo
como mundial.

2. SISTEMAS DE GESTION AMBIENTAL.

Actualmente se dispone a nivel internacional de dos modelos de Sistemas de Gestidn
Medioambiental, que constituyen un conjunto de estdndares que proporcionan a las
organizaciones, un sistema para la gestidn de los aspectos medioambientales asociados a sus
actividades y procesos y, que pueden ser reconocidos (certificados o verificados) por
organismos independientes:

- Las llamadas Normas de la serie ISO 14000 constituyen el modelo internacional de
referencia mas utilizado para el disefio y la implantacién de SGA aplicable a organizaciones
industriales y de servicio. Dentro de esta serie encontramos ISO 14001 "Sistemas de Gestién
Medioambiental. Requisitos con orientacién para su uso"

- Otro referente normativo surgido a nivel europeo y conocido bajo las siglas EMAS:
Enviroment Management and Audit System; Reglamento (CE) n? 1221/2009 del Parlamento
Europeo y del Consejo de 25 de noviembre de 2009 relativo a la participacién voluntaria de
organizaciones en un sistema comunitario de gestion y auditoria medioambientales. Las
organizaciones que deseen ser incluidas en el registro europeo EMAS deben realizar un
analisis medioambiental inicial de sus actividades con el contenido minimo especificado en el
anexo | del Reglamento. Después, en funcion de los resultados obtenidos en dicho andlisis,
aplicar un sistema de gestion basado en ISO 14001, realizar una auditoria interna y una
declaracion ambiental con los contenidos conforme a los requisitos que se establecen en el
propio reglamento.
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En ambos casos son modelos que las organizaciones adoptan de forma voluntaria y en el
momento que se requiera demostrar su cumplimiento deberan contar con el reconocimiento
de una organizacién independiente que certifique o verifique el sistema de gestion adoptado.

El objetivo de un Sistema de Gestidn Ambiental es proporcionar a las organizaciones un marco
de referencia para proteger el medio ambiente y responder a las condiciones ambientales
cambiantes, en equilibrio con las necesidades socioecondmicas.

3. LA NORMA UNE-EN ISO 14001

Sin duda alguna, la Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO) marcé la diferencia en
el ano 1996 cuando publicé la norma ISO 14001. Desde entonces, este documento ha
constituido un modelo de referencia a nivel internacional para las organizaciones que
pretenden gestionar de una manera sistemadtica sus aspectos ambientales desde el
compromiso del cumplimiento de la legislacién, de la prevencién de la contaminacidon y de la
mejora continua de su comportamiento ambiental.

En Espafia, a través de la Asociacidén Espafiola de Normalizacion (UNE), se publica la norma en
espafiol como Norma UNE-EN ISO 14001.

La primera publicacidon de la Norma fue en 1996, y en 2004 se publicdé una segunda version
del documento. A pesar de que no supuso un cambio significativo en el contenido del
documento, se introdujeron algunas novedades que trataban de dar respuesta a un gran

numero de organizaciones que ya tenian implantadas otras normas ISO, en concreto, la ISO
9001 de sistemas de gestion de la calidad, de manera que se potencidé su alineamiento
facilitando la integracidon de ambos sistemas gestion

El segundo proceso de revisién, que se inicié en el aino 2012, ha dado como resultado la tercera
versidn de la ISO 14001, publicada en septiembre de 2015.

Cabe resenar la adopcidn de la estructura de alto nivel en la elaboracidn de la versién del 2015
lo que ha constituido el punto de inflexiéon a la hora de entender e implantar la nueva I1SO
14001. ¢ Qué es la estructura de alto nivel (HLS)? Mismo enfoque, misma terminologia, mismo
texto comun para las normas de sistemas de gestidon de ISO. Es decir, es la hoja de ruta que
deberdn utilizar todos los comités técnicos de ISO para elaborar y revisar normas de sistemas
de gestidn, independientemente de su dmbito de aplicacién (calidad, medio ambiente,
energia, seguridad y salud laboral, alimentacidn, etc.).

Este modelo, ciclo Deming, asegura la compatibilidad del modelo PHVA (planificar, hacer,
verificar y actuar) de la ISO 14001 con el modelo de gestién por procesos de la ISO 9001.

Planificar: establecer los objetivos ambientales y los procesos necesarios para generar
y proporcionar resultados de acuerdo con la politica ambiental de la organizacién
Hacer: Implementar los procesos segun lo planificado

Verificar: Hacer el seguimiento y medir los procesos respecto a la politica ambiental,
incluidos sus compromisos, objetivos ambientales y criterios operacionales e informar
de sus resultados.
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- Actuar: emprender acciones para mejorar continuamente

De esta forma, la adopcién de la HLS mejora el alineamiento de las normas de sistemas de
gestidn para facilitar su integracién y ayudar a las organizaciones, de cualquier indole, tamafio,
ubicacién geografica, su implantacion y certificacidn, lo que, entre otras ventajas, aporta valor
afadido y reduce costes.

La Norma UNE-EN ISO 14001:2015, de “Sistema de gestién ambiental. Requisitos con
orientacién para su uso” especifica los requisitos de un Sistema de Gestion Ambiental que
permita a las organizaciones desarrollar e implementar una politica y unos objetivos que
tengan en cuenta los requisitos legales y la informacién sobre los aspectos ambientales
significativos, para mejorar su desempefio ambiental.

El objetivo global de la Norma es apoyar la proteccion ambiental y la prevencién de la
contaminacién en equilibrio con las necesidades socioecondmicas de una forma que sea facil
de integrar con otros sistemas de gestion y con los procesos de negocio de la organizacion.

Los requisitos de la Norma se establecen en 10 puntos, que son:

Prélogo

Prélogo de la version en espafiol

0 Introduccion

1 Objeto y campo de aplicacién

2 Referencias normativas

3 Términos y definiciones

3.1 Términos relacionados con organizacién y liderazgo

3.2 Términos relacionados con planificacién

3.3 Términos relacionados con soporte y operacion

3.4 Términos relacionados con la evaluacion del desempefio y con la mejora
4 Contexto de la organizacion

4.1 Comprension de la organizacion y de su contexto

4.2 Comprension de las necesidades y expectativas de las partes interesadas
4.3 Determinacién del alcance del sistema de gestién ambiental
4.4 Sistema de gestion ambiental

5 Liderazgo

5.1 Liderazgo y compromiso

5.2 Politica ambiental

5.3 Roles, responsabilidades y autoridades en la organizacion

6 Planificacién

6.1 Acciones para abordar riesgos y oportunidades

6.1.1 Generalidades

6.1.2 Aspectos ambientales

6.1.3 Requisitos legales y otros requisitos

6.1.4 Planificacion de acciones

6.2 Objetivos ambientales y planificacion para lograrlos

6.2.1 Objetivos ambientales

6.2.2 Planificacion de acciones para lograr los objetivos ambientales
7 Apoyo
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7.1 Recursos

7.2 Competencia

7.3 Toma de conciencia

7.4 Comunicacién

7.4.1 Generalidades

7.4.2 Comunicacién interna

7.4.3 Comunicacién externa

7.5 Informacién documentada

7.5.1 Generalidades

7.5.2 Creacion y actualizacién

7.5.3 Control de la informacion documentada
8 Operacion

8.1 Planificacidon y control operacional

8.2 Preparacion y respuesta ante emergencias
9 Evaluacion del desempeiio

9.1 Seguimiento, medicién, andlisis y evaluacion
9.1.1 Generalidades

9.1.2 Evaluacion del cumplimiento

9.2 Auditoria interna

9.2.1 Generalidades

9.2.2 Programa de auditoria interna

9.3 Revisidn por la direcciéon

10 Mejora

10.1 Generalidades

10.2 No conformidad y accién correctiva

10.3 Mejora continua

Anexo A (Informativo) Orientaciones para el uso de esta Norma Internacional
Anexo B (Informativo) Correspondencia entre ISO 14001:2015 e ISO 14001:2004 44

4. REQUISITOS APLICABLES EN EL LABORATORIO

En un laboratorio de sanidad y genética animal, en el que se desarrollan diversas actividades
con agentes biolégicos, quimicos peligrosos, OMG, etc. y que pueden ser fuente potencial de
enfermedades animales y contaminacién del medio ambiente por su presencia, incluidas las
zoonoticas, la toma en consideracién del medio ambiente puede tener especial relevancia en
la estrategia de gestiéon ambiental.

Siguiendo la estructura de los requisitos de la Norma, se irdn explicando cada uno de ellos y
su aplicacion en el Laboratorio.

En lo referente a la estrategia de la organizacién, se da gran peso a lo que se denomina
“contexto de la organizacidn”, es decir, la organizacién debe examinar el contexto en el que
opera, sus alrededores, identificando los factores internos y externos que pueden ser
relevantes para su eficacia y lograr los resultados previstos. Como resultados principales que
se esperan de una implantacion de un SGA 14001 son, la mejora del desempefio ambiental, el
cumplimiento de los requisitos legales y el cumplimiento de objetivos de mejora.
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La finalidad del andlisis del contexto es alcanzar un nivel de conocimiento de las cuestiones
importantes para la organizacién que puedan afectar positiva o negativamente a la estrategia
y a la gestidn ambiental, para tenerlas en cuenta a la hora de disefiar el SGA y para planificar
la operacién y la mejora.

El contexto puede referirse a condiciones ambientales como la disponibilidad de recursos,
tales como la posibilidad de acceder a suministro de energias renovables, situacion politica ya
que puede afectar a la operativa de la organizacion imponiendo o sugiriendo determinados
comportamientos ambientales o establecimiento de determinadas politicas de desarrollo
econdmico; Un ejemplo seria la incorporacién de requisitos ambientales en la compra de
productos o servicios por parte del Laboratorio (limitar la compra de equipamiento con
distintivos ambientales, marcado triple A, etc.).

Sobre estas cuestiones la organizacién debe hacer un andlisis, la norma no establece un
método, por ejemplo se puede utilizar analisis DAFO: debilidades, amenazas, fortalezas y
oportunidades. Es una metodologia de estudio de la situacién de una organizacion, proceso,
proyecto, que analiza los factores internos (debilidades y fortalezas) y externos (amenazas y
oportunidades) que influyen en los resultados. Una vez establecidas estas cuestiones
mediante la construccidn de una matriz permite conocer las capacidades internas e identificar
desafios presentes y futuros a abordar por la organizacion, consolidando las fortalezas,
minimizando las debilidades, aprovechando las ventajas de las oportunidades, y eliminando o
reduciendo las amenazas.

Algunos ejemplos de planes de accién al considerar los factores del contexto en la estrategia
y la gestidn ambiental en un laboratorio podrian ser:

Disefio de ensayos de diagndstico de enfermedades animales con menor impacto para
el medio ambiente reduciendo o eliminado el uso de reactivos tdxicos y peligrosos y
sustituyéndolos por otros de menor impacto sin comprometer el aseguramiento de la
validez de los resultados.

Implementacidn de un programa de reduccion de las emisiones totales de CO;,
Implementacidn de un sistema de gestion para la eficiencia energética,

Por otro lado las organizaciones no operan de forma aislada, sino que interactiian con varios
elementos de su contexto. Las partes interesadas forman parte del contexto. Se define en la
norma como persona u organizacion que puede afectar, o verse afectada o percibirse afectada
por una decisidn o actividad. Con este concepto se ha pretendido introducir el concepto de
responsabilidad social que cada vez es mas demandado por distintas partes interesadas.

Al desempeiiar sus actividades, las organizaciones impactan en la sociedad a varios niveles,
econdmica, ambiental y social, a escala local y global. Partes interesadas pueden ser por
ejemplo proveedores, contratistas, ONG, grupos de presidn, medios de comunicacién,
personal interno de la organizacion, administraciones publicas, etc. Como resultado de la
identificacion de las partes interesadas y de la comunicacidn/relacion con ellos la organizacion
obtiene resultados utiles y ventajosos como mejor compresion del contexto, mejora de
practicas de gestion empresarial, fomentar la innovacién y el cambio incorporando mejoras
en los procesos, etc.
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Tras la identificacidn, se debe analizar sus necesidades y expectativas para que la organizacion
las tenga en cuenta en la gestion de sus responsabilidades ambientales, determinando
aquellas que se convertiran en requisito. Para ello se puede utilizar cuestionarios, reuniones,
acceso web, etc.

Cuando pensamos en las necesidades de la parte interesada, estamos hablando
necesariamente de todo lo que necesitan para ejecutar el proceso, de todo lo que es necesario
para su trabajo. Entonces, estamos hablando de recursos, materias primas, un lugar de trabajo
adecuado, cumplimiento de requisitos acordados en pedidos y contratos, comunicacién y
todo lo que desarrolla su proceso de produccién o de prestacion de un servicio.

Al hablar de las expectativas, nos estamos refiriendo a lo que la parte interesada espera de la
empresay lo que la empresa eligié entregar a la parte interesada. Podemos citar, por ejemplo,
como expectativas una remuneracion justa, incentivo a la calificacién de su puesto de trabajo,
posibilidades de crecimiento, y una serie de otros factores.

Una vez obtenida la informacidn de las partes interesadas, es conveniente responderles con
las acciones emprendidas que hayan repercutido de manera positiva en el medio ambiente.

La filosofia de la Norma da mayor peso que en las anteriores revisiones de la norma al
liderazgo, es decir, a la implicacion y el compromiso de la alta direccion como una parte
esencial para la implementacion de un SGA efectivo y capaz de alcanzar los resultados
esperados. Debe hacer visible su implicacion ante el resto de la organizaciéon y ante las partes
interesadas. El liderazgo del sistema implica la toma en consideracién del medio ambiente en
el momento de definir la estrategia y también la integracion de la gestion ambiental en los
procesos de negocios. Dentro de las responsabilidades que debe asumir la alta direccién se
encuentra definir y aprobar la politica ambiental y los objetivos que la desarrollan,
proporcionar recursos financieros, materiales y humanos requeridos, promover la mejora
continua, etc.

Un ejemplo de liderazgo aplicado en un laboratorio de sanidad y genética animal podria ser la
realizacion de un estudio de la contaminacién que provoca el uso de determinados
descontaminantes y desinfectantes y su sustitucidon por otros de menor impacto perjudicial
en el medio ambiente y sin comprometer la bioseguridad.

El nidcleo central de la nueva revisidon de la Norma ISO 14001 es las acciones para abordar
riesgos y oportunidades. Segiun esta nueva filosofia la organizacidn debe tener un
pensamiento basado en riesgos, esto significa que la organizacion debe pensar en cémo es su
interaccion con el medio ambiente, y si va originar una serie de amenazas (riesgo como
amenazas) que pueda ocasionar serios problemas ambientales. Del mismo modo, el
pensamiento debe estar basado en la blsqueda de la oportunidad de mejora ambiental y de
negocio (riesgo como oportunidad).

Se considera un requisito clave que al planificar el SGA, se debe considerar el resultado del
andlisis del contexto (incluyendo necesidades y expectativas) y el alcance del sistema de
gestion, de forma que determine los riesgos y las oportunidades relacionados con los aspectos

Pagina 8 de 14




ambientales, los requisitos legales y otras cuestiones derivadas del andlisis del contexto
econdmico, tecnolégico y social.

Esta valoracidén es de vital importancia para asegurar que el sistema de gestién alcanza los
resultados previstos, previniendo o reduciendo los efectos no deseados y logrando la mejora
continua. Tras la identificacidon se debe planificar las acciones necesarias para abordar los
riesgos y las oportunidades.

Para su mejor la compresién de estos conceptos se describe algunos ejemplos:

Ejemplo 1. Si el centro se encuentra alejado del centro urbano, se puede presuponer que los
trabajadores acudirdn en su coche individual, identificandose como riesgo la contaminacién
ambiental; como oportunidad se extrae la realizacién de campafias para el fomento de uso de
transporte publico o compartido.

Ejemplo 2. En la identificacién de requisitos legales, se determina que aplica al centro la Ley
10/1993, de 26 de octubre, de vertidos liquidos industriales al sistema integral de
saneamiento de la Comunidad de Madrid; se puede identificar como riesgo la superacion del
limite legal de los parametros definidos y sus limites en dicha ley debido a malas practicas de
laboratorio y adicién por la pila de sustancias no permitidas.

Ejemplo 3. Si la instalacién posee equipos de aire acondicionado o camaras de refrigeracién
con gases fluorados de efecto invernadero (el ya prohibido R22) se puede establecer como
oportunidad de mejora la sustitucion de estos equipos por gases de sustancias permitidas en

cumplimiento del Reglamento (UE) n2 517/2014 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16
de abril de 2014, sobre los gases fluorados de efecto invernadero y por el que se deroga el
Reglamento (CE) n2 842/2006.

Siguiendo con los requisitos de planificacidn, se deben identificar y evaluar los aspectos
ambientales de la organizacién, productos y servicios. Estos son los aspectos que se derivan
de las actividades que realiza la organizacién y que tienen un impacto en el medio ambiente,
ya sea beneficioso (como reciclado, mejora de un ecosistema: plantacién de arboles) o
perjudicial (como vertidos contaminantes, produccién de residuos, consumo de recursos
naturales). Hay que tener en cuenta que puede haber aspectos directos (que son aquellos
sobre los que la organizacién tiene una influencia directa un control) o indirecto (sobre los que
no se dispone control pero si una influencia como los clientes, proveedores). Tras una
evaluacidn en la que se tenga en cuenta pardmetros como la magnitud, la frecuencia del
aspecto, el grado de impacto que provoque y los sistemas que se disponga para su control y
contencidn se deben tener en cuenta aquellos que hayan resultado ser significativos o muy
significativos para el medio ambiente (ya sea perjudicial o beneficio) para la formulacion de
los objetivos del préximo ano.

La identificacion de los aspectos ambientales del LCV se llevara a cabo cuando se den algunas
de las siguientes circunstancias:

- Aparicion de nuevos requisitos legales y otros requisitos.
- Cambios en la operacidn/disefio de la actividad o proceso.
- Implantacién o cese de una actividad/proceso.
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- Modificaciones en la naturaleza de las materias/productos/sustancias utilizadas.
- Funcionamiento en condiciones anormales o situaciones de emergencia.
- Otras causas.

Ademas, se deben identificar y evaluar los requisitos legales y otros requisitos que la
organizacidn suscriba, relativos a los aspectos ambientales de la organizacién. Estos seran en
relacion a diferentes vectores como aguas, suelo, aire, seguridad industrial, prevencién de
riesgos laborales, etc. Se debe realizar una identificacidon de los requisitos legales y otros
requisitos, identificar las evidencias legislativas y realizar un seguimiento y control de la
evaluacién del cumplimiento legal. Un ejemplo dentro del laboratorio es la existencia de un
centro de transformacion de Alta Tension vy, tras el estudio de la normativa aplicable, se
identifica como requisito realizar una inspeccidn cada tres afios por un organismo de control
autorizado de la instalacion. El laboratorio deberd evidenciar que se ha realizado con éxito y
gue se cumple la periodicidad establecida, es decir, se realiza un seguimiento de la evaluacién
del cumplimiento legal.

Fomentar la planificacion ambiental a través del ciclo de vida del producto o servicio. El ciclo
de vida se define como un conjunto de etapas consecutivas e interrelacionadas de un
producto o servicio, desde la adquisicion de materias primas o la generacidn a partir de
recursos naturales hasta su disposicidn y eliminacién final.

Aunqgue no significa que deba realizarse un andlisis del ciclo de vida, si es importante
considerar una perspectiva de ciclo de vida en varios puntos de la implantacién de la norma,
por ejemplo al determinar los aspectos ambientales. Asi por ejemplo en un laboratorio de
sanidad y genética animal la actividad de realizacién de ensayos tiene asociado un impacto
ambiental negativo que es la segregacién de residuos peligrosos, dentro de ellos, los envases
vacios de reactivos de laboratorio. La perspectiva de ciclo de vida podria verse integrada
teniendo en cuenta el material de los envases de los reactivos con el fin de poder adquirir
aquellos que puedan ser gestionados con el menor impacto ambiental posible, de este modo,
los envases de plastico de reactivos peligrosos poder ser reciclados mientras que los envases
de reactivos peligrosos de vidrio son soterrados.

Por otro lado, es necesario evaluar el desempeio ambiental frente a la politica, los objetivos
y metas ambientales de la organizacidn y buscar mejoras donde sea apropiado. En este
sentido, es importante establecer indicadores de desempefio ambiental, (IDA) elegidos para
evaluacidn de la organizacion.

Los IDA aseguran una rapida evaluacion de las principales mejoras y de los puntos débiles en
la proteccién ambiental de la empresa cuantificdndolas y haciéndolas comparables afio tras
afno.

Asi, los IDA pueden cumplir diversas funciones:

llustrar mejoras ambientales en un andlisis de series temporales
Obtener reducciones en la contaminacién

Detectar potenciales de optimizacién

Obtener y perseguir objetivos y metas ambientales cuantificables
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Identificar oportunidades de mercado y potenciales de reduccién de costes
Evaluar el comportamiento en comparaciones entre empresas
Proporcionar datos esenciales para informes y declaraciones ambientales

Los IDA se pueden dividir en tres grandes grupos.

1. Indicadores de comportamiento ambiental, indicadores de materiales, consumos,
residuos, vertidos, emisiones, energia, infraestructura, etc. Se centran en la planificacion,
control y seguimiento del impacto ambiental.

2. Indicadores de gestién, reflejan las acciones organizativas que la Direccidn esta
emprendiendo para minimizar el impacto ambiental. Podria servir como ejemplo el nimeroy
resultados de las auditorias realizadas, la formacién de los trabajadores, evaluacién de
proveedores, etc. No reflejan el impacto ambiental, pero sirven como medidas de control
interno y de informacién.

3. Indicadores de situacidn ambiental describen la calidad del entorno ambiental, por ejemplo
la calidad del aire de la regidén, la contaminacidn acustica. Se deben determinar si la empresa
tiene una gran influencia en las condiciones ambientales locales.

Establecer un proceso para el logro de los objetivos y metas ambientales. Estos serdn
documentados, mensurables cuando sea factible, objeto de seguimiento y actualizacién y
serdn en todo caso coherentes con la politica establecida. Para establecer los objetivos y
metas se tendrd en cuenta entre otros factores:

Los riesgos y las oportunidades

Los compromisos establecidos en la politica de sistema integrado de gestion, tales
como prevencion de contaminacidn, mejora continua, etc.
Los aspectos ambientales significativos y muy significativos
Los requisitos legales y otros requisitos

Quejas y reclamaciones

Las opciones tecnoldgicas

Los requisitos financieros, operacionales y comerciales

La opinion de las partes interesadas

Los resultados de las ultimas auditorias

Los resultados de las uUltimas revisiones por la Direccién

Dentro del bloque apoyo, se establecen requisitos relacionados con los recursos, la
competencia, toma de conciencia, comunicaciones, entre otros. Es requisito para la
organizacién suministrar recursos apropiados y suficientes, incluida la formacién, para cumplir
con los requisitos legales y otros requisitos que la organizacion suscriba, y alcanzar los
objetivos y metas ambientales en forma constante.

En relacion al bloque de operacion, la planificacion y control operacional se refiere a todas
las medidas adoptadas para identificar, establecer, implementar y controlar los procesos
necesarios para satisfacer los requisitos del sistema de gestién asi como todas aquellas
operaciones y actividades, productos o servicios que se realizan, que se deben controlar y que
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estdn asociadas con los aspectos ambiéntales previamente identificados, asi como con los
requisitos legales. Algunas acciones y/o actividades objeto de control y evaluacién pueden ser:

Control y gestion de los distintos tipos de residuos generados en las instalaciones
Control de los vertidos liquidos

Control de la propagacioén de agentes infecciosos

Control de los bienes, equipamientos y servicios adquiridos

Control de las instalaciones y evaluacién del cumplimiento legal de requisitos (tales
como inspecciones reglamentarias por organismos de control autorizados)

Control y gestién de compras y contrataciones

Control y gestién de proveedores

Control y gestion del almacén

Ademas, se debe establecer una metodologia de preparacion y respuesta ante emergencias
para identificar y responder a incidentes, accidentes potenciales y situaciones de emergencia,
con el fin de prevenir y reducir los incidentes y accidentes que sobre las personas puedan
recaer y los impactos negativos sobre el medio ambiente que puedan suponer. Estos sucesos
pueden estar ocasionados por un incorrecto funcionamiento de los equipos e instalaciones de
forma puntual, un mal uso de los mismos por los trabajadores o cualquier otra circunstancia
desafortunada.

Se debe realizar una identificacion de peligros y evaluacion de riesgos de las instalaciones en
el que pueda verse afectado el medio ambiente. Los incidentes y accidentes que pueden
ocurrir pueden ser incendios, fugas, vertidos, etc.

Una vez identificados seran evaluados en funcién de su probabilidad de ocurrencia y la
gravedad de sus consecuencias, determinando para cada una de ellas las medidas preventivas
y de control que son precisas para prevenir su ocurrencia y minimizar sus consecuencias. En
ocasiones, estas situaciones pueden causar también un impacto sobre las personas, de
manera que se realizara conjuntamente la identificacidon de los peligros, evaluacién de los
riesgos y determinacion de controles.

En cuanto al bloque para la Evaluacidn del desempeiio, se incluyen diversos requisitos como,
seguimiento, medicion, andlisis y evaluacion, evaluacién del cumplimiento, auditoria interna
revision por la direccién, es decir todas aquellas herramientas que permiten comprobar la
eficacia del SGA implantado y la busqueda de la mejora continua. Cabe resefiar que los
procesos de auditoria deben ajustarse al alcance establecido y deben suplementarse con
otras especificas cuando se dé alguna de las siguientes circunstancias:

Cuando se introduzcan cambios significativos en el SGA, a fin de evaluar su impacto.
Cuando exista sospecha o se tenga certeza de que no se cumplen los requisitos
establecidos.

Cuando se requiera verificar la implantacién de acciones correctivas.

Los objetivos basicos a cubrir por un programa de auditorias son los siguientes:

- Verificar la implantacion del Sistema Gestion implantado.
- Controlar periddicamente su funcionamiento.
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- Evaluar la eficacia del Sistema.
- Detectar No Conformidades y acciones de mejora
- Controlar la correccion y cierre de No Conformidades del sistema.

Una No Conformidad es una desviacion de los requisitos de la Norma o aquellos establecidos
de manera interna por la organizacidn. Se debe establecer una sistemdtica que contemple la
deteccidn de trabajos no conformes y no conformidades, el analisis de causas y las propuestas
para subsanar, de forma eficaz, las causas que han originado la No Conformidad y evitar asi la
repeticién de la misma. Por ultimo se debe determinar su efectividad y decidir su cierre
cuando dichas acciones haya cumplido sus objetivos.

Como se ha mencionado anteriormente, la Norma sigue un modelo denominado ciclo Deming
enfocado hacia la mejora continua. Empleando las herramientas que nos provee la Norma en
cuanto a la identificacidon de riesgos y oportunidades, establecimiento de objetivos y metas
extraidos de la identificacion y evaluacién de aspectos ambientales, seguimiento y evaluacion
del desempefio, el laboratorio puede dirigirse hacia la mejora continua, liderada por la alta
direccién, teniendo en cuenta las partes interesadas y el contexto en el que se encuentra y
seguida y entendida por todo el personal.
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1. INTRODUCCION

El término certificacién hace referencia a la verificacion por parte de terceros del
cumplimiento de los requisitos establecidos, no obstante dichos requisitos no necesariamente
aseguran ni implican competencia técnica. El término acreditacion hace referencia al
cumplimiento de los requisitos establecidos en una norma lo que conlleva al reconocimiento
de competencia técnica por parte de terceros. La competencia técnica implica que el
Laboratorio dispone de métodos analiticos técnicamente validos y validados, que son
realizados por personal cualificado y operan en un entorno con control medioambiental
adecuados, equipos calibrados, evaltua y aplica medidas correctivas, evalia con exactitud y
controla la incertidumbre de sus medidas y demuestra la competencia de los métodos
analiticos utilizados por ejemplo con la participacidn en ensayos de intercomparacion.

La base del enfoque de las normas de certificaciéon (ISO 9001 e ISO 14001) y acreditacién
(ISO/IEC 17025) siguen un modelo de gestion dindmico que persigue la mejora continua y que
constan de 4 etapas: planificar, hacer, verificar y actuar (modelo PHVA) el cual se denomina
ciclo deming.

Planificar: establecer los objetivos y los procesos necesarios para generar y
proporcionar resultados de acuerdo con la politica de la organizacidn

Hacer: Implementar los procesos segun lo planificado

Verificar: Hacer el seguimiento y medir los procesos respecto a la politica, incluidos sus
compromisos, objetivos y criterios operacionales e informar de sus resultados.
Actuar: emprender acciones para mejorar continuamente

La etapa de verificar es aquella en la que se realizan los seguimientos y evaluaciones
necesarias para comprobar el estado del sistema. Las series de normas ISO de gestion ponen
énfasis en la importancia de las auditorias internas como una herramienta de gestion para el
seguimiento y la verificacion de la implementacién eficaz de la politica de la organizaciéon o
del Laboratorio.

El ciclo se cierra con el proceso de una auditoria externa en la que el Laboratorio recibe un
reconocimiento formal de su sistema de gestidn y de sus analisis mediante la verificacion por
parte de terceros. Podemos decir por tanto, que las auditorias son una parte esencial de las
actividades de evaluacion de la conformidad.

2. AUDITORIAS: CONCEPTO Y TIPOS

Definimos auditoria como el proceso de verificacidon sistematico, programado y documentado
para obtener y evaluar objetivamente evidencias que determinen si el sistema implantado se
ajusta a los criterios de auditoria. Los criterios de auditoria son el conjunto de politicas,
procedimientos o requisitos usados como referencia frente a la cual se comprara la evidencia
de la autoria. La evidencia de la auditoria son todos aquellos registros, declaraciones de
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hechos o cualquier otra informacién que es pertinente para los criterios de auditoria y que es
verificable.

Debemos diferenciar dos tipos de auditorias: internas y externas.

Auditorias externas: Llevadas a cabo por entidades acreditadoras o certificadoras. No
dependen de la organizacién, sino del organismo acreditador y/o certificador. Dichas
auditorias permiten mantener el certificado adquirido y las frecuencias y programa de las
mismas dependerd del organismo que expide dicho Certificado.

Auditorias internas: pueden ser realizadas por entidades certificadoras o incluso, por personal
del mismo centro pero siempre y cuando se asegure la objetividad e imparcialidad del proceso.
El Laboratorio debe planificar estos procesos periddicamente de acuerdo con un calendario y
procedimiento predeterminado. Para ello se desarrolla un programa de auditoria en el que se
debe definir los criterios de auditoria y el alcance de dicha auditoria.

Existen dos formas generales de realizar una auditoria que podemos describir de la siguiente
manera:

e Auditoria horizontal: La que incide especificamente sobre uno o varios elementos del
sistema de gestion, tales como la formacién de personal, equipos de medida y calibracién,
actividad de control de calidad, etc.

¢ Auditoria vertical: Es aquella en la que partiendo de un elemento del sistema se selecciona
al azar todos los elementos del sistema que estdn asociados, esto es, partiendo de la
evaluacién de un determinado ensayo, se evalla, el equipo, personal, material de referencia
involucrado en dicho ensayo, registros de ensayo, informe de resultados, etc.

Ademas, se pueden distinguir auditorias de adecuacién para la verificacién solamente de la
documentacidén del sistema de gestidn y auditoria de conformidad que es la verificacién “in
situ” sistema de gestidn para ver que cumple con la norma de referencia y con su
documentacion.

En funcion de su alcance, puede ser parcial verificando solo algunos elementos (documentacion,
registros, calibracion, aspectos ambientales, objetivos y metas, validaciones, etc.) del sistema de
gestién o global.

2.1 AUDITORIAS EXTERNAS

Como se ha comentado anteriormente son llevadas a cabo por entidades acreditadoras o
certificadoras.

Las auditorias externas de certificacidn, son llevadas a cabo por un organismo de certificacion
gue esta acreditado por el organismo nacional de acreditacién para llevar a cabo estas
evaluaciones. En ellas se manifiesta que una organizacién, producto, proceso o servicio,
cumple los requisitos definidos en unas normas o especificaciones técnicas. No son de caracter
obligatorio y sus requisitos no necesariamente aseguran ni implican competencia técnica.
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Como ejemplo de Normas de certificacién pueden ser, ISO 9001 o 14001. Algunas entidades
certificadoras pueden ser AENOR, GSC, Bureau Veritas, etc.

Las auditorias externas de acreditacidn, son llevadas a cabo por organismos evaluadores de la
conformidad e implican el reconocimiento de competencia técnica. Como ejemplo de Normas
de acreditacion pueden ser UNE-EN ISO/IEC 17025 o UNE-EN ISO 17034. A diferencia de las
entidades certificadoras, solamente existe una entidad para acreditar competencia técnica,
ENAC, Entidad Nacional de Acreditacion.

En cualquier caso es necesario fijar el alcance de la certificacion y/o acreditacion, es decir, si
el sistema de gestidn certificado o acreditado aplica al laboratorio entero o a una parte, si la
aplicacion de la acreditacidn es para una técnica, conjunto de técnicas, familias de ensayo,
etc. El alcance de acreditacidon describird de forma clara, precisa y sin ambigliedades las
actividades acreditadas, de forma que se proporcione una informacién concreta sobre la
competencia técnica demostrada.

Para solicitar la certificacién en base a una Norma de la serie ISO, dado que existen multitud
de entidades certificadoras, deberdn seguirse los requisitos para solicitud establecidos en
cada caso.

Para solicitar la acreditacién de ensayos en el caso de Laboratorios de sanidad y genética
animal, mediante la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025, se deberan seguir las indicaciones del
documento “Procedimiento de Acreditacion, PAC-ENAC”, en el que se describe el
procedimiento para la solicitud y obtencién de la acreditacién. El proceso de acreditacién
consta de las siguientes fases:

12 Solicitud de acreditacion

Mediante la cumplimentaciéon de un formulario de solicitud, se envia a ENAC una serie de
documentacién que servira para conocer las caracteristicas de la organizacién y el modo en el
que se llevan a cabo las actividades para las que solicita la acreditacion y para preparar
adecuadamente la evaluacién.

22 Evaluacion

Fase en la que ENAC designa al equipo auditor quien realizara el estudio documental previo y
las visitas de las auditoria como tal. La auditoria se desarrolla en 3 fases:

a. Reuniodn inicial
b. Desarrollo de la auditoria:
c. Reunion final

Posteriormente, el equipo auditor elaborard un informe con los resultados e informacion
recopilada durante el proceso de evaluacién que le sera enviado al solicitante. El informe
contendra las desviaciones (No Conformidades) encontradas que precisas de respuesta y
correccion.
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32 Respuesta del solicitante

En respuesta a los hallazgos de auditoria y expuestos en el informe de auditoria, el Laboratorio
deberd analizar las causas de las desviaciones que se hayan podido detectar, revisar la
repercusién que pueden tener en el resto de actividades relacionadas y remitir a ENAC un plan
de acciones correctivas (PAC) en un plazo determinado en la Nota Operativa NO-11 de ENAC.
En dicho PAC se aportardn evidencias que demuestren que han recibido el tratamiento
adecuado para su resolucion.

42 Decision de Acreditacion

Las decisiones de acreditacién son tomadas por un drgano denominado Comisién de
Acreditacién formado por personal técnico de ENAC independiente del que ha tomado parte
en el proceso de evaluacién.

Para conceder o mantener la acreditacién, la Comision de Acreditacion analizara la
informacién generada durante el proceso de evaluacién y basandose en ello adoptara una de
estas decisiones:

Conceder o mantener la acreditacion.
Determinar las actividades de evaluacion extraordinarias que sean necesarias para
asegurarse de la subsanacién de las desviaciones detectadas.

c. Denegar la concesidn de la acreditacion.

El mantenimiento de la acreditacidn se estructura en un primer ciclo de cuatro afios vy ciclos
posteriores de cinco afos.

Las auditorias de mantenimiento de la acreditacion se realizan de manera peridédica dentro de
cada ciclo y se clasifican en auditorias de seguimiento y de reevaluacién.

El primer seguimiento se realizara en un plazo no superior a 12 meses desde la fecha inicial de
acreditacion, siempre y cuando no se superen 15 meses desde la fecha de realizacion de la
auditoria de acreditacidn inicial.

Los siguientes seguimientos e realizaran no mas tarde de 18 meses desde el anterior
seguimiento en el primer ciclo de acreditacidén y de 24 meses en los siguientes.

2.2 AUDITORIAS INTERNAS

Tal como reflejan los requisitos de las normas ISO que puedan estar implantadas en un
Laboratorio, se debe tener un procedimiento para las auditorias internas en el que se describa
la metodologia de su realizacion, la periodicidad con la que se van a realizar, los requisitos de
formacion del personal que vaya a formar parte del equipo auditor, etc.

Para llevar a cabo una auditoria interna de un sistema de gestidn, el Laboratorio deber3d, por
tanto, considerar los siguientes aspectos:

Planificacién: Con caracter anual, el responsable del sistema de gestién del Laboratorio
elaborara un Plan de Auditorias Internas, en el que se establece el calendario y el alcance de
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las auditorias a realizar, las areas o actividades afectadas y la propuesta de los auditores que
intervendran en cada una. Lo habitual es que el Plan de Auditorias Internas sea aprobado por
la alta direccion del Laboratorio. Siempre se debera tener en cuenta que se podran realizar
auditorias adicionales de caracter extraordinario, cuando se estime necesario, pero como
minimo debera llevarse a cabo una auditoria anual.

El desarrollo de la auditoria se puede basar en el procedimiento comentado anteriormente
establecido por ENAC. Habitualmente puede constar de las siguientes etapas y singularidades:

Preparacion: Antes de la auditoria siempre existira un proceso previo de preparacion donde
se lleva a cabo la recopilacion y estudio de la documentacidn aplicable.

El auditor o equipo auditor remitird con la antelacién suficiente el Programa de Auditoria al
responsable del sistema de gestidn del Laboratorio, quien a su vez deberd informar a las areas
que van a ser auditadas. El programa debera incluir, como minimo:

Alcance de la auditoria.

Diay hora.

Duracion.

Agenda.

Requisitos necesarios (presencia responsable del area auditada, etc.).
Equipo auditor (incluyendo el curriculum si es personal externo)

Realizacion: Podemos decir que la realizacion de la auditoria consiste en verificar, mediante el

examen y obtencién de pruebas objetivas, que se cumplen de forma eficaz los requisitos de la
Norma a auditar. Habitualmente se seguirian los siguientes pasos dentro de la realizacién de
la auditoria como tal:

Reunidn previa: dependiendo de la estructura del area auditada, puede ser necesario
realizar una reunién previa entre el auditor, el equipo auditor y el responsable del
Laboratorio o del area a auditar, teniendo como objetivo la presentacion del equipo
auditor, comentar si el programa se entiende como adecuado y coordinar la forma de
actuacion en el proceso en si mismo.

Comprobaciones: el auditor y equipo auditor seguiran los cuestionarios de auditoria y
se profundizard en aquellos aspectos que se crea necesario. Se anotaran todas las
observaciones y desviaciones detectadas, indicando los registros en los que se basan.
Reuniodn final: este paso puede ser opcional, pero una reunion del auditor o equipo
auditor con los responsables de las areas auditadas suele facilitar después la
comprension del informe.

Informe de auditoria: Una vez terminada la fase de comprobacidn, se debe generar un informe
sobre los resultados de la auditoria. Este tiene la finalidad principal de aportar un
conocimiento detallado y util al responsable de sistema de gestion o y del drea auditada. Sera
elaborado por el Responsable de la auditoria en colaboracién con el resto de su equipo. Lo
habitual es emitirlo en un plazo entre 15 y 30 dias, siempre que sea posible. Este informe
contendra como minimo los siguientes datos: breve declaracion del alcance y finalidad de la
auditoria; equipo auditor; personas entrevistadas; fecha de realizacién; areas, sistemas, y
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secciones auditadas; documentacion aplicable; comprobaciones realizadas (se incluiran las
observaciones y No Conformidades detectadas de las que hablaremos a continuacién).

Es habitual que en los informes de auditorias internas, figuren desviaciones que identifican un
defecto del sistema pero que se produce de manera puntual o se ha encontrado de manera
aislada. Estas desviaciones puntuales se pueden denominar “Observaciones o Comentarios”.
En el caso de observaciones o comentarios referidos a un requisito técnico no cuestionarian
la validez técnica de los resultados de la actividad acreditada. El Laboratorio evaluard la
necesidad de corregir dicha observacién o comentario de manera puntual y de la necesidad
de establecer otro tipo de acciones correctivas en base al analisis de causas, extension e
impacto. Cabe resefiar que una observacion detectada en dos auditorias consecutivas, se
convierte automaticamente en grado de No Conformidad.

Si el auditor o equipo auditor asi lo considera puede afiadir también conclusiones e indicar su
impresion general durante el proceso de auditoria o incluso hacer referencia a puntos fuertes
o puntos débiles de mejora detectados durante el proceso.

Seguimiento: una vez recibido el Informe de auditoria, el Responsable del sistema de gestidn
informara de su contenido a las areas auditadas y a la direccién del Laboratorio.
Posteriormente pondra en marcha las acciones correctivas necesarias para dar respuesta a las
observaciones o no conformidades incluidas en el mismo.

La auditoria es una actuacién fundamentalmente documental; por tanto, deben obtenerse y
conservarse registros escritos de todas las acciones realizadas durante la misma:
comunicaciones de la auditoria, programa, cuestionario, curriculum de los auditores, informe
de auditoria, etc.

3. ACTUACION FRENTE A DESVIACIONES

La Entidad Nacional de Acreditacién (ENAC) recoge en su Nota Operativa NO-11 de “No
conformidades y toma de decision”, el método establecido por para la clasificacidn, en funcién
de su gravedad, de las desviaciones detectadas durante los procesos de acreditacion,
estableciendo asimismo las medidas que tanto el auditado como ENAC deben adoptar para
cada una de ellas.

Los tipos de desviaciones que se definen en la NO-11 son:

e No Conformidad (NC): incumplimiento de los requisitos de acreditacidon puesto de
manifiesto por un conjunto de hechos identificados durante la auditoria.

e Accion correctiva: Accion encaminada a eliminar las causas que han dado lugar a una
no conformidad con el fin de prevenir su recurrencia.

e Accion de contencion: Accion encaminada a contener o paliar los efectos del problema
detectado y evitar su recurrencia y en especial sus efectos sobre la emisién de
informes/certificados acreditados hasta que se haya demostrado la implantacién de la
accién correctiva. Estas acciones pueden incluir controles adicionales, procesos de
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supervisiéon reforzados, restricciones temporales de uso en equipos o en cualificaciones
del personal, etc.

e Accion reparadora: Accion encaminada a corregir de manera inmediata el efecto
provocado por una No Conformidad en el pasado (informes/certificados emitidos, etc.).

Los incumplimientos que dan lugar a las no conformidades pueden estar referidos a:
* Requisitos Técnicos, tales como:

o personal que no demuestra competencia en el trabajo que realiza;

o procedimientos de trabajo como métodos de ensayo o inspeccién, procedimientos de
certificacion, etc., que no son técnicamente adecuados;
actividades de evaluacién de la conformidad (ensayo, inspeccién, auditoria, etc.)
realizadas de forma ineficaz o inadecuada;
ausencia de registros que demuestren que las actividades técnicas se realizan
correctamente, ...

® Requisitos de gestion, tales como:

documentacidn que no cumple los requisitos de la norma;

fallos en el funcionamiento del sistema de gestion del Laboratorio;

actividades no documentadas,

ausencia de registros que demuestren el cumplimiento de los requisitos de
acreditacion, ...

* Requisitos del proceso de acreditacion, tales como

o mal uso de la marca de acreditacion
o incumplimiento de obligaciones establecidas en el Procedimiento de Acreditacion o
por Comision de Acreditacién, ...

Las no conformidades se basan en hechos identificados en la auditoria (tales como: cierto
equipo no estd calibrado; no hay registros de la cualificacidn o supervisidon de ciertas personas;
ciertos registros no incluyen cierta informacidn; ciertos registros incluyen el uso de equipos
de los que no hay evidencia de su mantenimiento; no hay registro de la justificacién de cierta
decision técnica; no se dispone de cierto equipo, etc.) que son comunicados a los
interlocutores del Laboratorio conforme se detectan para permitir que, en su caso, se
complete la informacién y se aclaren los puntos de duda o desacuerdo, facilitando asi la
identificacién del problema y su alcance.

La clasificacidn de las No Conformidades que se definen en la NO-11 son:
No Conformidad Mayor (NCM)
¢ En relacion con requisitos técnicos

Aguellas que cuestionan la competencia del personal, la validez de los métodos de evaluacién
de la conformidad o la validez de los resultados de la actividad acreditada.

¢ En relacion con requisitos de gestion
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Aquellas que ponen de manifiesto un incumplimiento de los requisitos de gestidn, que afectan
a los resultados de la actividad acreditada o que ponen en cuestién que la actividad de
evaluacidn se ejecute de manera adecuada a lo largo del tiempo.

¢ En relacion con requisitos del Proceso de Acreditacion

o El incumplimiento sistemdtico de las obligaciones de los Laboratorios acreditados
establecidas en los procedimientos de acreditacidn o, aun no siendo sistematico,
cuando impida o dificulte seriamente el adecuado control que ENAC debe mantener
de los Laboratorios acreditados, o sea intencionado.

El incumplimiento reiterado de las normas relativas al uso de la marca de ENAC o la
referencia a la condicién de acreditado.

La manipulacidn, falseamiento u ocultacién de los registros que sirven como base para
demostrar el cumplimiento de los requisitos de acreditacién.

El incumplimiento de los compromisos con ENAC

Se considerard especialmente grave si se pone de manifiesto que el Laboratorio era
consciente de la existencia de un problema y no tomé medidas para resolverlo.

No Conformidad menor (NCm)
¢ En relacion con requisitos técnicos

Aquellas que no cuestionan la competencia del personal, la validez de los métodos de
evaluacién de la conformidad o la validez de los resultados de la actividad acreditada.

* En relacion con requisitos de gestién

Aquellas que se producen de manera aislada o puntual, y no afectan a los resultados de la
actividad ni ponen en cuestién la eficacia del sistema de gestidn ni, por tanto, la consistencia
en la prestacion de las actividades acreditadas.

¢ En relacion con requisitos del Proceso de Acreditacion

Los incumplimientos esporadicos de las obligaciones de los Laboratorios acreditados
establecidos en los Procedimientos de Acreditacion, siempre que no impida o dificulten el
adecuado control que ENAC debe mantener de los Laboratorios acreditados, y no sea
intencionado.

Respecto al tratamiento de las No Conformidades y la respuesta frente al informe de
auditoria de acreditacion, para que ENAC considere que una no conformidad ha recibido un
tratamiento adecuado debe disponer de suficiente informacién que justifique que las causas
han sido adecuadamente identificadas, que el Laboratorio conoce la extension del problema,
que las acciones correctivas abordan cada una de dichas causas de manera adecuada y que se
han aplicado las acciones reparadoras necesarias.

El Laboratorio debe mantener registros de cada una de las acciones y decisiones indicadas, asi
como de las investigaciones llevadas a cabo para tomarlas (p.ej. registros evaluados,
porcentaje respecto al total, procesos revisados, etc.). Dichos registros estaran disponibles
para ENAC en cualquier momento.

Pagina 10 de 17




Como se ha comentado anteriormente, el Laboratorio debe elaborar un Plan de acciones
correctivas (PAC) en respuesta a los hallazgos de auditoria siguiendo la clasificacion y tipos de
desviaciones de la Nota Operativa 11. Cabe resefiar, que el Laboratorio puede presentar
alegaciones a una no conformidad. Las alegaciones deben estar referidas a la no conformidad
y no poner en cuestion la veracidad de los hechos que las soportan.

Posteriormente, el PAC es evaluado por el equipo auditor para determinar si, a su juicio, el
tratamiento dado a las no conformidades demuestra que se han resuelto los problemas.

Tipicamente los procesos de evaluacion del PAC y decisidn tienen una duracidon aproximada
de 40 dias desde la presentacién del PAC por lo que solamente en casos muy favorables la
decisién podra tomarse antes de ese plazo.

El proceso finaliza tras la decision de la Comisidn de Acreditacion como “Favorable” o
“Desfavorable” lo que determinard si se concede la acreditacién o no.

En lo que se refiere al andlisis de causas, hay que tener en cuenta que la causa de una no
conformidad es la razdén que la origina, es decir, el “por qué” se ha dado la no conformidad.
En ningln caso es el propio requisito que se incumple. P.ej. si la no conformidad es que se ha
utilizado un procedimiento obsoleto, la causa no es que se usen documentos obsoletos, sino
por qué se estan utilizando estos documentos.

El andlisis de causas debe:

¢ ser tan profundo como sea necesario, con el fin de identificar cada uno de los motivos
(causas) que originaron el problema que dio lugar a la desviacidn. Este proceso no debe
limitarse a los hechos detectados en una auditoria, debido al caracter muestral y puntual de
la misma, siendo responsabilidad del Laboratorio ampliar la investigacién tanto como sea
preciso.

e dar respuesta a preguntas como: iqué ha sucedido?, ¢dénde?, icomo?, ¢desde cuando?,
para poder concluir con el “por qué”.

¢ huir de causas del tipo: “error puntual”, “error humano”, ...a menos que se tengan evidencias
que justifiqguen dichas conclusiones, como por ejemplo un analisis de extensién muy profundo

que las justifique.

¢ estar documentado e incluir la justificacidn de las diferentes investigaciones llevadas a cabo
por el Laboratorio.

El andlisis de causas depende del resultado del andlisis de extensidn, ya que de este resultado
pueden surgir nuevas lineas de investigacién o interpretacion de los hechos que den lugar a la
modificacion de la causa.

Realizar un buen andlisis de causas es fundamental para emprender buenas acciones
correctivas. Algunas recomendaciones para verificar si el analisis de causas se ajusta a los
requisitos seria realizar las siguientes comprobaciones:
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¢ Ha sido suficientemente profundo, seglin los resultados del andlisis de extension del
problema.

* Ha tenido en cuenta situaciones similares o relacionadas.

¢ Ha identificado las causas que han dado lugar a la desviacidn y que son las necesarias para
resolver el problema y evitar que vuelva a ocurrir.

¢ Ha entrevistado, si es el caso, a las distintas partes involucradas.

¢ Ha identificado que existe una relacion clara entre la causa y el problema.

» Justifica y documenta las decisiones que se han tomado a lo largo de este proceso.

¢ Obtiene respuestas al porqué ha sucedido la desviacion

En lo que se refiere al analisis de extension, hay que tener en cuenta que es un andlisis que
se realiza para encontrar el conjunto de aspectos que pueden estar afectados por el problema
detectado. El Laboratorio tiene que evaluar si la desviacion detectada se ha producido en otros
ambitos.

El analisis de extensidn persigue comprobar si el problema detectado en la no conformidad se
da en otros campos, otro personal, etc... NO es sélo identificar las consecuencias de la no
conformidad. Ademas, el Laboratorio debe justificar la necesidad y el alcance del andlisis de
extensidn para que dé confianza en que se ha realizado adecuadamente.

Si el Laboratorio no tiene muy claro la causa de la no conformidad, debera revisar en qué
puntos se ha podido manifestar ésta teniendo en cuenta todos aquellos procesos en los que
influya directa o indirectamente. Si por el contrario, tiene identificadas posibles causas, pero
no ha concluido cudl de ellas puede ser, el determinar qué partes se han visto afectadas y
cuales no (analisis de la extensién), puede ayudar a detectar cual es la causa.

Si de forma extraordinaria, el Laboratorio ha concluido que la causa de la no conformidad se
ha debido a un fallo u error puntual, se aportara justificaciéon del analisis de extensién que
demuestra este resultado.

Algunas recomendaciones para verificar si el andlisis de extensién se ajusta a los requisitos
seria realizar las siguientes comprobaciones:

e Ha tenido repercusiéon en los resultados de actividades acreditadas realizadas con
anterioridad, Ejemplo: informes de ensayo o inspeccién emitidos, certificados de sistemas,
productos o personas concedidos.

¢ Se ha acotado el tiempo en el que se ha producido la no conformidad y sus consecuencias.

¢ Se repite en otros recursos (personal, equipos, actividades subcontratadas, ...) o en otros
aspectos (métodos de evaluacion de la conformidad, sistema de gestidon) que por su
naturaleza compartan con el detectado la posibilidad de error. Ejemplos: si el fallo detectado
es la ausencia o la incorrecta calibracién de un equipo, se debera revisar el resto de equipos,
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si se refiere a una inadecuada actuacion de un auditor/inspector/analista, se deberan evaluar
el resto de sus actuaciones y las de aquellos que han sido cualificados con el mismo sistema,

e Ocurre en otras actividades acreditadas del Laboratorio. Ejemplos: si se ha detectado en el
area del Laboratorio microbioldgico, el Laboratorio debera revisar si se da la misma
circunstancia en el Laboratorio de virologia.

* Se ha producido en otras localizaciones geograficas (distintos emplazamientos, delegaciones
o en actividad in situ).

En lo que se refiere a las acciones correctivas, hay que tener en cuenta lo siguiente:

Las acciones correctivas establecidas deben:

¢ ser coherentes con las causas identificadas

e ser capaces de eliminar las causas y evitar que el problema vuelva a suceder.

e ser concretas, precisas y que expliquen suficientemente la acciéon a realizar por si mismas.
Las evidencias de las acciones correctivas:

¢ deben demostrar que dichas acciones han sido definidas e implantadas.

¢ deben demostrar a su vez que el problema ha sido resuelto y que éste no se vuelve a repetir.

* no deben usarse para completar la descripcion de la accidén correctiva. La evidencia sirve
para demostrar que una accién se ha implantado, pero no para sustituir la descripcion y
explicacion de la accidon que se ha realizado.

Algunas recomendaciones para verificar si las acciones correctivas se ajustan a los requisitos
seria realizar las siguientes comprobaciones:

¢ Son claras y autoexplicativas.
e van dirigidas a eliminar las causas de la no conformidad.
e Evitan la repeticion del problema.

¢ Estdn implantadas y se han adjuntado las evidencias que lo demuestran

En lo que se refiere a las acciones reparadoras, hay que tener en cuenta lo siguiente:

Son cualquier accién encaminada a corregir de manera inmediata el efecto provocado por una
No Conformidad en el pasado (informes/certificados emitidos, etc.).

El Laboratorio debe realizar acciones reparadoras, si estas son necesarias, segun el resultado
del analisis de extensién del problema realizado. En el caso de no ser necesarias se debe
justificar por qué. Las acciones reparadoras pueden necesitar varias acciones. P.ej. si un
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equipo esta fuera de calibracién puede ser necesario identificar el equipo, revisar los
expedientes en los que se ha usado el equipo, etc...

Las acciones reparadoras enviadas deben incluir las acciones identificadas y evidencias que
demuestren que se han realizado o el plazo en el que se prevé que seran terminadas.

Cuando la No Conformidad pone en cuestion la validez técnica de informes/certificados o
cuando se ha hecho un uso indebido de la marca de ENAC el Laboratorio debe plantearse la
necesidad de emitir modificaciones de los informes o informar de lo ocurrido a los clientes
afectados.

Algunas recomendaciones para verificar si las acciones reparadoras se ajustan a los requisitos
seria realizar las siguientes comprobaciones:

e son completas y permiten demostrar a ENAC que el problema en todos los casos ha sido
corregido

En lo que se refiere a las acciones de contencidn, hay que tener en cuenta lo siguiente:

Las acciones de contencidon son cualquier accion encaminada a contener el problema
detectado y evitar que se siga repitiendo, hasta que se haya implantado la accién correctiva
(y por consiguiente se hayan podido enviar a ENAC las evidencias de su implantacion).

No es obligatorio realizar siempre acciones de contencion, sino que son una via de solucién
que puede utilizar el Laboratorio para aquellas desviaciones en las que no tiene tiempo de
implantar las acciones correctivas en el plazo establecido para el envio del Plan de acciones
(PAC).

Las acciones de contenciéon no sustituyen a las acciones correctivas, es decir, no seria
aceptable un plan de contencidn si las acciones correctivas que se van a llevar a la practica no
dan confianza en que resuelven los problemas detectados. Tampoco seria aceptable un plan
de contencidn si no se proponen acciones correctivas, ya que esto seria lo mismo que dar
mayor plazo para presentar el plan de acciones correctivas, y éste no es su objetivo.

Estas acciones pueden incluir controles adicionales, procesos de supervision reforzados,
restricciones temporales de uso en equipos o en cualificaciones del personal, etc. Son
especialmente importantes en aquellos casos en que una No Conformidad pone en cuestidon
la validez técnica de informes o certificados.

Las acciones de contencién presentadas deben incluir una explicacién de qué acciones se han
establecido y justificacién de por qué son utiles para contener el problema.

Algunas recomendaciones para verificar si las acciones de contenciéon se ajustan a los
requisitos seria realizar las siguientes comprobaciones:

e Garantizan a corto plazo (antes de poder tener implantada la accién correctiva) que se
elimina el problema y que se evita que siga ocurriendo. Por ejemplo, evitar que se sigan
emitiendo informes incorrectos.
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e Cubren también problemas en otras actividades acreditadas, otras areas geograficas... que
se hayan detectado como resultado del analisis de extensién.

Por otro lado, tal y como establecen los requisitos de las Normas ISO que tenga implantadas
el Laboratorio, se debe tener un procedimiento para la gestidon y control de las desviaciones
detectadas

Adicionalmente a lo descrito en los documentos de ENAC, (Procedimiento de Acreditacion,
PAC-ENAC y NO-11: No conformidades y toma de decisién) en las Normas ISO implantadas en
el Laboratorio se establecen requisitos relacionados con las No Conformidades y Trabajos No
Conformes. Concretamente en el punto 7.10 de “Trabajos No Conformes” de la Norma UNE-
EN ISO/IEC 17025 se establece como requisito que el Laboratorio debe contar con un
procedimiento que se debe implementar cuando cualquier aspecto de sus actividades de
laboratorio o los resultados de este trabajo no cumplan con sus propios procedimientos o con
los requisitos acordados con el cliente. Por otro lado, este requisito también viene referido en
el punto 10.2 de “No conformidad y accion correctiva” de la Norma UNE-EN ISO 14001.

Para el desarrollo de un procedimiento interno para la gestion y control de las No
Conformidades y Trabajos No Conformes el Laboratorio puede utilizar como modelo interno
lo establecido en dichos documentos de ENAC. Es decir, clasificar No Conformidades entre
mayores y menores, establecimiento de acciones, reparadoras, de contencidn y realizar un

analisis de extensién. No obstante es requisito obligatorio realizar un analisis de causas, definir
acciones correctivas y verificar su eficacia en el tiempo vy fijar plazos y responsabilidades. La
No Conformidad se deja constancia en un formato que puede denominarse informe, registro,
parte, etc. en el que deben figurar todos los aspectos anteriormente sefalados. Ademas, se
deben conservar todos los registros relacionados con las No Conformidades, sus evidencias y
evaluaciones de eficacia en el tiempo.

De manera, que el procedimiento interno para la gestién y control de las No Conformidades y
Trabajos No Conformes se empleara para dejar constancia de las desviaciones encontradas en
auditoria (a nivel interno) y de las desviaciones e incumplimientos detectados por el propio
Laboratorio en el trabajo del dia a dia. Cabe resefiar que el mencionado PAC como respuesta
a un informe de auditoria de ENAC, es un formato de la propia entidad ENAC que se debe
cumplimentary enviar de manera telematica, pudiendo adjuntar como parte de las evidencias
el informe, registro o parte de No Conformidad elaborado por el Laboratorio segun su
procedimiento interno.

4. NORMAS ISO DE REFERENCIA

Para facilitar que las auditorias se lleven a cabo de una manera homogénea existe una Norma
internacional UNE-EN I1SO 19011:2018 Directrices para la auditoria de los sistemas de gestion
gue proporciona orientacion sobre la auditoria de los sistemas de gestidn, incluyendo los
principios de la auditoria, la gestién de un programa de auditoria y la realizacién de auditorias
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de sistemas de gestion, asi como la orientacion sobre la evaluacidon de la competencia de los
individuos que participan en el proceso de auditoria, incluyendo a la persona que gestiona el
programa de auditoria, los auditores y los equipos auditores.

Relacionadas con esta existen también Normas que recogen sistematicas de puntos concretos
de las auditorias como son:

Norma UNE-ISO/IEC TS 17023:2014 Evaluacion de la conformidad. Directrices para
determinar la duracién de las auditorias de certificacion de sistemas de gestion.
UNE-EN ISO/IEC 17011:2017 Evaluaciéon de la conformidad. Requisitos para los
organismos de acreditacion que realizan la acreditacién de organismos de evaluacion
de la conformidad

UNE-EN ISO/IEC 17021-1:2015 Evaluacién de la conformidad. Requisitos para los
organismos que realizan la auditoria y la certificacidn de sistemas de gestion. Parte 1:
Requisitos

UNE-EN ISO/IEC 17021-2:2019 Evaluacién de la conformidad. Requisitos para los
organismos que realizan la auditoria y la certificacion de sistemas de gestién. Parte 2:
Requisitos de competencia para la auditoria y la certificacién de sistemas de gestién
ambiental

UNE-EN ISO/IEC 17021-3:2019 Evaluacién de la conformidad. Requisitos para los
organismos que realizan la auditoria y la certificacidon de sistemas de gestion. Parte 3:
Requisitos de competencia para la auditoria y la certificacidon de sistemas de gestion
de la calidad
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 4

VALIDACION DE ENSAYOS. CRITERIOS DE VALIDACION Y ETAPAS.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo y realizacidon de analisis es una herramienta que tiene una repercusion
decisiva en la Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria y los laboratorios que los realizan
trabajan en un entorno de creciente exigencia y responsabilidad tanto legal como social
qgue reclama un nivel de calidad y de confianza extraordinarios. Es esencial para el
diagnéstico, la vigilancia y la comercializacidon el que los resultados del laboratorio sean
validos y se asegure la fiabilidad de los resultados. Dichos resultados, validos y fiables,
se consiguen mediante la utilizacidn de buenas practicas de manejo, métodos analiticos
y de calibracidon validos, técnicas apropiadas y control y garantia de calidad, todo ello
dentro de un sistema de gestion de calidad.

La gestion de calidad en el laboratorio incluye elementos técnicos, de gestion y de
funcionamiento de los sistemas analiticos y la interpretacién de los resultados de las
pruebas.

Un sistema de gestidn de calidad permite al laboratorio demostrar tanto competencia
como capacidad de generar repetidamente resultados técnicamente validos que
satisfagan las necesidades de sus clientes. La necesidad de una aceptacién reciproca de
los resultados de las pruebas realizadas para el comercio internacional y la aceptacidn
de estandares internacionales tales como la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 de Requisitos
Generales para la Competencia de los Laboratorios de Andlisis y de Calibracidn requiere
un buen sistema de gestidn de calidad en el laboratorio.

La acreditacién va unida a la competencia técnica, que supone mucho mdas que disponer
de unos procedimientos y seguirlos. Un laboratorio competente es aquel que dispone
de métodos analiticos vélidos y validados, garantizan resultados exactos y fiables,
dispone de personal altamente cualificado y equipos calibrados, implementa mejoras
continuas en la gestidn de los andlisis y de la calidad, evalda con exactitud y controla la
incertidumbre en los analisis; etc.

En este sentido, la Norma de Acreditacion UNE-EN I1SO 17025 de "Requisitos generales
relativos a la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién", contiene todos
los requisitos que los laboratorios tienen que cumplir si desean demostrar que:

Disponen de un sistema de gestidn de calidad
Son técnicamente competentes
Son capaces de producir resultados validos

La implantacidn de este sistema de acreditacién permite, entre otras cosas:

Facilitar la cooperacion entre los laboratorios

Ayudar a intercambiar informacidn

Ayuda a armonizar normas y procedimientos

Facilita la aceptacion de resultados de los ensayos en distintos paises
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2. VALIDACION DE ENSAYOS

En lo referente a la realizacion de los ensayos, especifica en su punto 7.2 de Seleccidn,
verificacién y validaciones de métodos se establecen los requisitos que permitiran al
Laboratorio conocer y confirmar el desempefio de los métodos que selecciones para
todas sus actividades de laboratorio. Podemos definir por tanto validacién como la
confirmacién, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se
cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto.

Verificacion se define como la confirmacién, a través del examen y el aporte de
evidencias objetivas, de que se cumplen ciertos requisitos para un uso especifico
previsto. Es empleado en la confirmacion de la idoneidad y se justifica en la medida que
permite simplificar las actuaciones a realizar por un laboratorio para la puesta en
practica ce un procedimiento de medicidn, en lugar de una validacién completa.

Ajuste a propdsito se define como el grado de que los datos producidos por un proceso
de medida permitan al usuario tomar decisiones técnica y administrativamente
correctas para un proposito determinado.

Si bien este paso, de verificacion o validacién, es esencial para garantizar el
cumplimiento de especificaciones y la competencia del laboratorio, no es suficiente para
demostrar su continuidad en el tiempo. Es por ello que la Norma incluye un aparato
sobre los requisitos de Aseguramiento de la validez de los resultados (punto 7.7). Ello
engloba el conjunto de actividades que el Laboratorio debe abordar para demostrar que
los resultados originales “de adecuacion al uso”, obtenidos en las verificaciones vy
validaciones iniciales, se mantienen. No hay que olvidar que una fuente de informacion
para la revalidacion de métodos son los datos procedentes de los controles del
Laboratorio.

Para la comprobacién de que los resultados son correctos son necesarias unas
actividades de control periddico. Los parametros de la validacién pueden servirnos para
establecer intervalos de control que aplicar a estas actividades de aseguramiento de
calidad.

Es importante hacer hincapié en la diferencia que existe entre actividades de validacion
y actividades de aseguramiento de la calidad. Las diferencias las podemos resumir en el
siguiente esquema:
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ACTIVIDAD APLICA MOMENTO RESULTADO CARACTERISTICAS

Validacidn Método de Inicial Cumple objeto Veracidad
ensayo previsto

Aseguramiento Ensayos Periddico Resultados Exactitud

delavalidezde reales garantizados
los resultados (*) debe ser adecuado,

ya que depende de “mantenimiento
factores como el coste o  de validaciéon”
de si tenemos muestras

destructiva

Los pasos a seguir en la validacidon de pruebas tienen el propdsito de responder a una
pregunta importante: “éestd una prueba determinada lista para ser implementada en
un laboratorio clinico, analitico o de diagndstico?”

A grandes rasgos podriamos decir que la validacidn implica establecer, junto con su
rendimiento analitico, sus caracteristicas y limitaciones.

Los datos obtenidos de la validacién, deben registrarse de forma que puedan detectarse
tendencias y, siempre que sea posible, deben aplicarse técnicas estadisticas para
analizar los resultados.

Cabe resefiar que en el dmbito de la Sanidad Animal, mediante el documento CEA-ENAC-
22 de “Laboratorio de ensayos en el ambito de la Sanidad Animal: Directrices para la
acreditacion”. En este documento se establece una diferenciacion entre los métodos de
ensayo (Métodos tipo |, Il y lll) atendiendo al nivel de confianza que aportan y que, por
tanto, marcaran el nivel de actividades adicionales que ENAC requerird en relacion la
demostracion de su validez:

En lo referente a las caracteristicas de funcionamiento de los métodos, y en concreto a
la validacion se establece la siguiente diferenciacion:

Los Métodos de referencia (Tipo 1) y los Métodos basados en métodos de referencia
(Tipo 1) no requieren de una validacion completa si una Verificacién Interna del método.
Para los considerados Otros métodos (Tipo Ill, desarrollados por el laboratorio o por
cualquier otra parte), el laboratorio debe disponer de evidencias completas de que
dichos métodos han sido adecuadamente validados de acuerdo a estdndares
reconocidos, asi como de toda la informacidn sobre el trabajo experimental realizado
para la validacion del método.

3. CRITERIOS DE VALIDACION

Segun la OIE, los criterios de validacion de una prueba son “los rasgos caracteristicos de
una prueba que constituyen factores decisivos, mediciones o estandares en los cuales se
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basa un juicio o decision”. Son, por tanto, ciertos factores que serdn determinantes
sobre la aceptacion de la prueba.

Algunos de los parametros cuya determinacion se debe incluir para la validacion son:

Parametros para la evaluacién del rendimiento analitico: Son aquellos pardmetros que
permitiran determinar si las caracteristicas de desempefio de la técnica son adecuadas
para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Hace
referencia a la capacidad de la técnica para detectar un determinado analito o
cuantificarlo.

e Linealidad:
Podemos definirla como la capacidad de un método analitico de obtener resultados
linealmente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra, dentro de
un intervalo determinado. Dentro de este pardmetro estudiamos la
proporcionalidad entre la concentracion del analito y la respuesta, asi como el
intervalo o rango de concentraciones de analito para los cuales el método es
satisfactorio. La linealidad se relaciona directamente con la sensibilidad de calibrado
y se considera un criterio inicial de validacion.
El ensayo de linealidad puede realizarse tanto sobre soluciones patrén de analito,
como sobre muestras problema que contengan concentraciones crecientes de
analito. Se realizara el tratamiento matematico de los resultados normalmente con
programas informaticos, asi como el tratamiento estadistico de los datos para
evaluar la linealidad y la proporcionalidad.
Precision:
Es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos
analiticos efectuados sobre una muestra homogénea. Se requiere para su estudio la
repeticidon del analisis sobre una muestra, pueden realizarse concretamente tres
tipos de estudios:
Repetibilidad: medida de la precision de un método efectuado en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo
laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos, y en un corto intervalo de tiempo.
Reproducibilidad: medida de la precision de los resultados de un método analitico
efectuado sobre la misma muestra, pero en condiciones diferentes (diferentes
analistas, aparatos, dias,...en el laboratorio, precision intralaboratorio). Cuando los
laboratorios son distintos hablamos de precision interlaboratorio.
Robustez: grado de reproducibilidad de un método analitico sometido
deliberadamente a pequefias variaciones con objeto de conocer su estabilidad
frente a ellas y definir las de mayor influencia sobre la variabilidad de los resultados.
Los resultados de los estudios de precisiéon se expresan en forma de desviacién
estandar y coeficiente de variacién.
Exactitud
Indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas préximos
posibles al valor verdadero. Podremos tener mediciones precisas pero poco exactas,
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sin embargo para que un método sea exacto se requiere un cierto grado de
precision.

Una falta de exactitud puede darse por exceso o por defecto. Las desviaciones por
exceso suelen producirse cuando existen interferencias analiticas; mientras que las
desviaciones por defecto suelen darse en métodos analiticos muy laboriosos.

Para su estudio es necesario disponer de un valor de referencia. Existen tres posibles
via para obtener el valor de referencia:

- mediante una referencia externa: material de referencia certificado (MRC),
material de referencia o patrén quimico, muestra obtenida a partir de un programa
interlaboratorio.

- Mediante comparacién de métodos: comparacién interna que consiste en el
estudio del comportamiento de un analito en una muestra analizada por diferentes
métodos en el propio laboratorio; o comparacién externa que consiste en la
participacién en un programa interlaboratorio.

- Mediante el método de adiciones: se anade una cantidad conocida de patrén a
la muestra y se compara la diferencia entre los resultados que se obtienen de la
muestra sin adicionar y la muestra adicionada, con el valor teérico de la adiciéon que

se toma como valor de referencia.

Matematicamente la exactitud suele expresarse en forma de diferencia entre el
valor hallado y el valor de referencia. Estadisticamente se utiliza el sistema de Test
de t de Student.

En la siguiente imagen se puede observar la diferencia entre la precision y la
exactitud.

Preciso Preciso Poco preciso Poco preciso
Exacto Poco exacto Poco exacto Exacto

Especificidad analitica:
Se define como la capacidad de un método analitico de distinguir entre el analito
buscado y analitos no buscados, incluidos componentes de la matriz. En el caso de
ensayos de Sanidad Animal, deberdn incluirse los conceptos de exclusividad e
inclusividad.

o Selectividad:
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Grado en que un método puede cuantificar o cualificar el analito en presencia
de interferentes, productos de degradacion, u otros compuestos que pueden
encontrarse potencialmente en la matriz.
Exclusividad:
Capacidad del método analitico de detectar un analito o secuencia gendmica
que es propia del microorganismo buscado, y excluye todos los demas
microorganismos conocidos que pudieran dar una reaccién cruzada.
Inclusividad:
Capacidad de una prueba de detectar varias cepas o serovariedades de una
especie, varias especies de un género, o una agrupacion similar de analitos
(microorganismos o anticuerpos) estrechamente emparentados. Caracteriza
el ambito de aplicacién de una prueba de cribado.
e Sensibilidad analitica:
Es la capacidad de un método analitico de registrar ligeras variaciones de
concentracion.
o Limite de deteccion (Lc):

Es la menor concentracién o cantidad de analito detectable con razonable
certeza por un procedimiento analitico dado; que serd la cantidad o
concentraciéon minima a partir de la cual es factible realizar el andlisis
Limite de cuantificacion (Lp):
Es la menor concentracién o cantidad de analito de una muestra que puede
ser determinada con aceptable precisidon y exactitud bajo las condiciones
experimentales establecidas. Este serd un término cuantitativo

Parametros para la evaluacidn del rendimiento diagndstico: Hace referencia a la
capacidad del método para discernir entre muestras positivas y negativas.

e Sensibilidad diagndstica:
Proporcién de muestras de animales de referencia que se sabe que estan infectados
y que dan positivo en una prueba.
Especificidad diagndstica:
Proporcion de muestras de animales de referencia que se sabe que no estan
infectados y que dan negativo en una prueba.

Ademas de la determinacion de parametros estadisticos, se deben considerar como
criterios de validacién también criterios relacionados con el desarrollo de la prueba,
como:

e Definicion de los propdsitos del analisis, que debe ser clara y coherente,
e Optimizacién y estandarizacién de la prueba,

e |doneidad de la prueba para los propdsitos definidos,
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También es fundamental calcular como parte de la validacién la incertidumbre asociada
al método de ensayo y el rango de trabajo para el cual se puede garantizar el correcto
desempeiio de la prueba. Para ello se tendrd en cuenta el estudio de los resultados
obtenidos durante el proceso de validacién del método (precisién, exactitud,...) y el
estudio de las posibles causas de incertidumbre agrupandolas bien por etapas (toma de
muestras, extraccion, preparacion de las curvas de calibracién, etc.) o por magnitudes
implicadas (pesada, volumen, calidad de reactivos, etc.). La combinacion de todas las
contribuciones consideradas nos permitira calcular la incertidumbre.

Por otro lado el intervalo de trabajo o rango también se confirmara en funcién de los
resultados obtenidos después de haberse llevado a cabo la evaluacién de los distintos
parametros de validacion.

4. ETAPAS DE VALIDACION

El proceso de validacidon puede descomponerse en sus cuatro partes esenciales.

4.1 DEFINICION Y ESPECIFICACION DE REQUISITOS

Definicidn y especificacién de los requisitos a conseguir con el método de ensayo o
calibracion, es decir, hay que definir el alcance, el propdsito de dicho método o ensayo.

Los requisitos habituales sobre el método vendran impuestos por los clientes o por la
legislacién. Algunos de los propdsitos mas frecuentes para los métodos de ensayo en
Sanidad Animal incluyen demostrar la ausencia de infeccion en una poblacién
determinada, certificar la ausencia de infeccién en animales o productos de origen
animal, confirmar el diagndstico de casos clinicos o sospechosos, estimar la prevalencia
de la infeccidn para el andlisis de riesgo, o determinar el estado inmunitario de animales
o poblaciones.

Es conveniente considerar aquellos aspectos relacionados con el alcance del método
(nimero de analistas a determinar, el analito, su concentracion o el intervalo de
concentraciones, la matriz (o matrices), pues ello condicionara algunas de las
caracteristicas del método.

Una parte inicial y esencial del proceso es ademas el estudio y busqueda de documentos
normativos editados por entidades de normalizacion o de prestigio reconocido (EURL,
OiE..) ya que suelen contener la informacidn necesaria ajustada a determinados usos;
cuando el laboratorio compruebe que no es asi, siempre puede complementarlos en
medida de lo necesario o, incluso, desarrollar sus propios métodos. Antes de incorporar
un método en la rutina del laboratorio, este debera siempre verificar su capacidad para
aplicarlo en las mismas condiciones que indique el documento normativo seleccionado.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL
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En el caso que se recurra a un proceso de verificacion del desempefio de un método, es
necesario partir de un método normalizado, o con un amplio reconocimiento en el
sector y confirmar que se obtienen resultados equivalentes, pero en las condiciones de
trabajo del laboratorio, su equipamiento, personal, etc. utilizando el método tal y como
establece el documento normativo, o con modificaciones o adecuaciones concretas para
su adaptacién a las condiciones de trabajo del laboratorio.

Es dificil establecer una pauta general para establecer la extensidon de una verificacidn,
ya que depende de la complejidad y tipologia de la actividad y puesto que las
validaciones originales, también lo son. Al menos, son necesarias pruebas de
confirmacién de la veracidad, la precisiéon y la especificidad en los métodos
cuantitativos, y para los métodos cualitativos especificidad, limite de deteccién y
precision. Esta simplificacion también afecta al nimero de muestras frente a una
validacién completa. Ademas, y a diferencia de lo que ocurre con la validacién, en una
verificacidn las especificaciones a cumplir vendran establecidas en los documentos
normativos seleccionados.

Sin embargo, cuando el laboratorio recurre a métodos desarrollados internamente, no
normalizados o normalizados, pero con un uso que estd fuera del alcance del
documento, entonces el laboratorio debera validar estos procedimientos.

La validacidn requiere un procedimiento de trabajo analitico desarrollado, es decir, un
procedimiento de validacion con el que se pretende comprobar el proceso de

validacidn, el cual debe contener los criterios de validacidn (test de aceptacién) para la
toma de decisiones. Deben definirse los parametros de la validacion y los criterios de
aceptabilidad para cada parametro, ya que como se ha mencionado anteriormente, los
parametros de un método, son las caracteristicas del mismo, que le hacen apto para un
uso previsto y que se han visto anteriormente.

Se debe definir el grado de validacion que es necesario en funcién de las circunstancias
gue rodean al método. Puede ser:

Una validacién completa evaluando todos los pardmetros con MRC o con una
muestra analizada por un método alternativo, preferiblemente un método de
referencia.

También se puede realizar una ampliacidon de validacién a otras matrices cuando el
método ya ha sido validado para una matriz anteriormente, o existe un estudio
preliminar de precision y exactitud (criterios de aceptacién).

O se puede realizar un ensayo de adecuacion lo que implica que el método ya ha sido
validado por otro laboratorio de ensayo competente estimando sus propias
caracteristicas de precision.

En cuanto a la seleccion de las caracteristicas a validar, se debe tener en cuenta que
dependen del tipo de método y del objetivo.

Al igual que en la verificacion, las actividades relacionadas con la validacién de un
método de desarrollo interno, no normalizado o normalizado usado fuera de su alcance,
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varian en funcién de su tipologia y tipos de medicién. En el caso de procedimientos de
medicidn cualitativos, al menos seran necesarias pruebas de:

Confirmacion de identidad.

Especificidad o selectividad.

Limite de deteccidn.

Precisidn, en condiciones de:
o Repetibilidad, a corto plazo.
o Precisiéon intermedia, a medio plazo.
o Reproducibilidad, a mas largo plazo.

Los métodos cuantitativos requerirdn otro nivel de evaluacién mas complejo. Una vez
confirmado o no su comportamiento lineal y, a partir de este, el intervalo de medicidn,
se podran incluir estudios relacionados con el desempeiio, como son:

Especificidad o selectividad.
Limite de cuantificacién, cuando sea aplicable.
Precisidon, en condiciones de:
o Repetibilidad, a corto plazo.
o Precisidon intermedia, a medio plazo.
o Reproducibilidad, a mas largo plazo.
Veracidad.
Recuperacion.
Robustez.
Evaluacién de la incertidumbre de la medicién.

Se debera planificar el desarrollo identificando las etapas, recursos y controles
intermedios y finales que permitan alcanzar el fin pretendido (Plan de Validacién). Se
tendra en cuenta:

La preparacion de muestras o materiales que van a ser analizados, testigos reactivos,
blanco matriz, material control, MRC, matrices de las muestras, disoluciones patrén
(teniendo en cuenta que se encuentren convenientemente preparados y
calibrados), etc.

Equipamiento necesario incluyendo la version de software y los datos de referencia.
Se debe tener en cuenta que los equipos deberan estar calibrados para asegurar la
fiabilidad de sus medidas.

Otros materiales necesarios, como reactivos, material de laboratorio, etc.

Personal analista necesario, debidamente cualificado para la manipulacion de las
muestras, preparacion de reactivos, manejo de equipos, etc. Para el desarrollo de
las pruebas de validacion, el personal a cargo debera conocer el procedimiento de
método de ensayo y el nUmero de ensayos o mediciones a realizar de acuerdo a lo
establecido en el plan de validacién.

Ademds, se deberd definir la figura del responsable de validacion con las
competencias y autorizacién designada para realizar el seguimiento de la validacidn,

Pagina 11 de 16




analisis de resultados, confirmacion de aceptacién de criterios, etc. Deberd con los
resultados obtenidos de cada prueba realizar los cdlculos matematicos,
comparativos y/o estadisticos correspondientes a cada ensayo para lo cual podra
utilizar para ese fin un software estadistico, calculadora o una hoja de célculo Excel,
etc.

Se describira (secuencia ordenada), el proceso seguido para determinar cada uno de
los pardmetros de validacién predefinidos, incluyendo el nimero de repeticiones,
y/u observaciones, registrando cualquier dato o variacién que no esté previamente
reflejada en este procedimiento o en el procedimiento de ensayo.

Se describirad la programacién para el procesamiento de todas las submuestras
previstas cada dia, definiendo las variaciones de personal y equipos para poder
evaluar el método en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.

Se debera definir los puntos de control para cada etapa identificada en funcién de
los resultados previstos, incluyendo las caracteristicas de las comprobaciones a
realizar y las especificaciones a cumplir. Los controles de calidad son uno de los
puntos mas importantes de la validacién que estara relacionado con el trabajo diario
gue se desempeiiara posteriormente. Es necesario establecer un plan de control de
aseguramiento de la validez de los resultados para asegurar que los datos obtenidos
entran dentro de los resultados esperados o dicho de otro modo, no se desvian del
valor asignado mas de los limites control que se han establecido.

Se debera realizar la identificacién de riesgos inherentes o consecuencia de errores
de aplicacién y las actuaciones en caso de producirse desviaciones.

Se deberd tener en cuenta las precauciones y limitaciones, relacionadas con los
reactivos toéxicos que se pudieran emplear, agentes bioldgicos zoonéticos,
organismos modificados genéticamente, etc. Es indispensable cumplir con la
evaluacion de riesgos y medidas de contencién necesarias. Igualmente, habra que
tener en cuenta limitaciones técnicas, de infraestructura, compra de MRC, etc. Todas
estas limitaciones se asocian pues, a la optimizacion en el centro de trabajo con el
material, equipos a disposicion, etc.

Como normas basicas que deben cumplirse en la validaciéon de un ensayo podemos citar:

Debe validarse el procedimiento completo; la etapa de medida instrumental es la
gue suele introducir menos error; por el contrario las etapas previas que requieren
una importante intervencién humana, son susceptibles de incorporar mayor sesgo
y/o componentes de incertidumbre mayores.

Debe validarse todo el intervalo de concentraciones.

Debe validarse teniendo en cuenta la variedad de matrices que nos encontraremos
en las muestras de rutina.

Se debera contar con informacién documentada y registros de la toma de datos, calculos
y expresion de resultados. Los datos obtenidos en la validacién deben registrarse de
forma que puedan detectarse tendencias y, siempre que sea posible, deben aplicarse
técnicas estadisticas para analizar los resultados. Asimismo, cualquier modificacion
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realizada al plan de validacion durante el proceso debe quedar debidamente
documentada.

Las pruebas experimentales se realizaran normalmente por el propio laboratorio y con
sus recursos, pero en proceso de planificacidn inicial serd interesante considerar fuentes
externas de apoyo que permitan, por ejemplo, realizar mediciones con métodos ya
validados o mediante la participacién en comparaciones interlaboratorio.

Como hemos mencionado anteriormente, en ocasiones, el método debera ser disenado
por el laboratorio, partiendo de cero, o recopilando informacién de todas las fuentes
posibles (publicaciones cientificas, libros, articulos, investigaciones, etc.).

4.3 VALIDACION O DEMOSTRACION

Validacion o demostracién de que el método descrito es capaz de cumplir los requisitos
y datos de partida, para lo que se suelen utilizar algunas técnicas y métodos estadisticos,
entre los que se pueden citar los siguientes:

Calibracidn utilizando patrones de referencia o materiales de referencia.
Comparacion de los resultados conseguidos con otros métodos.

Comparacion entre distintos laboratorios, con los mismos o diferentes métodos.
Evaluacién sistematica de los factores que influyen en los resultados.

Estimacién de la incertidumbre de los resultados basada en el conocimiento
cientifico de los principios tedricos del método y la experiencia practica.

Se debera evaluar para cada pardmetro de validacidn, si los resultados de las pruebas
son satisfactorios, es decir, si cumplen con los criterios de aceptabilidad establecidos en
el plan, se considera que el método es aceptable.

4.4 DECLARACION DE METODO VALIDADO

Declaracién sobre las condiciones y circunstancias en las que el método ha sido validado
y, por tanto, es aplicable.

Toda la informacidn se recopila en un informe que debe incluir informacién relativa a:

e Objetivo y alcance del método.

e [tem o items a ensayar, matrices sobre las cuales se realiza el ensayo y especies
de destino.

Reactivos y controles empleados.

Equipos, instrumentos y dispositivos utilizados.

Parametros de validacién estimados y sus resultados.

Condiciones de los ensayos.

Incertidumbre asociada a las mediciones de los parametros de validacidn.
Personal responsable de la validacion.

Conclusiones, criterios de aceptacion y rechazo, criterios de revalidacion.
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Por ultimo, dos cuestiones que el laboratorio no debe olvidar para no comprometer su
competencia e integridad son:

Una vez los métodos han sido verificados o validados, estos deben aplicarse de
rutina en condiciones idénticas. Cualquier desviacion deberd ser comunicada a los
clientes, tener una base técnica justificada, documentarse en la extension necesaria
y autorizarse por personal competente para ello.

Cuando se producen cambios en las condiciones del método (por ejemplo, nueva
version de la norma en la que se basa el método interno, nuevos equipos, cambio
en la version del software y datos de referencia, método no empleado durante un
largo periodo de tiempo, resultados de los controles de calidad) puede ser necesario
volver a realizar nuevas pruebas de verificacidn o validacidén para garantizar que se
mantiene su competencia y, por tanto, debera valorarse también si es necesario
confirmar la competencia del personal. Si el laboratorio trabaja con métodos
normalizados, debera estar atento a los cambios que pueda realizar el emisor del
mismo para valorarlos e incorporarlos en la medida necesaria a su trabajo diario,
previa verificacion.
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ANEXO I. ESQUEMA DE PLANIFICACION DE PROCESO DE VALIDACION

Se muestra esquematicamente la planificacién del proceso de validacion para facilitar
su comprension.

Submuestra 1 Procesamiento: Procesado 1

Muestra (en condiciones de

repetibilidad)
o Blanco Submuestra i Procesado i

e Pesada

o Extraccion
e Disolucién
Submuestran ... Procesado n

Lectura Resultado 1

instrumental Calculos para
llegar al Resultado

e Interpolacién Resultado i resultado final »| Finalsobre
d Muestra

Recta de sobre muestra
Calibrado

Resultado n
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 5

ENSAYOS DE INTERCOMPARACION: CONCEPTO Y TIPOS. TRATAMIENTO
ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.
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1. CONCEPTO Y TIPOS DE ENSAYOS DE INTERCOMPARACION
1.1. CONCEPTO

Segun se recoge en la norma ISO/IEC 17043:2010 (que establece los requisitos generales para
la competencia de los proveedores de programas de ensayos de aptitud), los ensayos de
intercomparacion se definen como la “organizacion, realizacion y evaluacion de mediciones
0 ensayos sobre el mismo item o items similares por dos o mds laboratorios de acuerdo con
condiciones predeterminadas”.

Uno de los principios bdsicos de la organizacién y participacion en ensayos de
intercomparacion es que estos se basan en que todos los laboratorios participantes analicen,
mediante las técnicas previamente establecidas, los mismos items o items similares, de tal
manera que sus resultados sean comparables mediante métodos estadisticos. De esta
manera, se pueden extraer diversas conclusiones, haciendo de los ensayos de
intercomparaciéon una valiosa herramienta para diversos objetivos.

La norma ISO/IEC 17025:2017 establece como requisito para la acreditacion de los
laboratorios, en su punto 7.7.2, que “el laboratorio debe hacer sequimiento de su desempefio
mediante comparacion con los resultados de otros laboratorios, cuando estén disponibles y
sean apropiados”. Asi, se establece como requisito la participacion en ensayos de
intercomparacion.

La participacién en este tipo de ensayos sirve a los laboratorios participantes sirve a los
laboratorios participantes, en primer lugar, para determinar su capacidad para realizar los
ensayos estudiados, pudiendo asi asegurar su calidad y mejorar su confianza de cara a
entidades de acreditacion y certificacién y frente a sus clientes. Por otro lado, permite
detectar de forma temprana deficiencias en el desarrollo de las técnicas. Por ello, conlleva un
alto potencial de mejora, ya que ante resultados no satisfactorios obliga al laboratorio a
realizar un andlisis para detectar la causa o causas de la desviacion y a implementar y
justificar las medidas correctoras oportunas.

1.2. TIPOS DE ENSAYOS DE INTERCOMPARACION
Los ensayos de intercomparacién pueden clasificarse de acuerdo con diversos aspectos.

La clasificacidn mas comun se realiza teniendo en cuenta la finalidad con la que se realiza el
ensayo de intercomparacion, pudiendo distinguir:

e Ensayos de aptitud. Son aquellos que tienen por objetivo evaluar la competencia
técnica del laboratorio en la realizacién de sus labores de ensayo y calibracién. Los
laboratorios pueden participar en este tipo de ensayos bien a peticién propia, para
aumentar la confianza de cara a sus clientes, o bien como exigencia de los organismos
de acreditacion o evaluadores de la calidad.
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e Ensayos colaborativos. Son ejercicios interlaboratorio llevados a cabo para la
evaluacién de un método analitico, obteniendo resultados que permitan evaluar sus
caracteristicas de desempefio, su adecuacién a un determinado fin, o su comparacién
con otros métodos empleados con el mismo objetivo. Resultan utiles para la
validacién de métodos, asi como para su normalizacion.

Ensayos de certificacion de materiales de referencia. Los ejercicios de certificacion se
llevan a cabo como parte del proceso para certificar un material de referencia. Para
ello, resulta fundamental emplear métodos correctamente validados para el andlisis
de la o las propiedades a certificar en el material en concreto que se desea certificar.
Los valores certificados deben acompafiarse de una declaraciéon de trazabilidad
metroldgica, debiendo ser trazables a una realizacién exacta de la unidad o unidades
en las que se expresan, y de una declaracidn incertidumbre con la indicacion de un
nivel de confianza, segun lo dispuesto en la ISO 17034:2016.

Otros ensayos de intercomparacion. En esta categoria se engloban los ejercicios
organizados por el propio laboratorio como control de calidad interno para la
deteccién de errores y del grado de variabilidad entre ensayos.

1.3. DESARROLLO DE UN ENSAYO DE INTERCOMPARACION

En primer lugar, es fundamental establecer la necesidad de participacién y/o de organizacion

de un ensayo de intercomparacion, y elaborar un programa para ello.

Esto incluye determinar para qué técnicas y sobre qué muestras (por ejemplo, para qué
diferentes enfermedades) se desea participar en un ensayo de intercomparaciéon. Atendiendo
a la complejidad del método, el volumen de actividad, o la posibilidad de interferencias en el
mismo, se definird una frecuencia de participacion. El programa y la frecuencia de
participacién en ensayos de intercomparacién deberan estar en consonancia con el resto de
las herramientas planteadas en el Sistema de Calidad del laboratorio.

Para definir el programa del ejercicio, se debe establecer:
e Los objetivos que se persiguen con la realizacién
Los medios de los que se dispone

El laboratorio u organismo organizador. Puede coincidir o no con el organismo que
encarga el ensayo. En el caso de ensayos de aptitud para laboratorios de Sanidad
Animal, por ejemplo, seran los Laboratorios Nacionales de Referencia (a nivel estatal)
o los Laboratorios Comunitarios de Referencia (a nivel europeo) los encargados de la
organizacion.

El programa del ensayo. En caso de que el organismo que encargue el ensayo sea
diferente al que lo organice, el primero debera aprobar la propuesta presentada por
el organizador.
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La fase de planificacion no puede ser subcontratada a terceras partes, segun lo dispuesto en
la I1SO 17043.

Una vez definido el plan a seguir para el desarrollo del ensayo, se debe determinar qué
laboratorios participardn en él. El namero de laboratorios participantes puede ser
determinante a la hora de realizar determinados analisis estadisticos, por lo que es
fundamental considerarlo de antemano. Se debe tener en cuenta que nimero bajo de
participantes podria dar lugar a una interpretacion de los resultados con una validez
estadistica limitada. Este punto es especialmente relevante en los ensayos de colaboracién y
de certificacion.

Posteriormente, serd responsabilidad del organizador producir u obtener las muestras de
ensayo, que se deben seleccionar en un nimero adecuado para que los resultados sean
significativos. Ademads, se deberd disponer de ellas en cantidad suficiente para poder realizar
las técnicas incluidas en el ensayo, para lo cual es ademas fundamental prever que puede ser
necesario realizar repeticiones. Ademas, algunas de las muestras podran ser idénticas,
permitiendo asi comprobar por un lado la homogeneidad del lote preparado, y por otro lado
la repetibilidad intralaboratorio. En caso de que las muestras requieran de algun tipo de
preparacion previa, es fundamental que se incluyan unas instrucciones a seguir por los
participantes.

Para garantizar que las muestras recibidas por los participantes se encuentran en condiciones
Optimas para su analisis en el momento de su recepcidn, es fundamental que el organizador

realice pruebas de homogeneidad y estabilidad, basadas en calcular la influencia de estos
parametros en el resultado final. Asi, se debe estudiar la variabilidad de los resultados
obtenidos sobre el mismo item en diferentes condiciones:

Test de homogeneidad. Busca analizar la variabilidad entre diferentes viales del
mismo item de ensayo. Se debe utilizar una seleccion estadisticamente aleatoria de
un numero representativo de las muestras de ensayo de todo el lote.

Test de estabilidad. Consiste en el analisis de la variabilidad entre diferentes analisis
realizados secuencialmente sobre la misma muestra, para determinar si el resultado
es el mismo tras un determinado periodo de tiempo. Para ello, se debe analizar la
muestra en un primer momento (que puede coincidir con el andlisis de
homogeneidad), y posteriormente, tras pasar un tiempo determinado en ciertas
condiciones.

En la interpretaciéon de estos tests de homogeneidad y estabilidad, para parametros
cualitativos debera valorarse el mantenimiento del resultado a lo largo de los ensayos
planteados. Para parametros cuantitativos, el disefio de los tests de homogeneidad vy
estabilidad se describe en la ISO 13528:2015. Segun lo dispuesto en esta norma, la
variabilidad debida a la homogeneidad, asi como la variabilidad debida a la estabilidad,
deben encontrarse en un rango inferior a 0,3 veces la variacion objetivo.

Sobre las muestras enviadas es también fundamental calcular el valor asignado, asi como el
valor de incertidumbre asociado a este.
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Una vez los laboratorios han aceptado la participacion en el programa, el organizador debera
enviar a los participantes la documentacion definitiva, indicando el objetivo u objetivos del
ensayo, el nimero de muestras a ensayar, los métodos de ensayo admitidos, los criterios
para el envio de resultados, el calendario con los plazos para el envio de muestras y de
resultados, el procedimiento en caso de desviaciones y un documento de declaracion de
aceptacion, que debera devolverse firmado por el participante.

Para el envio de los items de ensayo, es fundamental controlar que el empaquetado cumple
con los requisitos legales de seguridad y transporte. Las etiquetas deben estar bien pegadas,
ser legibles y mantenerse intactas durante el transporte. Tras el envio de las muestras, los
laboratorios deben asegurarse de que las condiciones de las muestras en el momento de la
recepcién son las correctas y, en caso contrario, comunicarlo al organizador. Deberd
confirmarse la recepcion por el medio definido previamente.

Tras la recepcidn de las muestras, tendran lugar las fases de ensayo y de envio de resultados
al organizador. Al recibir los resultados, se debe comprobar que se han cumplido los plazos y
los requisitos de presentacidn de los mismos. En caso de no darse esta condicidn, o bien de
detectarse cualquier tipo de error de transcripcion, el organizador deberda ponerse en
contacto con el laboratorio participante para esclarecer o corregir la situacién. Los resultados
se analizaran estadisticamente de acuerdo con lo dispuesto previamente en la programacion
del ensayo de intercomparacion. Este punto serd abordado en mayor profundidad en el
siguiente apartado de este tema.

Una vez obtenidos y analizados los resultados, se redactara un informe final que sera enviado
a los laboratorios. Se podra valorar la necesidad o conveniencia de realizar una reunidn final
con los laboratorios participantes para presentar los resultados y obtener conclusiones en
comun, para lo cual podrd haberse realizado en primer lugar un informe provisional sobre el
gue trabajar. En el caso de los ensayos de aptitud, ademas, se generaran informes
individuales que recojan el desempefio del laboratorio en concreto.

Los informes deben ser claros, e incluir informacidén suficiente para su correcta interpretacion,
incluyendo:

e Datos sobre el programa de intercomparacion: nombre de la organizacion
responsable, identificacidon del informe, objetivos del programa.

Datos de la muestra o muestras analizadas: caracteristicas de los items enviados,
desarrollo y resultados de las pruebas de homogeneidad y estabilidad, determinacién
de los valores asignados e incertidumbre asociada.

e Resultados del ejercicio:
o Maétodos de ensayo empleados e informacidon complementaria al respecto
o Valores de las medidas individuales
Resultados aberrantes

Desviaciones detectadas
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Valor del rendimiento del ejercicio

Determinacion de parametros estadisticos, como la reproducibilidad o la
repetibilidad en el caso de duplicados

o Conclusiones generales

La autorizacion de los informes no puede ser subcontratada.

2. TRATAMIENTO E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
2.1. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el analisis estadistico de los resultados, se deben emplear métodos apropiados, segun lo
dispuesto en la norma ISO 13528:2015 y en la Guia ISO 35:2017.

Los métodos a emplear seran diferentes en funcidon del tipo de ensayo del que se trate.
Ademas, debera tenerse en cuenta si la propiedad analizada es cualitativa o cuantitativa.

Asi, los métodos mas utilizados segun el tipo de ensayo incluyen:

e Para los ensayos de aptitud, la evaluacién del desempefio y de tendencias a partir del
estadistico Z-score.

Para los ensayos colaborativos, serd fundamental realizar primero un test de datos
aberrantes para eliminarlos, pudiendo emplear tests como los de Crochan o Grubbs.
Ademas, se debera realizar la determinacién de parametros estadisticos, incluyendo
la sensibilidad, especificidad y eficiencia de los métodos.

En los ensayos de certificacion, se realizardn pruebas para determinar Ia
homogeneidad y estabilidad de las muestras, empleando los resultados obtenidos por
todos los laboratorios.

En primer lugar, y de forma comun a todos los tipos de ensayos, se debera calcular el valor
asignado de la propiedad a analizar para cada una de las muestras.

Ill

El valor asignado se define en la ISO 17043 como el “valor utilizado como verdadero por el
director del ensayo de intercomparacion en el tratamiento estadistico de los resultados”. Es,
por tanto, una estimacién practica del valor verdadero que se empleara para evaluar los

resultados de los participantes.
Para fijar el valor asignado, se pueden emplear diversos métodos:

e Valor de un material de referencia certificado. En caso de emplearse un material de
este tipo como item de ensayo, se tomara su valor como valor asignado.

Valor de muestra adicionada, en caso de utilizarse una muestra bruta sobre la cual se
adicionan cantidades conocidas de la sustancia a determinar.
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e Valor consenso obtenido por un grupo de laboratorios expertos mediante métodos
de ensayo aceptados.

e Valor medio o valor consenso del conjunto de laboratorios participantes una vez
eliminados los valores aberrantes. Este método comporta un mayor riesgo, ya que
pueden existir datos erréneos.

Ademas, se debera calcular la precision (en términos de desviacion, mediante el calculo de
Oobj) Y la incertidumbre asociadas a este valor, bien mediante experimentacion (a partir de
resultados de reproducibilidad), por prescripcidon en el caso de materiales de referencia, o
bien por otros sistemas (por referencia a metodologia vélida, o por referencia a un modelo
generalizado).

2.1.1. Ensayos cualitativos
Se valorara si el resultado coincide o no con el valor asignado.

Ademas, es fundamental comprobar que existe un consenso (que se debe establecer en, al
menos, el 75%) entre los laboratorios participantes.

Se deben estimar ciertos parametros de evaluacion, que pueden incluir:
e Eficiencia, como el nimero o porcentaje de aciertos totales

Sensibilidad, como el nimero o porcentaje de muestras positivas informadas como
positivas

Especificidad, como el nimero o porcentaje de muestras negativas informadas como
negativas

Indice Kappa (k). Se trata de un parametro que valora la concordancia, y tiene en
cuenta que existe una probabilidad aleatoria de dar el resultado correcto. El acuerdo
serd mejor cuanto mas préximo se encuentre a 1, siendo:

o Po: porcentaje de acuerdo obtenido

o Pe: porcentaje aleatorio de acuerdo estimado

_ Po — Pe

’C_—
1 - Pe

2.1.2. Ensayos cuantitativos

Se debe tener en cuenta el valor asignado y su incertidumbre asociada. Ademas, se debera
establecer previamente el valor de desviacion objetivo o precision del ensayo (g, ;).

Para calcular la desviacion o dispersién de los resultados se puede emplear el modelo de
Horwitz. Este relaciona la concentracion de analito en la muestra con la dispersion esperable
de los resultados.
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Posteriormente, es fundamental emplear métodos para eliminar resultados anémalos. Con
este fin, se pueden emplear:

e Tests que eliminan los valores segun su distancia al valor medio. Algunos ejemplos son
los tests de Dixon y Grubbs, o la h de Mandel.

Tests que eliminan valores con un alto grado de variabilidad con respecto al resto. Los
mas empleados son el test de Cochran y la k de Mandel. En la préctica, este tipo de
tests ha caido en desuso.

Actualmente, existe una tendencia a la aplicacion de procedimientos basados en
estadistica robusta, segin lo dispuesto en la Norma ISO 13528. Se basan en
propiedades de la mediana, por lo que no se ven tan afectados por la distribucidn
como los que utilizan el valor medio. Un ejemplo es el sistema del algoritmo A, que se
basa en la realizacion de un proceso recursivo hasta la convergencia de los datos
obtenidos.

Para la evaluacion del rendimiento (fundamentalmente en ensayos de aptitud) se empleara
el estadistico Z-Score, definido como la diferencia entre el valor del laboratorio (V) y el valor
asignado (Va), en relacion con la desviacion estandar:

Vi—Va

Oobj

7 =

Los resultados seran interpretados de acuerdo con lo siguiente:
e 7<2:elresultado es satisfactorio
e 2<Z<3:elresultado es cuestionable

e 7 >3:elresultado es insatisfactorio

2.1.3. Ensayos semicuantitativos

Se podran estudiar como cualitativos, empleando el indice kappa (u otros indices que midan
la distancia con respecto al rango previsto), o como cuantitativos, pudiendo emplear el Z-
Score siempre que exista una distribucién normal (o se pueda transformar a una distribucidn
normal mediante operaciones matematicas).

2.2. ACTUACION ANTE RESULTADOS NO SATISFACTORIOS

En caso de obtener resultados no satisfactorios, es fundamental considerar ciertas premisas.
En primer lugar, se debe determinar si la evaluacidn realizada ha sido adecuada al objetivo
marcado. Ademas, debe comprobarse que no se produjeron errores en la expresion de
resultados. Una vez comprobado que no se trata de un error de transcripcién o interpretacion
de los resultados, se debera:
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Comprobar que se han seguido las instrucciones del organizador en cuanto a la
conservaciéon y manipulacién de los items.

Verificar que las medidas se realizaron empleando el método previamente
determinado.

Comprobar que el instrumento o los instrumentos empleados en el andlisis
funcionaron correctamente.

Analizar la posibilidad de contaminaciones provenientes del material utilizado, el
ambiente, o a través del personal.

Comprobar los resultados de controles de calidad internos y de otros items similares
ensayados el mismo dia.

En caso de no encontrar un origen claro al problema se debera repetir el ensayo, si es posible,
o bien analizar otras muestras similares de valor conocido. Si tras este analisis se considera
oportuno, se podran realizar modificaciones del método de ensayo o de algunas de las etapas.

Tras el establecimiento de estas medidas correctoras y su comunicacién al organismo
organizador, se debe valorar su eficacia, por ejemplo mediante la participacién en un nuevo

ensayo de intercomparacion.

3. ERRORES COMUNES

Es fundamental evitar cometer ciertos errores al participar en ensayos de intercomparacion,
gue pueden derivar de un planteamiento erréneo del mismo, como puede ser:

Considerar el ejercicio de intercomparacidn como un concurso O un examen,
estableciendo objetivos de rendimiento poco realistas (como un z-score igual a 0).

Sobrevalorar los resultados satisfactorios o no satisfactorios, llegando a usarlos como
medios sustitutivos de los controles de calidad internos.

Tomar acciones frente a resultados no satisfactorios sin realizar un analisis riguroso
de los resultados, por ejemplo alegando que se trata de problemas puntuales.

Algunos de los errores que deben evitarse incluyen:

No seguir las instrucciones del organizador
No realizar el ensayo de la forma habitual (en el caso de ensayos de aptitud)
Modificar las condiciones del ensayo para hacerlas mas favorables

No respetar las condiciones de repetibilidad, mezclando metodologias, personal o
equipos

Realizar un mayor numero de medidas del requerido para poder seleccionarlas o
promediarlas en virtud de los resultados obtenidos
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Cometer errores en la transcripcién de resultados
Comentar resultados con otros participantes
Presentar como propios resultados de medidas subcontratadas a otros laboratorios

Cometer errores en la identificacion de los items

Cometer errores en la transmision de resultados (por ejemplo comunicar los
resultados cometiendo errores en las unidades de medida)
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 6

ESTADISTICA. PARAMETROS ESTADISTICOS APLICADOS AL ANALISIS
BIOLOGICO. MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL Y DISPERSION.
ANALISIS, ACEPTACION Y RECHAZO DE RESULTADOS. PRUEBAS DE
SIGNIFICACION PARA COMPARACION DE MEDIAS Y VARIANZAS.
ANALISIS DE TENDENCIAS.
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1. INTRODUCCION

La Estadistica es la ciencia y el arte de dar sentido a los datos, proporcionando la teoriay
los métodos para extraer informacién de éstos y poder resolver problemas del mundo real.
La estadistica consiste en métodos, procedimientos y formulas que permiten recolectar
informacién para luego analizarla y extraer de ella conclusiones relevantes. Se puede decir
que es la Ciencia de los Datos y que su principal objetivo es mejorar la comprension de los
hechos a partir de la informacion disponible. Con el analisis estadistico se pretende realizar
un estudio de los datos disponibles de un sistema para posteriormente realizar la oportuna
inferencia.

En estadistica, se define poblacién como la totalidad de individuos de interés del fenémeno
que se estudia. Una muestra seria un conjunto de individuos representativos de dicha
poblacion, conjunto que permitiria estudiar el fendmeno sin pérdida significativa de
informacién. Una variable es una caracteristica que varia de individuo en individuo. Asi, si
se pretende analizar el contenido en sulfatos de un lago, la poblacidn seria el propio lago y
la muestra seria una porcién de agua representativa del mismo. De este modo, a partir del
analisis de la muestra, debe ser posible conocer el contenido en sulfatos de la poblacidn.
Cuando nos referimos a datos obtenidos experimentalmente en el laboratorio, la poblacidn
se refiere a la totalidad de medidas posibles, mientras que la muestra seria un conjunto de
estas medidas.

En la mayoria de los casos las poblaciones contienen un nimero tan grande de elementos
gue podemos considerarlas como infinitas, no en el sentido matematico del término sino
porque el nimero de elementos es tan grande que su manejo resulta imposible. La muestra
se considera como un subconjunto de la poblacién que debe cumplir la condicion de ser
REPRESENTATIVA y en términos estadisticos ALEATORIA. Esto es asi cuando en cada
momento todos los elementos de la poblacién tienen la misma probabilidad de formar
parte de la muestra.

Una variable que tedricamente puede tomar cualquier valor entre los limites del campo de
variacion se dice que es de tipo CONTINUO. Si solo puede tomar valores aislados es de tipo
DISCRETO.

De todos es sabido que cualquier disciplina de la ciencia moderna tiene un caracter
cuantitativo. Obviamente en muchos casos una respuesta cuantitativa es mucho mas
valiosa que una cualitativa. Para un cientifico tiene mads valor conocer que una muestra
contiene tal nivel de albumina, anticuerpos, etc. que simplemente saber que la muestra los
contiene. Para él es mucho mas util poder decir cuanto hay de algo en una muestra y la
persona que solicité el andlisis podria, una vez que tiene esta respuesta cuantitativa, juzgar
el significado del resultado. En cualquier caso, aunque el resultado sobre una muestra sea
tan solo de caracter cualitativo, para su obtencion se ha tenido que recurrir a métodos
cuantitativos.
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En todo proceso de medida son muchos los factores que pueden contribuir al resultado
final, desde que el instrumento de medida no esté bien ajustado y pueda dar medidas
alejadas del valor verdadero a simples variaciones u oscilaciones del propio sistema de
medida que hacen que por mas que se repita el proceso no se obtenga un Unico resultado.
Cuando sobre un sistema se realizan varias medidas repetitivas aparecen dos tipos de
errores:

a) Errores sistematicos: son aquellos que provocan que un resultado se desvie del valor
verdadero en el mismo sentido, es decir que tras una serie de medidas repetidas todas ellas
se desvien hacia un lado (bien sea por encima o por debajo del valor verdadero). Este tipo
de errores afectan a la exactitud, es decir a la proximidad a la que se encuentran los
resultados obtenidos del valor verdadero. Estos errores pueden ser facilmente
indentificados y lo que es mas importante corregidos si se conoce la magnitud de Ia
desviacion del sistema de medida. Por ejemplo, un tirador con arco que siempre desvia sus
lanzamientos hacia un lado (derecho), para acertar en el blanco bastaria con que apuntase
no al centro de la diana sino al lado contrario (izquierdo). De esta forma se ha eliminado
este tipo de error.

b) Errores aleatorios: impiden que tras la repeticion de una medida se obtenga el mismo
resultado. Hacen que las medidas se desvien unas veces hacia un lado y otras hacia el otro;
es decir que los resultados individuales caigan a ambos lados del valor medio. Este tipo de
errores afectan a la precisién o reproducibilidad de una medida. Como su propio nombre
indica su aparicidn es “aleatoria” lo cual hace que en unas ocasiones el resultado de la

medida caiga unas veces a un lado de la media y otras al otro lado. Su magnitud suele ser
pequefia en comparacion con los errores sistematicos. Son dificilmente evitables y lo mas
gue se puede hacer es minimizarlos, aunque siempre estaran presentes en cualquier

medicion.

Como estamos viendo, las mediciones que hacemos sobre cualquier sistema (muestra) no
son Unicas sino que se suelen realizar varias medidas con objeto de conocerlo mejor
(poblacidn). Cuando se tiene un numero elevado (n>50) de medidas se requiere su
sistematizacién de cara a tener una idea del conjunto de datos disponible. Una de las
formas mas simple es ordenar los datos y comprobar cuales se repiten y cuantas veces lo
hacen (esto es, conocer su frecuencia). La representacion de la frecuencia a la que aparece
cada dato es lo que se conoce como histograma (figura). La altura de cada una de las barras
es proporcional a las veces que se repite (frecuencia) un valor de la variable. Si el nUmero
de medidas es suficientemente elevado (tiende a infinito) esta representacién suele tener
forma de una curva conocida como “distribucién gaussiana”.

Sistama de
>
referencia
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Se puede comprobar que el 50% de los datos de la distribucidn se encuentra a un lado de
la linea central y el otro 50% al otro lado. No obstante, el conjunto de medidas realizado
debe de poder caracterizarse y mostrarse de una manera mas simplificada que una gréfica,
esto es, cuando realizamos un conjunto de medidas no solemos mostrar como resultado
todos los valores obtenidos en cada una de ellas (la tabla de medidas realizadas) sino que
tendemos a simplificar esa informacién mediante unos pardmetros de caracterizacién del
conjunto que nos permitan conocer la disposicidn del conjunto de datos respecto del
sistema de referencia y la amplitud o anchura de la distribucion. Estos son los que se
conocen como parametros poblacionales.

2. PARAMETROS ESTADISTICOS POBLACIONALES

A la hora de definir un conjunto de datos se utiliza una serie de parametros que atendiendo
al tipo de informacidén que aportan se clasifican como:

Parametros de centralizacidn: indican la disposicién de los datos respecto de un sistema
de referencia.

Parametros de dispersion: indican cuan extensa es la distribucién. No indica si el nUmero
de datos o valores es mayor o menor sino la magnitud de su dispersién en torno a un valor
central.

2.1. PARAMETROS DE CENTRALIZACION:

Los parametros de tendencia central son estadisticos que pretenden resumir en un solo
valor un conjunto de valores. Representan un centro en torno al cual se encuentra ubicado
el conjunto de los datos. Los pardametros de tendencia central mas utilizados son: media,
mediana y moda.

MEDIA: La media de un conjunto de N numeros (X1, X2, X3... Xn) se define como:

sumatorio de todos los elementos ~ X}-1 X;

Media =

nuamero de elementos N

Se representa por la letra griega p

MEDIANA: si se ordenan los valores de la muestra ascendente o descendentemente, la
mediana es el valor de la variable que divide a la poblacion en dos partes iguales, es decir,
el valor que deja a la mitad de los individuos a un lado y a la otra mitad al otro.

MODA: es el valor que se presenta con mayor frecuencia, es decir el mas repetido.
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2.2. PARAMETROS DE DISPERSION:

Son estadisticos que indican los concentrados o dispersos que estan los datos entre si y
respecto a la media. Son muchos los empleados, pero los mds importantes son: varianza,
desviacidn estandar, coeficiente de variacidn y rango.

VARIANZA: se calcula como la media cuadratica de las desviaciones de cada uno de los
datos respecto de la media. Nos informa acerca de la variabilidad de los datos. Se trata de
una magnitud aditiva.

j=1(X; — W?
N

Varianza =

DESVIACION ESTANDAR: se representa por o. Se define como la raiz cuadrada de la
varianza:

=X — w2

Desviacion estandard = Vvarianza = N

COEFICIENTE DE VARIACION: se define como la desviacidn tipica partido por la media:

desviacion tipica

media

o
CV (%) = E-100=

Este pardmetro permite comparar la variabilidad de dos poblaciones con distintas
magnitudes (medias). Al expresarse por unidad de la poblacién permite distinguir aquella
poblacion mas precisa (la de menor CV).

RANGO: es diferencia entre el valor maximo y minimo del conjunto muestral.

Rango = x["4* — xInin

3. INTERVALOS DE CONFIANZA

La descripcién de una poblacidon se puede realizar a partir de los correspondientes
parametros poblacionales, esto es a partir de los estadisticos antes citados como media,
desviacidn estandar, CV, etc. obtenidos del conjunto de datos disponible. Mejor aln queda
definida mediante lo que se conoce como el intervalo de confianza. Se llama intervalo de
confianza a un par o varios pares de numeros entre los cuales se estima que estara la
™ totalidad o la practica totalidad de los datos

poblacionales para un determinado nivel

de confianza (% P). El verdadero valor

medio de una poblacion se encontrard en

un intervalo de valores definido por la

media y la desviacién estdndar muestrales.

Dicho intervalo posee wuna amplitud

dependiente del nivel de confianza con el
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gue se estima el valor verdadero. Habitualmente en la ciencia se trabaja con niveles de
confianza del 95 % y 99 %. Asi el intervalo de confianza de una poblacién se define como:

S
: VN

“t” es el valor de t de Student para el nivel de confianza asumido. Asi para una probabilidad
del 68 % t=1, para un 95,45 % t=2 y para un 99 % t=3

En funcion del nivel de confianza considerado 95% o 99%, el intervalo que contendra el
valor verdadero de una distribucién serd mayor (99%, +3S) o menor (95%, +2S).

4. PRUEBAS DE SIGNIFICACION
En el laboratorio nos podemos encontrar con muchas situaciones, por ejemplo:

e Comparar un conjunto de datos con un valor de referencia. Por ejemplo, se analizan
varias muestras de un material de referencia (MR) y se compara el valor obtenido con el
valor asignado o declarado para dicho MR.

e Comparar dos conjuntos de datos. Por ejemplo, comparar dos conjuntos de medidas
realizados con dos instrumentos distintos queriendo conocer si las medidas con uno y con
el otro son comparables.

e Comparar mas de dos conjuntos de datos. Por ejemplo, la comparacidn de si mas de dos
tratamientos afectan a un proceso o estudiar si un método funciona mejor a varios pH (1,
2, 3, etc.)

Las pruebas de significacion son test estadisticos basados en la existencia de incertidumbre
en las medidas que permiten evaluar datos/resultados para un nivel de significacion o
probabilidad definido. Cuando se comparan resultados o se duda de valores no se hace
Unica y exclusivamente en base a los valores cuantitativos comparados, sino que se tiene
en cuenta la incertidumbre asociada a cada uno de los valores comparados.

Las principales pruebas de significacién empleadas en el laboratorio son:

a) La evaluacién de resultados andmalos.

b) La comparacion de una media experimental con un valor tedrico o conocido.
c) La comparacion de los valores medios de dos conjuntos de resultados.

d) La prueba t por parejas.

e) La prueba para la comparacion de desviaciones estandares.

f) El andlisis de la varianza o comparacion de mds de dos conjuntos de muestras.
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4.1. EVALUACION DE RESULTADOS ANOMALOS

Cuando se realizan varias medidas de algo es facil encontrarse con que un resultado
difiere del resto de manera inexplicable. Estas medidas se denominan resultados
anémalos.

Existen varios procedimientos para examinar si un resultado o medida son anémalos:

1) Q-Dixon: consiste en comparar el cociente entre la diferencia entre el dato anémalo y el
valor mas préximo con el rango o amplitud de la distribucion (diferencia entre la medida
mas grande y la mas pequefia). Este cociente se conoce como Q de Dixon. Los valores
maximos de Q se encuentran tabulados (para diferentes probabilidades). Si el cociente
calculado supera el valor tabulado el dato anémalo se excluye del conjunto de resultados
para la estimacién del valor final (media). En caso contrario se mantiene. Se compara el
valor de la Qpixon experimental con la Qmsx descrita en tablas estadisticas para un nivel de
probabilidad (habitualmente el 95 %).

|valor sospechoso — valor mas cercano

Qpixon experimental =

valor maximo — valor minimo

Si Quixon experimental > Qmax €l dato andmalo se rechaza y se recalculan los pardmetros de la
distribucién

2) Regla 4-d: La serie debe tener al menos 4 o mas datos. Despreciando el valor dudoso se
calcula la desviacion media para los restantes datos de la serie. Si el resultado dudoso

difiere del nuevo promedio en mas de 4 veces la desviacidn media de los restantes valores
gue permanecen en la serie, debe ser rechazado.

Si el dato andmalo no estd comprendido en el intervalo X + 4 - s se rechaza; en caso
contrario se mantiene.

3) Regla 2,5-d: idem. anterior solo que son 2,5 veces la desviacién media de los restantes
valores del conjunto de datos. Este criterio es mas restrictivo que el anterior, por lo que
tiende a rechazar mas valores anémalos.

4.2. COMPARACION DE UNA MEDIA EXPERIMENTAL CON UN VALOR TEORICO O
CONOCIDO.

Teniendo un conjunto n de resultados descritos por una media (x) y una desviacion
estandar (s) se puede conocer para un nivel de probabilidad dado (P %) si dicho valor difiere
estadisticamente de un valor tedrico (n). Para ello se calcula el estadistico tcalc de la
siguiente forma:

_(Z=p/n
tcalc - T
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Si tealc > trab €l valor hallado difiere al nivel de significacién escogido (P%) del valor tedrico.
Twb se puede encontrar en tablas estadisticas para varios niveles de probabilidad o
significacidon escogidos (habitualmente 95 %).

4.3. COMPARACION DE DOS CONJUNTOS DE RESULTADOS.

Dos conjuntos de resultados (definidos por x1, s1, nl y x2, s2, n2, respectivamente) se
desean comparar para ver si hay diferencia significativa entre ellos. Se calcula el estadistico
t como:

(X2 — X1)
1,1

n nz

tcalc -

donde S es una combinacidn lineal de las varianzas de ambas distribuciones, suponiendo
que s1y s2 son similares. En caso contrario en la formula anterior se sustituye 1 en los
numeradores de la raiz por las respectivas varianzas si1? y s2°.

Si tealc > tiab los dos conjuntos de resultados difieren al nivel de significacién escogido (P%).
tiap S€ puede encontrar en tablas estadisticas para varios niveles de probabilidad o
significacion escogidos (habitualmente 95 %).

4.4. LA PRUEBA T POR PAREJAS.

Se suele emplear cuando se quieren comparar dos procedimientos o métodos de analisis
gue se han empleado para realizar medidas sobre el mismo conjunto de muestras
conteniendo cantidades diferentes del analito. En este caso se plantea la hipdtesis de que
no hay diferencias significativas entre los resultados aportados por los dos procedimientos
gue se quieren comparar. Se calcula el estadistico t a partir de las diferencias entre cada
pareja de resultados. Siendo x; el valor medio de las diferencias y SD su desviacion
estandar.

X VN

Sd

calc

Una vez mas el tcic se compara con el valor tabulado para aceptar/rechazar la hipédtesis.

4.5. PRUEBA PARA LA COMPARACION DE VARIANZAS.

Se emplea cuando se quiere comparar si las desviaciones estandar de dos conjuntos de
resultados son comparables, es decir si el componente de los errores aleatorios en ambos
conjuntos de resultados es similar. En definitiva, cuando se quiere establecer cual de los
dos conjuntos de resultados es mads preciso. En este caso se calcula el estadistico F-
Snedecor como:

Siendo sZ>s2.
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Si el valor Fcalc > Ftab para el nivel de probabilidad considerado se concluye con que la
precisién de ambos conjuntos de datos es diferente.

4.6. EL ANALISIS DE LA VARIANZA O COMPARACION DE MAS DE DOS CONJUNTOS DE
MUESTRAS.

Se emplea cuando se quieren comparar mas de dos conjuntos de resultados por ejemplo
provenientes de diferentes tratamientos, condiciones de almacenamiento, operadores,
etc. Permite estudiar simultdneamente las dos fuentes de variacion: a) los errores
aleatorios y b) lo que se conoce como factor controlado o efecto fijo (tratamientos,
condiciones de almacenamiento, operadores, Tas, etc.).

En este caso se emplea el analisis de la varianza (ANOVA) que permite separar y estimar las
diferentes causas de variacion entre tratamientos (errores aleatorios y factor controlado).
Estos calculos son laboriosos y complejos. No obstante, hoy dia se encuentran
implementados en cualquier software estadistico u hoja de célculo.

5. ANALISIS DE TENDENCIAS

El analisis de tendencia es una técnica estadistica
gue permite estudiar una o mads variables en un
periodo de tiempo aportando informacion para la
toma de decisiones. Es muy empleado para
observar la evolucidn de variables dependientes
como larespuesta de uninstrumento en funcién de
la concentracion, o la amplitud de una respuesta biolégica a un tratamiento
(crecimiento/inhibicién bacteriana ante un tratamiento antibidtico, etc.).

y=2,972x + 9,8485
R*=0,8468

En un caso de éstos, se dispone de un conjunto de valores: una variable independiente (x)
(concentracion, cantidad, etc.) y una variable dependiente (y) (absorbancia, drea o altura
cromatografica, etc.) cuya representacidn en un sistema cartesiano puede exhibir cierta
tendencia o dependencia entre las dos variables.

Mediante el analisis estadistico adecuado se puede obtener una funcidon que relaciona
ambas variables que posteriormente se puede emplear para predecir un valor de la variable
dependiente a partir de un valor experimental de la variable dependiente. La ecuacién de
tendencia es una representacion algebraica de la linea ajustada. Habitualmente se pueden
encontrar que los datos experimentales pueden ajustarse a varios tipos de funciones
matematicas como:

Tipo Funcién matematica

a) Lineal: y=a+bx

b) Cuadratico: y=a+bx+cx?
c¢) Exponencial: y = a-b¥

d) Logaritmica: y =a+ b-Log(x)
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De todas ellas la mas ampliamente utilizada es la funcion lineal empleada en la calibracion
de equipos de medida y métodos analiticos. La obtencién de la funcién matematica se hace
mediante lo que se conoce como analisis de regresion.

5.1. REGRESION LINEAL

Casi el 90% de los procesos de
Limite linealidad medida en el laboratorio se
llevan a cabo mediante técnicas
instrumentales de analisis. En las
técnicas  instrumentales de
analisis el procedimiento a seguir
Rango es. obt.elner una .gréfica de
valido calibracion mediante la
preparacion de una serie de
patrones de  concentracién
conocida y diferentes, con los
gue “ajustar” el equipo o el método. Tras ser medidos se puede establecer una relacién
entre la sefial o lectura instrumental y la concentracién del analito en los patrones.
Posteriormente se empleard esta relacidon para establecer la concentracion de la muestra
de interés interpolando en dicha gréfica.

Limite
cuantificable

Limite
detectable

Concentracion

Supongamos que pretendemos realizar la determinacién de un determinado analito
mediante un método instrumental, de modo que medimos una propiedad fisica de la
muestra que sea proporcional a la concentracion de analito. En principio, a partir de la
medida de esta propiedad no podremos calcular la concentracién de analito. Para poder
hacer esto es preciso establecer una relacién entre las sefiales medidas y una serie de
patrones de concentracién conocida. Esto es lo que se denomina realizar un calibrado. La
relacion senal-concentracién vendra dada por una funcién matematica a partir de la cual
se puede interpolar el valor de
seflal obtenido para una
y=3.032x-0.074 muestra problema y calcular asi

R®=0.998 la concentracién de analito en la

misma.

Supongamos que disponemos
de una serie de patrones de
concentracion x1, x2, ..Xi, ... Xn
gue, una vez medidos por una
determinada técnica presentan
unas seiales analiticas y1, y2,
..yi, ... yn. Si representamos las
sefales frente a las concentraciones obtenemos la denominada curva de calibracion o
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funcién de calibrado. En el caso mas sencillo, como ya se ha dicho, tendremos una recta de
calibrado de ecuacién y = a + bx, donde b es la pendiente y a la ordenada en el origen.

El método de regresion lineal busca de todas las rectas posibles (azul, verde o rosa) que se
pueden ajustar a un conjunto de datos (en rojo) la recta que mejor se ajusta:

Residuales ‘

-

\#~

Residuales
I

/

s

) I

Para calcular el valor de estos dos pardmetros (a y b) se utiliza el método de los minimos
cuadrados, que consiste en estimar estos pardmetros minimizando la suma cuadratica de
los residuales (sus desviaciones respecto de la recta escogida). En el ejemplo anterior la
recta que mejor ajusta los datos es la verde por ser minima la suma de sus residuales.

El método de regresidn lineal por minimos cuadrados posee unas hipdtesis de partida:

a) Solo existe variabilidad en los datos de la respuesta instrumental (y). O lo que es lo
mismo, los datos del eje x (concentraciones de los patrones) estdn exentos de error.

b) Los valores de “y” son normales, es decir siguen una distribucién normal con varianza
SZ

c) Las varianzas de los valores de “y” son constantes (condicién de homocedasticidad).

La condicién a) es facilmente cumplida ya que los patrones de calibrado (x) se pueden
preparar con un alto grado de precisidn, mientras que la lectura instrumental o respuesta
(y) posee una menor precision, pero aun asi suelen estar normalmente distribuidos (b y c).

El problema radica en encontrar aquella recta que mejor ajuste a los datos.
Tradicionalmente se ha recurrido para ello al método de minimos cuadrados, que elige
como recta de regresion aquella que minimiza las distancias verticales (residuales) de las
observaciones a la recta. Mas concretamente, se pretende encontrar “a” y “b” tales que:

Min ¥, (Yi- a—b - X;)? (condicién de minimos)
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Resolviendo este problema mediante un sencillo calculo de diferenciacidn, se obtienen los
estimadores minimos cuadraticos de los coeficientes de la recta de regresion (a y b):

?:1(Xi - X) : (Yl - Y) _ Sxy
L (X; — X)?

Siendo S%« la varianza del error experimental total o varianza residual debida a la falta de
un buen ajuste y la variacion dentro de las series:

=1 Y2 — aYi Y —b¥i, XY _ (Y = 1?i)z
n—2 n—2

2 _
Syx =
Donde Y; es el valor predicho por la recta de regresidn o valor calculado esto es:

17i=a+in

Para los pardmetros de la regresiéon a y b también se puede calcular su error como
desviacidn estandar:

Sy’x S =S ?=1Xi2
. =

S __Li=1fi
?=1(Xi - X)z

" oy

El coeficiente de correlacion, r, informa de la bondad del ajuste de la curva a los datos
experimentales. Su valor oscila entre 0y |1, valores de r proximos a 1 implican un mejor
ajuste:

e L AXi=X)-(v;-7)}

VB KB 077

Finalmente, si tenemos una muestra de respuesta instrumental Yk se puede calcular la
concentracion correspondiente a la misma (Xk) a partir de la recta de regresiéon como:
X Yk —a
§ b

Y el error asociado a dicha concentracién viene dado por:

1 Yy — Y)?2
14+ —-+ (’12 ) 72
no b?- XX —X)
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5.1.1. Otras aplicaciones de la regresion lineal

Ademas de la aplicacion principal de la regresién lineal como es el calibrado de
instrumentos o métodos, existen otras aplicaciones que permiten obtener informacion
como son la deteccidn de efecto matriz, efecto interferente o ambos a la vez. Si se dispone
de un método de analisis para la determinacidn de uno o varios analitos en una matriz (e;.
Fenol como conservante en vacunas) se pueden realizar estos dos tipos de calibrado:

a) en disolucién: varias disoluciones de patrones en el disolvente de disolucién

b) en matriz: varias muestras de una matriz blanco (una matriz similar a la que se le aplica
el método o la propia matriz objeto del método) adicionadas de patrén del analito de
interés.

La posterior comparaciéon de los parametros de la regresién de estos “dos calibrados” nos
arroja la siguiente informacion:

calibrado endisolucion calibrado en disolucion calibrado en disolucion 7

7

— — Efecto matriz -Efectointerferente 7 — —matriz+interferente /
/ #

e Deteccidén de efecto matriz: En analisis quimico la muestra problema es una mezcla
multicomponente compuesta por el analito problema y los restantes constituyentes de la
matriz. Dicha matriz puede interferir en la respuesta proporcionada por el sistema de
medida o instrumento utilizado. El efecto matriz se pone de evidencia porque la pendiente
del calibrado con patrones en disolucion es diferente generalmente superior (ausencia de
interferente alguno) a la obtenida con el analito en presencia de la matriz. En este caso
cambia la sensibilidad del método. Para ponerlo de manifiesto basta con comparar las
pendientes del calibrado en ambas situaciones mediante un test de Student.

e Deteccidén del efecto interferente: en este caso la sensibilidad no se ve alterada (la
pendiente no varia) pero se produce un error sistematico por exceso o por defecto que
desplaza verticalmente la recta de calibrado. Es decir, varia la ordenada en el origen del
calibrado. Se pone de manifiesto por comparacion de las ordenadas en el origen de los
calibrados en disolucién y en presencia del interferente.

e Deteccién simultanea de efecto matriz e interferente: Varia la pendiente y ordenada en
el origen de los dos calibrados. Se pone de manifiesto por comparaciéon mediante un test
de t-Student de las pendientes y de las ordenadas en el origen de los calibrados en
disolucién y matriz conteniendo el supuesto interferente.
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Otra aplicacion de la regresion es la Comparacion de métodos analiticos. Cuando se quiere
comparar un método nuevo con uno de referencia se analizan una serie de muestras con
diferente contenido en el analito de interés con ambos métodos y se representan sobre un
sistema de coordenadas los resultados obtenidos por ambos métodos. El andlisis de
regresion puede indicar:

a) Pendiente = 1 y ordenada en el

origen 0, => Los métodos ofrecen el mismo
resultado

o b) Pendiente # 1 y ordenada diferente

# 0, => Los dos métodos ofrecen resultados

diferentes. Aqui habrda que analizar la

[Método 1] pendiente (si la pendiente b > 1 => el método

[ Método 2 |

2 es mas sensible)

5.2. GRAFICOS DE CONTROL

Otra aplicaciéon del andlisis de tendencias en el laboratorio es el empleo de los gréficos de
control. Un grafico de control es una grafica en la que se presentan consecutivamente en
el tiempo valores de una propiedad analitica medida sobre alicuotas de una misma muestra
control de manera que se pueda observar de forma clara y rdpida cualquier variacién
significativa en un proceso (método de andlisis que se realiza rutinariamente) y que permita
llevar a cabo cualquier accion correctora oportuna. El grafico mas empleado es el de
Shewhart.

Consiste en representar graficamente los resultados obtenidos al analizar una muestra de
manera consecutiva en el tiempo dentro de un grafico de caracteristicas determinadas.

Limite de atencién

Limite de accion

Semanas

En él se definen una serie de lineas en torno al valor tedrico X que cabe esperar para la
muestra control:

Lineas de alerta o atencién y de accién. Cuando el proceso, método, sistema de medida,
etc. esta bajo control cualquier resultado cae dentro de la linea de atencidn, es decir, los
errores que concurren sobre una medida puntual son siempre iguales. Si en algun
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momento un resultado cae fuera de esta linea y cerca de la de accidn, ello significa que el
sistema esta fuera de control y se debe detener e investigar las causas que conducen a esa
situacion.

5.2.1. Interpretacion de los diagramas de control.
Nos encontramos en situacion de alerta cuando:

1. El valor actual del control cae fuera de los limites de accién.

2. Un valor actual y su precedente caen fuera de los limites de atencidn, aunque dentro
del limite de accién.

3. Nueve valores sucesivos caen del mismo lado de la media.

Un tipo diferente de diagrama de control es el diagrama de sumas acumuladas. Se
construye con las sumas de las desviaciones de las medias muestrales del valor objetivo,
acumuladas de atras hacia delante. Basicamente, permite detectar cualquier variacion en
el sistema mds rdpidamente que empleando el diagrama de Shewhart simplemente. En
estos diagramas también es interesante el empleo de lo que se conoce como un
“delimitador V” que no es sino una plantilla o transportador que se coloca a determinada
distancia del ultimo punto representado sobre el diagrama con la “V” rotada -902. Se dice
que el proceso esta bajo control si todos los valores de sumas acumuladas caen dentro de
los “brazos” de la V. En caso contrario el proceso/sistema/método se encuentra fuera de
control.

W control
25 Sumas acumuladas

e 425
—-——=235

6. PARAMETROS ESTADISTICOS APLICADOS AL ANALISIS BIOLOGICO.
6.1. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD.
En el caso de diagndstico de enfermedades se pueden realizar una serie de definiciones:

a) Eficiencia: “Fraccion del total de experimentos en los que los resultados finales
coinciden con los asignados en la inspeccién previa”

b) Especificidad analitica: Grado en que un método se ve afectado por los otros
componentes de una muestra con multiples componentes. Un método especifico es en el
gue no se ve afectado por ninguno de los otros componentes. Se define la especificidad
analitica como la fraccion total del n? de muestras negativas asignado correctamente” es
el grado en el que un ensayo no produce reaccién cruzada con otros componentes. La
especificidad analitica se evalua utilizando un panel de muestras obtenidas de animales
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gue hayan estado expuestos a organismos relacionados que puedan estimular la reaccién
cruzada de los anticuerpos, o los sueros de animales con presentaciones clinicas similares

c) Sensibilidad analitica: es la cantidad mas pequena detectable del componente en
cuestion. Se evalua mediante el andlisis de dilucidn de punto final, que indica la dilucion
del suero (cantidad) a la que el componente ya no es detectable, o al menos, no es
distinguible de la actividad o de los sueros negativos. Esta cantidad cuantificada y conocida
podria ser de un patrén interno o nacional/internacional de referencia o de una muestra
de campo cuya concentracion de analito se ha determinado. El momento mds temprano
en el que se puede detectar el anticuerpo tras la exposicion a un agente infeccioso afecta
a la sensibilidad analitica. Este efecto se puede deducir probando las muestras de sangre
extraidas en serie de animales con exposicion posterior al agente en cuestion. La
sensibilidad analitica debe ser alta para conseguir la mayor probabilidad posible de
detectar animales infectados. Si no se puede lograr una sensibilidad analitica muy alta,
puede que el ensayo no sea apto como ensayo de analisis. Alternativamente, si el propdsito
del ensayo es la confirmacién de otro procedimiento de diagndstico independiente, se
requiere que la especificidad analitica minimice la cantidad de reaccidén cruzada.

d) Desviacion negativa: “Cuando el método alternativo da un resultado negativo sin
confirmacién y el método de referencia da un resultado positivo. Esta desviacién se
convierte en un resultado falso negativo cuando puede demostrarse que el resultado
verdadero es positivo”.

e) Desviacion positiva: “Cuando el método alternativo da un resultado positivo sin
confirmacién y el método de referencia da un resultado negativo. Esta desviacidon se
convierte en un resultado falso positivo cuando puede demostrarse que el resultado
verdadero es negativo”

6.2. CARACTERISTICAS DE UN ENSAYO DE DIAGNOSTICO: SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DIAGNOSTICAS.

Sensibilidad diagnodstica: Se define como “Fraccion del n? total de muestras positivas
correctamente asignado”.

Las pruebas diagndsticas se encuentran dentro de las categorias: positivo o negativo. La
determinacion de la sensibilidad y especificidad diagnésticas se realiza asociando los datos
categoricos negativos/positivos con el estado infeccioso conocido de cada animal mediante
una tabla (abajo) de dos direcciones (2 x 2). Después de establecer el corte, los resultados
de las pruebas con sueros estandar se pueden clasificar como positivos verdaderos (PV) o
negativos verdaderos (NV) si concuerdan con los resultados de la prueba de referencia (o
con otros estandares de comparacion). Alternativamente, se pueden clasificar como
positivos falsos (PF) o como negativos falsos (NF) si no concuerdan con el estandar.

La sensibilidad de diagndstico se calcula como VP/VP+FN) mientras que la especificidad de
diagndstico es VN/(VN+FP); el resultado de ambos calculos se expresa generalmente en
porcentajes.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 7

PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS EN LOS LABORATORIOS:
CLASIFICACION POR SU RIESGO, MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO.
FICHAS DE SEGURIDAD. ACTUACIONES EN INCIDENTES/ACCIDENTES
POR PRODUCTOS QUIMICOS.

Pagina 1 de 20




INDICE
1. PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS EN LOS LABORATORIOS
1.1. INTRODUCCION
1.2. CONCEPTOS
1.3. LEGISLACION DE PRODUCTOS QUIMICOS
1.3.1. Normativa Europea
1.3.2. Normativa Nacional
. CLASIFICACION DE PRODUCTOS QUIMICOS
. MANIPULACION DE PRODUCTOS QUIMICOS
. ALMACENAMIENTO DE PRODUCTOS QUIMICOS
. FICHAS DE SEGURIDAD
. ACTUACIONES EN INCIDENTES/ACCIDENTES POR PRODUCTOS QUIMICOS
6.1. CONCEPTO
6.2. GESTION DEL RIESGO
6.3. GESTION DE INCIDENTES Y ACCIDENTES

6.4. RESPUESTA ANTE INCIDENTES/ACCIDENTES

6.5. INVESTIGACION DEL INCIDENTE/ACCIDENTE

Pagina 2 de 20




1. PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS EN LOS LABORATORIOS
1.1. INTRODUCCION

La manipulacién de productos quimicos es una actividad muy extendida en los laboratorios de
ensayo. El procesamiento, almacenamiento, transporte y uso pueden tener efectos adversos
sobre la salud y la seguridad de los trabajadores que los manejan o sobre las instalaciones que
los contienen, generando enfermedades profesionales, accidentes o incidentes de trabajo.

La realizacion de este tipo de tareas en condiciones adecuadas de seguridad estd
condicionada, por un lado, por la utilizacidon de sustancias que cumplan con los requisitos de
comercializacién, y por otro lado por el cumplimiento de la normativa de prevencién de
riesgos laborales.

Estos dos conceptos estan cubiertos por una extensa normativa.

En cuanto a la comercializacién, la normativa existente establece criterios que el responsable
de la puesta en el mercado debe cumplir referente a:

e (Clasificacion.

e Envasadoy etiquetado.

e Fichas de datos de seguridad.

e Limitacion y prohibicién de comercializacion.

En cambio, en cuanto a la Prevencidon de Riesgo Laborales la normativa esta dirigida a la

adecuada gestion del riesgo frente a los productos quimicos relacionada directamente con:

e La peligrosidad del agente quimico derivadas de sus propiedades fisico-quimicas o
toxicolégicas.
o El manejo en si de los agentes quimicos en el laboratorio.

1.2. CONCEPTOS

Podemos definir agente quimico como todo elemento o compuesto quimico, por si solo o
mezclado tal como se presenta en estado natural o producido, utilizado o vertido en una
actividad laboral, se haya o no elaborado de manera intencional y se haya comercializado o
no.

Aguel agente quimico que pueda representar un riesgo para la seguridad y salud de los
trabajadores debido a sus caracteristicas fisico-quimicas o toxicoldgicas en el lugar de trabajo
es definido como agente quimico peligroso.

Todo trabajo en el que se utilicen agentes quimicos o esté previsto utilizarlo, en cualquier
proceso, incluidos la produccion, la manipulacién, el almacenamiento, el transporte o la
evacuaciéon y el tratamiento o que se produzcan como resultado de dicho trabajo es
considerado como actividad con agente quimicos.
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Se considera exposicidn a un agente quimico: presencia de un agente quimico en el lugar de
trabajo que implica el contacto de éste con el trabajador, normalmente, por inhalacién o por
via dérmica.

1.3. LEGISLACION DE PRODUCTOS QUIiMICOS

1.3.1. Normativa Europea

En el ambito de la Unidn Europea la politica de prevencion y control de los productos quimicos
estd regulada principalmente por los siguientes reglamentos:

o ElIReglamento (CE) 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre
de 2006, relativo al registro, la evaluacion, la autorizacidn y la restriccion de las
sustancias y preparados quimicos (REACH). Entré en vigor el 1 de junio de 2007 y tiene
como objetivo principal mejorar la proteccidn para la salud humana y el medio ambiente
frente al riesgo que puede conllevar la fabricacion, comercializacién y uso de las sustancias
y mezclas quimicas.

Para cumplir con estos objetivos establecidos en el Reglamento REACH se contemplan los
siguientes procesos:

e Registro (titulo Il): se tendra que registrar toda aquella sustancia fabricada/importada
en cantidades iguales o superiores a 1 tonelada/anual.
Evaluacion (titulo VI): se evaluaran los riesgos para la salud y el medio ambiente de
toda aquella sustancia que suponga un riesgo conforme a los criterios establecidos
para la asignacion de prioridades.
Autorizacion (titulo VII): se deberad solicitar una autorizacion de uso para toda aquella
sustancia considerada altamente preocupante conforme al Reglamento REACH.
Restriccion (titulo VIII): determinados usos de las sustancias estaran prohibidos o
restringidos cuando supongan un riesgo inaceptable para la salud humana y el medio
ambiente.
El Reglamento (CE) 1272/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo de 16 de diciembre
de 2008, sobre clasificacidn, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas, y por el que
se modifican y derogan las Directivas 67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el
Reglamento (CE) n2 1907/2006.
Entrd en vigor el 20 de enero de 2009 debido a la necesidad de incorporar a la legislaciéon
comunitaria los criterios del Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de las Naciones
Unidas sobre clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas quimicas para
lograr una armonizacién a nivel internacional.
El CLP tiene entre sus principales objetivos determinar si una sustancia o mezcla
presenta propiedades que deban ser clasificadas como peligrosas. Una vez identificadas
dichas propiedades y clasificada la sustancia o mezcla en consecuencia, deberdn
comunicarse los peligros detectados a través del etiquetado. Asi mismo, para velar por el
suministro seguro de las sustancias y mezclas peligrosas se establecen disposiciones
relativas al envasado.
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Para entender el reglamento CLP y las obligaciones que conlleva, es preciso conocer cdmo
define el propio reglamento sustancia, mezcla y articulo (Art. 3):

e Por sustancia se entiende un elemento quimico y sus compuestos naturales o los
obtenidos por algin proceso industrial, incluidos los aditivos necesarios para conservar
su estabilidad y las impurezas que inevitablemente produzca el procedimiento, con
exclusién de todos los disolventes que puedan separarse sin afectar a la estabilidad de
la sustancia ni modificar su composicidn.

Por mezcla se entiende la mezcla o solucion de dos o mas sustancias, que no
reaccionan entre si.

Por articulo se entiende un objeto que, durante su fabricacién, recibe una forma,
superficie o disefio especiales que determinan su funcién en mayor medida que su
composicidon quimica. Los articulos (excepto en el caso de articulos explosivos descritos
en el apartado 2.1 del anexo | del CLP) no se clasifican, etiquetan y envasan en base al
reglamento CLP.

1.3.2. Normativa Nacional

A los citados Reglamentos Europeos se afiade también la siguiente legislacidn a nivel nacional:

O

Ley 8/2010, de 31 de marzo, por la que se establece el régimen sancionador previsto en
los Reglamentos (CE) relativos al registro, a la evaluacidn, a la autorizacién y a la restricciéon
de las sustancias y mezclas quimicas (REACH) y sobre la clasificacion, el etiquetado y el
envasado de sustancias y mezclas (CLP), que lo modifica.

Real Decreto 1802/2008, de 3 de noviembre, por el que se modifica el Reglamento sobre
notificacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas, aprobado por Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo, con la finalidad de
adaptar sus disposiciones al Reglamento (CE) 1907/2006 del Parlamento Europeo y del
Consejo (Reglamento REACH).

Real Decreto 717/2010, de 28 de mayo, por el que se modifican el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo, por el que se aprueba el Reglamento sobre clasificacién, envasado y
etiquetado de sustancias peligrosas y el Real Decreto 255/2003, de 28 de febrero, por el
gue se aprueba el Reglamento sobre clasificacion, envasado y etiquetado de preparados
peligrosos.

En cuanto a la proteccién de los trabajadores, la normativa a aplicar es el RD 374/2001
(y su modificacion por el RD 598/2015, de 3 de julio) sobre la proteccién de la salud y
seguridad de los trabajadores contra los riesgos relacionados con los agentes quimicos
durante el trabajo.

Real Decreto 665/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccién de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con la exposicidn a agentes cancerigenos durante el trabajo.

Real Decreto 427/2021, de 15 de junio, por el que se modifica el Real Decreto 665/1997,
de 12 de mayo, sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados con
la exposicion a agentes cancerigenos durante el trabajo.
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o Real Decreto 656/2017, de 23 de junio, por el que se aprueba el Reglamento de
Almacenamiento de Productos Quimicos y sus Instrucciones Técnicas Complementarias
MIE APQ 0 a 10.

En Espafia, de acuerdo con el Real Decreto 1802/2008, las Autoridades Competentes para la
aplicacion de esta legislacién en el ambito de la Administraciéon General del Estado, son el
Ministerio de Sanidad en lo que se refiere a salud humana y el Ministerio para la Transicién
Ecoldgica y el Reto Demografico en lo que se refiere a los aspectos medioambientales.

2. CLASIFICACION DE PRODUCTOS QUIMICOS

Una de las primeras cuestiones importantes para el trabajo con agentes quimicos y dentro de
éstos, con agentes quimicos peligrosos, es su clasificacidn. La clasificacion es el procedimiento
por el que se le asigna una o varias categorias de peligrosidad. Las clases de peligro definen
la naturaleza del peligro que se derivan o pueden derivar del uso de productos quimicos. Esta
clasificacidn esta realizada conforme al reglamento CLP 1272/2008 que se ha comentado con
anterioridad.

Se divide en tres grandes bloques:

o Segun su Peligro fisico, debido a sus propiedades fisico-quimicas:

e Explosivos: la sustancias y preparados que, incluso en ausencia de oxigeno del aire,
pueden reaccionar de forma exotérmica.
Inflamables: (gases, liquidos, sélidos y aerosoles) son aquellas sustancias que tienen la
capacidad de entrar en combustion, es decir, de arder.
Comburente: (gases, liquidos y sélidos) las sustancias y preparados que, en contacto con
otras sustancias, en especial con sustancias inflamables, produzcan una reaccién
fuertemente exotérmica.
Gases a presidn: incluye una gran variedad de gases con riesgos muy diversos,
inflamables, toxicos, reactivos, comprimidos, licuados, disueltos a presién o criogénicos.

Corrosivos para los metales.

Perdxidos organicos.

Sustancias y mezclas que experimentan calentamiento espontaneo.

Sustancias y mezclas que, en contacto con el agua, desprenden gases inflamables.

Piroféricos (liquidos y sdlidos).

Segun su peligro sobre la salud, debido a sus propiedades toxicoldgicas:
Toxicidad aguda.

Corrosivo o irritacion cutanea.

Lesiones oculares graves o irritacidon ocular.

Sensibilizacion respiratoria o cutanea.

Mutagenicidad.

Carcinogenicidad.

Toxicidad para la reproduccion y la lactancia.

Toxicidad especifica a exposicidon Unica.

Pagina 6 de 20




e Toxicidad especifica a exposiciones repetidas.

e Peligro por aspiracion.

o Segun su peligro sobre el medio ambiente:
e Peligrosos para el medio ambiente acuatico.

e Peligrosos para la capa de ozono.

PELIGROS FiSICOS
(SERIE H 200)
Explosivos

Gases
Liquidos
Sdlidos
aerosoles
Gases
Comburentes Liquidos
Sdlidos

Inflamables

Gases a presion
Reaccion espontanea

Liquidos
Sdlidos

Piroféricos

Calentamiento espontaneo
Con agua desprenden gases inflamables
Perdxidos organicos

Corrosivos para los metales

PELIGROS PARA LA SALUD

(SERIE H 300)

Toxicidad aguda

Corrosion/irritacion cutanea

Lesiones oculares graves/irritacion ocular
Sensibilizacion respiratoria y cutanea
Mutagenicidad

Carcinogenicidad

Toxicidad para la reproduccién y la lactancia
Toxicidad especifica (exposicion Unica)

Toxicidad especifica (exposiciones repetidas)

N7V e

Peligro por aspiracion

PELIGROS PARA EL MEDIO AMBIENTE
(SERIE H 400)

Peligroso para le medio ambiente acuatico

Peligroso para la capa de ozono

& SIOSG

Estas clases de peligros se dividen en categorias (categorias de peligros) que especifican la
gravedad de los peligros dentro de cada clase. Las categorias o subcategorias de peligro llevan
asociadas:
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Un simbolo de peligro, en forma de pictograma de peligro.

Indicaciones de peligro o frases H, que describen la naturaleza de los peligros y su grado.
Consejos de prudencia o frases P, que describen la medida o medidas recomendadas para
minimizar o evitar los efectos adversos causados por la exposicidn a una sustancia o mezcla
peligrosa durante su uso o eliminacidn.

3. MANIPULACION DE PRODUCTOS QUIMICOS

La segunda cuestion fundamental cuando se trabaja con agentes quimicos es la manipulacién.
Toda manipulacién de productos quimicos conlleva un riesgo por lo que es conveniente estar
debidamente informado y formado para evitar que dichos riesgos se materialicen en
accidentes. Por eso las medidas que hay que tomar ante cualquier producto quimico es:

Leer la Fichas de Datos de Seguridad (FDS) antes de manipular un producto nuevo y
actue conforme a sus indicaciones.

Planificar las tareas a partir de la informacién suministrada por el fabricante del
producto.

Disponer de procedimientos por escrito con avisos e instrucciones de manejo seguro.
Utilizar cabinas de seguridad quimica cuando asi se indique.

Mantener los recipientes que contienen sustancias quimicas cerradas sino se estan
utilizando.

No comer ni beber en el lugar donde se manejen productos quimicos.

No reutilizar envases vacios contaminados con agentes quimicos.

No realizar trasvase de productos quimicos de un recipiente a otro sin procedimientos
seguros de como realizarlo (embudos, sistemas fijos...). En caso de realizarlo, etiquetar
debidamente el nuevo recipiente. Se debe trasvasar pequefias cantidades.

Evitar trabajar solo cuando se manipulan agentes quimicos.

Limpiar las superficies de trabajo cuando se produzca un derrame y siempre siguiendo
las indicaciones de la FDS.

Comunicar a los responsables cualquier incidente/accidente en el manejo de agentes
guimicos.

Utilizar los Equipos de Proteccion Individual necesarios para cada tipo de producto
quimico a partir de la evaluacién de riesgo realizada y las FDS.

Evitar en la medida de lo posible el transporte interno de agentes quimicos peligrosos.

4. ALMACENAMIENTO DE PRODUCTOS QUIMICOS

El tercer aspecto importante a la hora de trabajar con agentes quimicos peligrosos es su
almacenamiento. Las instalaciones de almacenamiento de productos quimicos estan sujetas
a normativa especifica de seguridad, sin embargo, existen gran variedad de tipos de
almacenamiento, a alguno de los cuales no se les aplica la mencionada normativa por lo que
deben siempre complementarse con las medidas necesarias derivadas de la preceptiva
evaluacidn de riesgos laborales, teniendo en cuenta las técnicas disponibles en el mercado
gue favorezcan una mayor seguridad en los almacenamientos.
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EI RD 656/2017 mencionado en el punto 1.3 de legislacion de los productos quimicos, aprueba
el Reglamento de almacenamiento de productos quimicos que faculta al Ministerio de Ciencia
y Tecnologia a elaborar instrucciones técnicas en las que se reflejan los requisitos que deben
cumplir distintos tipos de almacenamientos en funcién del tipo de productos que contengan.
Igualmente, este RD aprueba las llamadas instrucciones Técnicas Complementarias (ITC) de
Almacenamiento de Productos Quimicos por la que se regulan la forma de almacenar
determinados productos, como liquidos inflamables y combustibles, éxido de etileno o de
cloro...

El hecho de que los almacenamientos de productos quimicos estén sujetos a una normativa
especifica de seguridad exige que sean examinados tras su instalacion y/o revisados por
entidades o técnicos competentes para ello, aunque no implica que estas instalaciones
queden fuera de la evaluacidn de riesgos laborales y de la consiguiente planificacién
preventiva.

La peligrosidad de un almacenamiento se determina principalmente a partir de la peligrosidad
de los productos quimicos almacenados y de su cantidad.

Para determinar la peligrosidad de los productos quimicos es fundamental, como paso previo,
disponer de la FDS de los productos quimicos peligrosos almacenados, de conformidad con lo
establecido en el titulo IV del Reglamento (CE) 1907/ 2006 relativo al registro, la evaluacion,
la autorizacion y la restriccion de las sustancias y preparados quimicos (Reglamento REACH).
Para aquellos productos que no disponen de FDS (por no serles de aplicacidon el Reglamento

REACH, en su totalidad o en su titulo 1V), se debe recabar la informacion necesaria (en cuanto
a parametros fisicos y quimicos, toxicolégicos y medioambientales; reactividad; reacciones
con el agua, los acidos, la luz y el calor; polimerizacién, etc.) para poder estimar la peligrosidad
de los mismos.

Una vez determinada la peligrosidad de los productos almacenados, se debe conocer la
cantidad de productos quimicos almacenados, ya que en funcién de ello las instalaciones de
almacenamiento deberan cumplir distintos requisitos. Por lo tanto, es importante disponer de
un registro de las cantidades de todos los productos quimicos almacenados segun su clase de
peligro y mantenerla actualizada a medida que entran y salen productos del almacén.

En lineas generales son tres las actuaciones basicas de cara a conseguir un almacenamiento
seguro y adecuado de productos:

o Reduccion al minimo del stock: se debe plantear un sistema agil de control del stock con
el objeto de evitar las acumulaciones de productos. Se hace necesaria una planificacién que
garantice las existencias durante periodos cortos de tiempo, aunque requiera una mayor
frecuencia de pedidos, sobre todo cuando hablamos de productos quimicos inflamables.
Separacion de productos. Una vez reducidas las cantidades almacenadas, hay que
plantearse la separacién de los productos en funcién de las incompatibilidades que puedan
darse entre familias. Se trata de separar acidos de bases, oxidantes de inflamables...las
separaciones pueden efectuarse dedicando una serie de estanterias a una familia
determinada, de forma que a su alrededor queden pasillos. Se puede intercalar entre
familias de reactivos incompatibles con estanterias de reactivos inertes. También se
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pueden colocar los recipientes de mayor tamafio y/o los acidos o bases fuertes en las baldas
inferiores.

Aislamiento o confinamiento cuando se requiera por sus propiedades fisicoquimicas. Este
es el caso de los productos cancerigenos en particular y de los productos de alta toxicidad
en general. Deben almacenarse en armarios convenientemente identificados y cerrados
bajo llave, con control de acceso y consumos y vigilando el estado de los envases para evitar
accidentes. Estas sustancias deben contenerse en un doble recipiente que evite
dispersiones o derrames en caso de rotura o manipulaciones incorrectas.

En el caso de sustancias cuya emisiéon al ambiente provoque olores muy molestos, se
recomienda su confinamiento en recintos pequefios o armarios que puedan ir equipados
con un pequefio sistema de extraccion.

MATRIZ QUIMICA DE ALMACENAMIENTO QUIMICO MIXTO
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5. FICHAS DE SEGURIDAD

Con el fin de adoptar un sistema de informacion dirigido principalmente a los usuarios que les
permita tomar las medidas necesarias para la proteccion de la salud y de seguridad en el lugar
de trabajo y a la proteccién del medio ambiente, el responsable de la comercializacién del
producto debera facilitar al consumidor una ficha de datos de seguridad, de forma gratuita,
en castellano y con la primera entrega del producto en papel o en formato electrénico. Se
debe proporcionar cuando la sustancia esté clasificada como peligrosa, sea persistente,
bioacumulable y toxica.
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Los requisitos de contenido y formato de una ficha de datos de seguridad estan actualmente
definidos por el Reglamento (UE) 2020/878. El reglamento que entrd en vigor el 1 de enero
de 2021 sustituye al Reglamento (UE) 2015/830 que contenia los requisitos sustantivos y
formales de las fichas de datos de seguridad. Después del 1 de enero de 2023, las fichas de
datos de seguridad de todos los productos disponibles en el mercado deben cumplir con este
reglamento, lo que significa que todas las fichas de datos de seguridad deben revisarse hasta
el 31 de diciembre de 2022.

Los nuevos requisitos para la elaboracion de las fichas de datos de seguridad exigen, entre
otras cosas, sefialar el identificador unico de férmula (UFI)! que vincula la composicién de
una mezcla peligrosa con la informacién presentada a la Administracion.

Por otro lado, debe indicarse si se trata de una sustancia con propiedades de alteracién
endocrina o bien, si se trata de una mezcla, debe indicarse esa informacién para cada una de
las sustancias presentes en ella en una concentracién igual o superior al 0,1 % en peso.

Por udltimo, también se facilitardan los limites de concentracidon especificos, los factores
multiplicadores y las estimaciones de toxicidad aguda establecidos de conformidad con el
Reglamento CE 1272/2008, para el uso seguro de las sustancias y mezclas.

Estas fichas de seguridad deberdn incluir obligatoriamente los siguientes 16 epigrafes o
secciones:
Identificacion de la sustancia o preparado y de la sociedad o empresa.
Identificacion de los peligros.
Composicién /informacién sobre los componentes, que incluya los numeros de
identificacion CAS? de cada sustancia.
Primeros auxilios.
Medidas de lucha contra incendios.
Medidas en caso de vertido accidental.
Manipulacién y almacenamiento.
Controles de exposicion/proteccidn personal.
. Propiedades fisicoquimicas.
10. Estabilidad y reactividad.
11. Informacion toxicoldgica.

! Bl identificador tnico de férmula (UF1) es un cddigo de 16 caracteres que se indicard en la etiqueta de las mezclas para la presentacion de
mezclas peligrosas que debe realizarse en forma armonizada (PCN). Como resultado de la presentacion, el personal médico dispondréa de
datos unificados en los estados miembros de la UE. La aplicacion del cédigo hace posible que los centros de toxicoldgicos proporcionen
informacidn sobre la mezcla peligrosa durante situaciones de emergencia. El objetico, por tanto, del cédigo UFI es identificar la composicion
de una determinada mezcla claramente y proporcionar una respuesta rapida durante una emergencia.

En el Reglamento (UE) 2017/542, que modifica el Reglamento (CE) 1272/2008 (CLP) afiadiéndole un nuevo anexo (VIIl), se han anunciado
disposiciones — obligatorias en todos los estados miembros del EEE — sobre la aplicacién del UFl y el etiquetado de mezclas.

2 Cada nimero de registro CAS, o Numero CAS, es un identificador numérico Unico, que designa una Unica sustancia, que no tiene ningin
significado quimico, y que enlaza con una gran cantidad de informacion acerca de esa sustancia quimica especifica. Puede contener hasta 10
digitos, divididos por guiones en tres partes. El digito del extremo derecho es un digito de control para verificar la validez y originalidad de
todo el nimero. Por ejemplo, 67-64-1 es el nUmero CAS para la acetona.
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. Informacidn ecoldgica.

. Consideraciones relativas a la eliminacion.

. Informacidn relativa al transporte.

. Informacion reglamentaria.

. Otra informacidén que no haya sido incluida en los puntos anteriores, como frases H o P,
asesoramiento sobre formacion para quienes manipulen el producto quimico, explicacién
de abreviaturas o acronimos...

Otras consideraciones que se deben tener en cuenta en cuantos a las FDS son:

o No debe contener subsecciones en blanco y debe indicarse claramente si no se utilizan
datos especificos o no se dispone de datos.
El compilador de la ficha de datos de seguridad podrd indicar otras subsecciones, siempre
que no contengan informacidn contradictoria con otras secciones de la ficha de datos de
seguridad.
Una ficha de datos de seguridad no es un documento de longitud fija, sino que su longitud
debe ser proporcional a los peligros de la sustancia o mezcla y a la informacion disponible,
formulando la informacién de manera clara y concisa.
No se utilizardn declaraciones que indiquen que la sustancia o mezcla no es peligrosa (tales
como «puede ser peligrosa», «inofensiva», «no tiene efectos sobre la salud») o cualquier
otra declaracidn que sea incompatible con la clasificacién de esa sustancia o mezcla.
Todas las paginas de una ficha de datos de seguridad deberdn estar numeradas y llevaran
una indicacion de la longitud de la ficha de datos de seguridad (como «pdgina 1 de 3») 0
una indicacién de si hay una pégina siguiente (como «Continla en pdagina siguiente» o «Fin
de la ficha de datos de seguridad»).

A modo de ejemplo, en el siguiente enlace tenéis la FDS de la formamida, reactivo utilizado
frecuentemente en los laboratorios de diagnéstico molecular:
https://www.fishersci.es/chemicalProductData uk/wercs?itemCode=10592971&lang=ES

6. ACTUACIONES EN INCIDENTES/ ACCIDENTES POR PRODUCTOS QUIMICOS

Con objeto de proteger la seguridad y salud de los trabajadores frente a los accidentes,
incidentes y emergencias que puedan derivarse de la presencia de agentes quimicos
peligrosos en el lugar de trabajo, el laboratorio debera planificar las actividades a desarrollar
en caso de que se produzcan tales accidentes, incidentes o emergencias y adoptar las medidas
necesarias para posibilitar, en tal caso, la correcta realizacion de las actividades planificadas.

Los productos quimicos pueden provocar diferentes tipos de efectos; explosiones, incendios,
enfermedades, contaminar la atmdsfera, etc. Cada producto puede ser capaz de provocar uno
o mas efectos.
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6.1. CONCEPTOS

Cuando hablamos de actuaciones frente a accidentes y/o incidentes se tiene que tener claro
estos conceptos que en ocasiones se confunden:

e Incidente: podemos definir incidente como el suceso incontrolado, previsto o
resultado de situaciones inesperadas, que pueden dar lugar a algun tipo de perjuicio
gue no se considera como dafio. O dicho de otra manera, cualquier suceso no esperado
ni deseado que, no dando lugar a pérdidas de salud o lesiones a las personas, pueda
ocasionar danos a la propiedad, equipos, productos o al medio ambiente, etc.

Accidente: suceso incontrolado, previsto o resultado de situaciones inesperadas, que
puede generar dainos; es decir, que da lugar a pérdidas de la salud o lesiones a los
trabajadores.
Daio: cualquier lesidn o efecto indeseable que sufra el trabajador, los animales o el
medio ambiente.
En definitiva, cualquier accidente o incidente puede tener un impacto sobre el medio
ambiente, entendiendo como tal, cualquier cambio en el medio ambiente, sea adverso o
beneficioso, resultante en todo o en parte de las actividades o servicios de una organizacion.

6.2. GESTION DEL RIESGO

La base para que los accidentes o incidentes dentro de la actividad de un laboratorio se
reduzcan lo maximo posible es la elaboracidn sistematica de una correcta Evaluacién del
Riesgo frente a agentes quimicos.

La gestion del riesgo asociada a cualquier actividad con productos quimicos debe estar
enfocada en la aplicacidon de una secuencia de actuacién en cascada, de tal manera que
cuando no se pueda actuar sobre la primera accidén, se ejecutarda la siguiente y asi
sucesivamente.
La secuencia de actuacién en cascada es la siguiente:
o Eliminar la fuente causante del incidente/ accidente. Ej; sustituir el agente quimico por
otro de menor riesgo.
o Aislar la fuente causante del incidente/accidente. Ej; almacenamiento seguro del
agente quimico atendiendo a su peligrosidad.
Proteccion Colectiva: utilizacién equipos de proteccidn colectiva que evite la aparicion
del accidente/incidente. El fin de la proteccidn colectiva es evitar el accidente Ej;
Cabinas de extraccion de gases.
Proteccion individual: utilizacién de equipos de proteccion individual con el objetivo
de evitar o reducir el dafo. Ej; proteccion respiratoria, guantes de proteccidn quimica...
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Esquema de la secuencia de actuacion

6.3. GESTION DE INCIDE
Para aquellos incidentes y accidentes que han sido previstos mediante la evaluacidn inicial de
riesgos y/o en posteriores revisiones, la metodologia NTES Y ACCIDENTES

Los incidentes y accidentes que pudiesen sucederse en un laboratorio se dividen en dos
grupos, los que se pueden prever y los que simplemente suceden de manera inesperada.
a seguir es:

o Identificacidn de peligros.
o Aplicacion del criterio de valoraciéon
o Evaluacién de riesgos. En este punto se establece el Plan de Accion.

Para aquellos incidentes y accidentes que simplemente suceden de manera espontanea, tras
realizar un andlisis, se establece igualmente el Plan de Accidon que quedard reflejado en el
Parte de Incidente/Accidente realizada durante la investigacion del mismo.

En el parte de incidente o accidente quedaran registrados todos los datos relacionados con el
mismo (tipo, producto, equipo implicado, hora, fecha, etc.) que incluird los siguientes
aspectos:

Situacion en la que se ha producido el incidente/accidente
Origen del incidente/accidente: fallo de equipo, fallo humano, incumplimiento de las
medidas de prevencion.
Desarrollo del incidente/accidente: deteccién, comunicacion, actuacion del personal,
material utilizado.

o Dafios ocasionados.

Como parte final se establecera un “Plan de Accién” en el que figurara en caso de aplicacion:
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Acciones inmediatas a tomar para minimizar las consecuencias del incidente/accidente
una vez que se materialice.

Establecimiento de medidas de prevencidn y/o proteccidn para evitar su repeticion.
Ampliacion del “Plan de medidas preventivas y de control” para evitar su repeticion.
Notificaciones a las Autoridades u Organismos competentes.

A partir de la informacidn generada en la evaluacion inicial de riesgos, seguimiento y/o en
posteriores revisiones, o de la generada en los incidentes y accidentes ocurridos, se pueden
establecer, en caso de necesidad, unas medidas preventivas que controlen los riesgos y que
limiten las potenciales consecuencias de la ocurrencia de los mismos.

La planificacion de las actividades de comprobacidon de los mecanismos de respuesta a
incidentes y accidentes contempla entre otros factores:

o Definicidn de las actividades concretas de comprobacion.

o Herramientas a emplear para cada actividad de comprobacion.

o Responsable de la ejecucién de cada actividad.

o Plazo previsto para la actividad.

Todas estas actividades permiten detectar deficiencias y/o mejorar los mecanismos de
respuesta ante incidentes / accidentes.

6.4. RESPUESTA ANTE INCIDENTES Y ACCIDENTES

En lineas generales los riesgos mas frecuente por el uso, transporte y almacenamiento de
productos quimicos son los siguientes:

Riesgo de incendio o explosién.

Riesgo de reacciones quimicas peligrosas.

Riesgo por inhalacion.

Riesgo por absorcidn o penetracién a través de la piel.
Riesgo por contacto con piel, heridas u ojos.

Riesgo por ingestion.

Como factores de riesgos mas comunes que desencadenan la aparicion de Incidentes
/accidentes en un laboratorio estan relacionados con:

Desconocimiento de las caracteristicas de peligrosidad de las sustancias.
Empleo de métodos y procedimientos de trabajo peligrosos.

Malos habitos de trabajo.

Empleo de material de laboratorio inadecuado o de mala calidad.
Instalaciones defectuosas.

Disefio no ergondmico y falta de espacio.

Contaminacién ambiental

Frente a la ocurrencia de un incidente o un accidente en un laboratorio se debe tener en
cuenta
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Qué se debe hacer.
Quién debe actuar.
Coémo actuar.
Dénde actuar.

Como norma general se indicard siempre mantener la calma, tranquilizar al herido, pensar
antes de actuar y usar el sentido comun. Es conveniente recordar el siguiente orden de
actuacion:

@)
@)

o

Proteger: Proteja al accidentado y evitar accidentes secundarios.

Avisar: Solicitar ayuda al personal de primeros auxilios vy, si asi se estima oportuno, a los
teléfonos de urgencias (bomberos, policia, ambulancia, etc.) que se han unificado en el N2
112.

Socorrer: Atender siempre al herido mds grave.

Teniendo en cuenta los tipos de accidentes mas habituales las actuaciones serian las
siguientes:

o

Salpicaduras en los ojos
a) Salpicaduras en la caray en los ojos:

e (Quitarse los guantes de proteccion y lavarse con agua durante 10-15 minutos,
empleando si fuese necesario, la ducha de seguridad/fuente lavaojos.
No intentar neutralizarla.
Acudir al médico lo mas rapidamente posible, con la ficha de seguridad del
producto.
b) Salpicaduras y contacto directo sobre la piel descubierta:
e (Quitarse los guantes de proteccién y lavar la zona afectada con agua abundante
y jabon desinfectante de clorhexidina o similar.
c) Salpicaduras y contacto directo sobre la ropa o calzado:
e Valorar si se requiere cambio de ropa o calzado y ducha de emergencia.
e Desechar la ropa o el calzado en una bolsa de autoclave.
e Evaluar si ha podido haber salpicadura en el suelo y actuar segun lo indicado

Inhalacion de un producto toxico: Para acercase a la victima es necesario hacerlo con un

adecuado equipo de respiracion. Los pasos a seguir son:
e Avisar a alguien préximo con el fin que permanezca fuera de la zona de peligro y sirva
de apoyo durante la intervencién sobre el accidentado.

Separar a la victima de la fuente de produccién de la fuga, conduciéndola a un lugar
fresco. Esta operacién no se debe realizar por una Unica persona, debe existir el apoyo
de otra persona, como minimo, que se mantenga fuera.

Si es posible, cortar la fuga.

No suministrar alimentos, bebidas, ni productos que provoquen activar la respiracion.
Al primer sintoma de dificultad respiratoria, iniciar la respiracidn artificial boca a boca.
Informarse de cual es el compuesto inhalado.
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Si el afectado esta consciente, hay que mantenerlo apoyado y taparlo con una manta
para evitar la hipotermia.

Ante la inhalacidon de un producto quimico o de un gas se debe evacuar a todo el
personal del recinto y solicitar inmediatamente asistencia médica. Para poder acceder
a la zona de peligro deberad utilizarse la proteccién respiratoria apropiada.

Ingestion de un producto toxico

Identificar el téxico y descartar que sea corrosivo (acidos nitrico, sulfurico, clorhidrico,
lejia, sosa, amoniaco, cianuro, etc.), ya que en este caso el traslado urgente es
obligatorio.

NUNCA debe provocarse el vomito, ya que podria aumentar las lesiones que el
producto ya origind a su paso por la boca, faringe y eséfago.

Tampoco se debe provocar el vémito en estados de disminucion de la consciencia.

Se debe planificar el traslado urgente al Servicio Médico y acudir con la Ficha de
Seguridad del Producto.

Corte y contacto por via cutanea con un producto tdxico

Lavar con abundante agua, hasta conseguir el total arrastre del toxico.

Si los cortes son pequeios y dejan de sangrar en poco tiempo, lavar con agua y jabén
y taparlos con una venda o apdsito adecuados.

Si son grandes y no dejan de sangrar, se requiere asistencia médica inmediata.

Quemaduras quimicas

Aplicar agua en abundancia durante varios minutos.
Nunca aplicar antisépticos.

Quitar la ropa impregnada de producto, mejor mientras esta bajo la ducha.

En el caso de que no se pueda sumergir la parte afectada, se cubrira esta con toallas
bien mojadas, que se renovardn tantas veces como sea preciso.
Si la quemadura precisa un tratamiento posterior sera misién del médico realizarlo.

Derrame de sustancias guimicas

Si el derrame se produce en las instalaciones el modo de actuacidn es el siguiente:

Detener el derrame lo mas pronto posible.

Delimitar y aislar la zona.

Alertar al personal presente inmediatamente-

Acceder al area del incidente utilizando los equipos de proteccion adecuados. Al
menos debe utilizarse guantes y gafas y mdscaras de gases y vapores si es peligroso
por inhalacion.

Identificar el material derramado. Si se trata de un derrame potencialmente
inflamable, eliminar las fuentes de calor y aumentar la ventilacién de la zona de
derrame. Si no se conocen los riesgos asociados, consultar la Ficha de Datos de
Seguridad del producto quimico derramado.
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Neutralizar y absorber el derrame segln el tipo, siguiendo el principio de fuera hacia
adentro: en el caso de derrame liquido, el material absorbente se esparce en toda el
area del derrame comenzando por la parte

Limpiar la zona con abundante agua y ventilar.

En el caso de derrames téxicos o con afectados, atender y trasladar a una zona segura
a los heridos y evacuar a toda persona no esencial de la zona del derrame

Si el derrame se produce en el interior de una cabina de aspiracion de gases el modo de
actuacion es el siguiente:

No desconectar la cabina.

Quitarse los equipos de proteccion afectados por el derrame y desecharlos como
residuos de “Material Absorbente Contaminado”.

Colocarse los equipos de proteccion adecuados y proceder a recoger el derrame
guimico. Al menos, deben utilizarse guantes y gafas, y mascaras de gases y vapores, si
el producto quimico es toxico por inhalacion.

Cubrir el derrame con papel absorbente para evitar su dispersién dentro de la cabina.
Verter sobre dicho material absorbente, neutralizantes liquidos de acuerdo con la
ficha de datos de seguridad del producto quimico implicado.

Limpiar la cabina con abundante agua y detergente y ventilar dejandola en
funcionamiento.

Todo el material sera segregado en el contenedor de “Material Absorbente
Contaminado” del almacén de Residuos Peligrosos.

Por ultimo, remarcar que los laboratorios disponen habitualmente de una serie de elementos
de actuacion ante emergencias especificos, ademas de todos los de Proteccion Contra
Incendios exigidos por normativa. Entre estos elementos nos encontramos con:

o

@)
@)

Duchas de seguridad: Constituyen el sistema de emergencia mas habitual para casos
de proyecciones, derrames o salpicaduras de productos quimicos sobre las personas
con riesgo de quemaduras quimicas e incluso si se prende fuego a la ropa. Disefadas
para proteger el cuerpo de los trabajadores frente a sustancias peligrosas y evitar los
riegos de contaminacion o quemaduras quimicas.

Fuente lavaojos: Es un sistema que debe permitir la descontaminacidn rapida y eficaz
de los ojos afectados por la salpicadura o el derrame de un producto peligroso.

Botellas y frascos lavaojos de emergencia: son botellas lavaojos de disolucién salina
(al externa, rodeando el derrame y continuando hacia el interior del mismo. Para la
neutralizacidn se debe seguir las recomendaciones de la Ficha de Datos de Seguridad.

Todo el material sera segregado en el contenedor de “Material Absorbente
Contaminado” del almacén de Residuos Peligrosos
0,9 %) que puede ser empleada en caso de proyeccion de liquidos o particulas.
Estaciones de seguridad: que de manera general, podra contener algunos de los
siguientes elementos:

- Material absorbente inerte especifico para productos quimicos.
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Equipo de proteccion individual, con guantes desechables de nitrilo, gafas
integrales, mascarilla 3M FFP2 9926 (particulas y niveles bajos de gases acidos).
Hipoclorito de sodio 3,5-6% (lejia de uso doméstico con 35-60 gr. de Cl activo /
litro) para diluir 1/10.

Papel y almohadillas absorbentes.

Recogedor y cepillo.

6.5. INVESTIGACION DE INCIDENTE/ACCIDENTE

Cuando las acciones posteriores al accidente se realizan de manera correcta, permiten
determinar las causas de él y sugerir a tiempo medidas adecuadas para reducirlas o eliminarlas
y, por lo tanto, contribuir a evitar accidentes futuros. Una investigacion a fondo puede
identificar dreas problema en un laboratorio y contribuir a reducir los riesgos respectivos.
Cuando esto se logra, el resultado es un ambiente de trabajo mas seguro.

Las acciones de seguimiento de los accidentes se realizan para:

e Reunir datos y evidencias al respecto.

e Analizarlos objetivamente.

e Obtener conclusiones.

e Hacer recomendaciones para evitar que el accidente se repita.

El objetivo de la investigacion del accidente es identificar los hechos y las condiciones en que
se produjo, asi como cada uno de los dafios que ocasiond, ademas de registrar estos datos y
evaluarlos. Es esencial recordar que el objetivo de la investigacion de un accidente no es
buscar culpables sino identificar causas para, en una etapa posterior, eliminarlas o reducirlas,
en la medida de lo posible.
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1. INTRODUCCION

Desde la aparicidn de las primeras sociedades urbanas, los residuos se han convertido en uno
de los principales problemas mas preocupantes para la sociedad mundial. Este problema se
origina por un cambio de la sociedad hacia unas pautas consumistas que conllevan un
aumento desmesurado del consumo de recursos y la aparicién de grandes volimenes de
residuos. Estos residuos estan formados por productos de poca duracién (embalajes,
envoltorios y otros residuos de envases), algunos de ellos de tipo peligroso (pilas, baterias,
pinturas, etc.) y ademas son dificilmente reutilizables.

Entre las actividades que se llevan a cabo en los laboratorios de Sanidad y Genética Animal se
incluyen: desarrollo y valoracién de técnicas, identificacion y/o conservacion de los agentes
patégenos, transferencia y validacién de métodos de diagndstico, contrastacién de reactivos
de diagndstico, organizacion de ensayos de intercomparacién, etc. De la realizacién de dichas
actividades se generan diferentes clases de residuos que, el laboratorio, en calidad de
productor de residuos, son necesarios gestionar de acuerdo a la legislacién vigente, requisitos
propios (como puede ocurrir en el caso de aquellos centros certificados por la norma I1SO
14001 de certificacion ambiental) y en beneficio del medio ambiente que nos rodea.

Se define “residuo” como cualquier sustancia u objeto que su poseedor deseche o tenga la
intencion o la obligacion de desechar. La clasificacion de los residuos es un aspecto
fundamental para regular la produccion, transporte y gestion de los mismos.

Se define “Gestion de residuos” a la recogida, el transporte, la valorizacién y la eliminacidn de
los residuos, incluida la clasificacidn y otras operaciones previas; asi como la vigilancia de estas
operaciones y el mantenimiento posterior al cierre de los vertederos.

Se define “Gestor de residuos” a la persona fisica o juridica, publica o privada, registrada
mediante autorizacion o comunicacién que realice cualquiera de las operaciones que
componen la gestidon de los residuos, sea o no el productor de los mismos.

2. RESIDUOS GENERADOS EN LOS LABORATORIOS: CLASIFICACION Y GESTION

Clasificar los residuos como peligrosos o no peligrosos y, en particular, entender cudndo y en
gué circunstancias los residuos deben considerarse peligrosos es una decision crucial en toda
la cadena de gestidn de los residuos desde la produccidn hasta el tratamiento final. Cuando
un residuo se clasifica correctamente como peligroso, se generan una serie de obligaciones
importantes, por ejemplo en materia de etiquetado y embalaje, pero también en términos del
tratamiento correcto disponible.
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2.1 CLASIFICACION DE LOS RESIDUOS

PROCEDIMIENTO PARA LA CLASIFICACION DE LOS RESIDUOS: (segun la Comunicacién 2018/C
124/01)

FASE 1. ¢Es aplicable la Directiva Marco de Residuos (DMR)?
Antes de clasificar los residuos, debe comprobarse si la DMR es aplicable en algin punto:
FASE 2: ¢Qué cddigo de la lista de residuos hay que aplicar?

La LER consta de veinte capitulos (cddigos de dos digitos), divididos a su vez en subcapitulos
(codigos de cuatro digitos) y entradas (cédigos de seis digitos).

Ejemplos de capitulo, subcapitulos y cédigos:

Capitulo: 20 RESIDUOS MUNICIPALES (RESIDUOS DOMESTICOS Y RESIDUQS ASIMILABLES
PROCEDENTES DE COMERCIOS, INDUSTRIAS E INSTITUCIONES) INCLUIDAS LAS FRACCIONES
RECOGIDAS SELECTIVAMENTE

Subcapitulo: 20 01 Fracciones recogidas selectivamente (excepto 15 01)
Cddigo: 20 01 02 Vidrio
En el citado ejemplo, en el que el residuo se clasifica con un cédigo 20 01 02, este:

- debe ser un residuo doméstico o asimilable procedente de comercios, industrias e

instituciones (para poder inscribirse en el capitulo 20);

debe recogerse por separado (para poder inscribirse en el subcapitulo 20 01); y
ademas

debe estar compuesto de vidrio;

pero no debe considerarse un envase de vidrio, puesto que los residuos de envases
guedan excluidos del subcapitulo 20 01 por su titulo y hay que asignarles un cédigo del
capitulo 15 para los residuos de envases.

Los capitulos de la lista LER son:

CODIGO | DESCRIPCION DEL CAPITULO PRIORIDAD
01 RESIDUQOS DE LA PROSPECCIC)N, EXTRACCION DE MINAS Y
CANTERAS Y TRATAMIENTOS FiSICOS Y Qu iMICOS DE MINERALES
02 RESIDUOS DE LA AGRICULTURA, HORTICULTURA,

ACUICULTURA, SILVICULTURA, CAZA Y PESCA; RESIDUOS

DE LA PREPARACION Y ELABORACION DE ALIMENTOS

RESIDUOS DE LA TRANSFORMACION DE LA MADERA Y DE

LA PRODUCCION DE TABLEROS Y MUEBLES, PASTA DE PAPEL,
PAPEL Y CARTON

RESIDUOS DE LAS INDUSTRIAS DEL CUERO, DE LA PIEL Y TEXTIL
RESIDUOS DEL REFINO DE PETROLEO, PURIFICACION DEL

GAS NATURAL Y TRATAMIENTO PIROLITICO DEL CARBON
RESIDUOS DE PROCESOS QUIMICOS INORGANICOS

RESIDUOS DE PROCESOS QUIMICOS ORGANICOS
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RESIDUOS DE LA FABRICACION, FORMULACION, DISTRIBUCION

Y UTILIZACION (FFDU) DE REVESTIMIENTOS (PINTURAS,

BARNICES Y ESMALTES VITREOS), ADHESIVOS, SELLANTES Y TINTAS
DE IMPRESION

RESIDUOS DE LA INDUSTRIA FOTOGRAFICA

RESIDUOS DE PROCESOS TERMICOS

RESIDUOS DEL TRATAMIENTO QUIMICO DE SUPERFICIE Y

DEL RECUBRIMIENTO DE METALES Y OTROS MATERIALES;
RESIDUOS DE LA HIDROMETALURGIA NO FERREA

RESIDUOS DEL MOLDEADO Y DEL TRATAMIENTO FISICO Y
MECANICO DE SUPERFICIE DE METALES Y PLASTICOS

RESIDUOS DE ACEITES Y DE COMBUSTIBLES LIQUIDOS (EXCEPTO
LOS ACEITES COMESTIBLES Y LOS DE LOS CAPITULOS 05 Y 12)
RESIDUOS DE DISOLVENTES, REFRIGERANTES Y

PROPELENTES ORGANICOS

(EXCEPTO LOS DE LOS CAPITULOS 07 Y 08)

RESIDUOS DE ENVASES; ABSORBENTES, TRAPOS DE

LIMPIEZA, MATERIALES DE FILTRACION Y ROPAS DE PROTECCION
NO ESPECIFICADOS EN OTRA CATEGORIA

RESIDUOS NO ESPECIFICADOS EN OTRO CAPITULO DE LA LISTA
RESIDUOS DE LA CONSTRUCCION Y DEMOLICION (INCLUIDA LA
TIERRA EXCAVADA DE ZONAS CONTAMINADAS)

RESIDUOS DE SERVICIOS MEDICOS O VETERINARIOS O

DE INVESTIGACION ASOCIADA (SALVOS LOS RESIDUOS DE
COCINA'Y DE RESTAURANTE NO PROCEDENTES DIRECTAMENTE DE
LA PRESTACION DE CUIDADOS SANITARIOS)

RESIDUOS DE LAS INSTALACIONES PARA EL TRATAMIENTO

DE RESIDUOS, DE LAS PLANTAS EXTERNAS DE TRATAMIENTO
DE AGUAS RESIDUALES Y DE LA PREPARACION DE AGUA

PARA CONSUMO HUMANO Y DE AGUA PARA CONSUMO
INDUSTRIAL

RESIDUOS MUNICIPALES (RESIDUOS DOMESTICOS Y

RESIDUOS ASIMILABLES PROCEDENTES DE LOS

COMERCIOS, INDUSTRIAS E INSTITUCIONES), INCLUIDAS

LAS FRACCIONES RECOGIDAS SELECTIVAMENTE

La asignacién de un cédigo concreto se realiza a partir del procedimiento para la utilizacion de
la lista de residuos.

Cualquier residuo que pueda identificarse mediante un cédigo marcado con un asterisco (*)
deberd considerarse como peligroso. Los residuos definidos mediante los demas cédigos se
consideran como no peligrosos.

Para la correcta asignacidn de un cédigo se debe determinarse el cédigo o cédigos de la LER
adecuados para los residuos en cuestidn, teniendo en cuenta que, a nivel de los Estados
miembros, pueden haberse introducido cddigos especificos en la legislacidon nacional en virtud
del articulo 7, apartados 2 o 3, de la DMR;
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A continuacién, debe analizarse a cudl de los siguientes tipos de cédigo deben asignarse los
residuos en cuestion:

v Cédigo de residuo peligroso absoluto (RP) [marcado con un asterisco (*)]
v Cédigos de residuos no peligrosos absolutos (RNP)
v' Cédigo espejo

- Cédigo espejo de residuos peligrosos (ERP) [marcado con un asterisco (*)]

- Cédigo espejo de residuos no peligrosos (ERNP)

Numero de cédigos en la LER
842 cddigos de la lista de residuos
408 cédigos peligrosos 434 cédigos no peligrosos
230 RP 178 ERP 188 ERNP ‘ 246 RNP

FASE 3: ¢Se dispone de conocimientos suficientes sobre la composicion de los residuos para
determinar si presentan caracteristicas de peligrosidad, bien mediante calculo o ensayo de
conformidad con la fase 4?

Obtener informacién suficiente sobre la presencia y el contenido de sustancias peligrosas en
los residuos a fin de poder determinar si estos pueden presentar alguna de las caracteristicas
de peligrosidad HP1 a HP15 es un paso importante en la clasificaciéon de los residuos. Se
requiere determinada informacidn sobre la composicion de los residuos, con independencia
del método elegido para evaluar las caracteristicas de peligrosidad (cdlculo o ensayo), tal
como se describe en la fase 4.

Un ejemplo de cédigo de indicacién de peligro y clase y categoria de peligro puede ser:
: -Descripcion: -Clase y categoria de peligro:
-Mortal en caso de inhalacidon-Acute Tox. 2

Asi, la primera cifra después de la «H» representa la clasificacién del peligro (2 — peligros
fisicos, 3 — peligros para la salud, 4 — peligros para el medio ambiente), el segundo y tercer
digito son niumeros consecutivos de agrupacion de cédigos de peligro.

FASE 4: ¢Los residuos presentan alguna de las caracteristicas de peligrosidad HP1 a HP15?

A continuacion debe determinarse las caracteristicas de peligrosidad, mediante la Tabla de
Caracteristicas de los residuos que permiten calificarlos de peligrosos (descripcién tomada de
la DMR, anexo lll):

Caracteristicas de peligrosidad

HP 1 Explosivo
HP 2 Comburente
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Inflamable

Irritante — irritacidn cutanea vy lesiones oculares

Toxicidad especifica en determinados odrganos (STOT en su sig
inglesa)/Toxicidad por aspiracién

Toxicidad aguda

Carcinégeno

Corrosivo

Infeccioso

Toxico para la reproduccién

Mutdgeno

Liberacion de un gas de toxicidad aguda

Sensibilizante

Ecotdxico

Residuos que pueden presentar una de las caracteristicas de peligrosidad ant
mencionadas que el residuo original no presentaba directamente.

2.2 CLASIFICACION DE LOS RESIDUOS GENERADOS EN LOS LABORATORIOS

De las actividades que se llevan a cabo en los laboratorios de Sanidad y Genética Animal se
pueden generar los siguientes tipos de residuos:

2.2.1 Residuos sanitarios (RS)

Podriamos definir los RS como los producidos en la actividad sanitaria, actividad pues que se
desarrolla principalmente en centros hospitalarios o centros de salud, pero también en
centros veterinarios, consultorios profesionales privados (dentistas, quiropracticos, etc.), etc.

También deben ser incluidos los residuos bioldgicos de la investigacidn cientifica, analisis o
docencia, asi como los de obtencidn o manipulacién de productos bioldgicos humanos, y los
de asistencia sanitaria a domicilio.

En general, los RS se pueden clasificar en los siguientes cuatro grupos:

Grupo I: RS asimilables a municipales.

Grupo II: RS no especificos.

Grupo llI: RS especificos o de riesgo.

Grupo IV: Residuos tipificados en normativas singulares.

Los RS asimilables a residuos municipales o de Grupo | son los que no plantean exigencias
especiales en su gestidn. Estos residuos incluyen cartdn, papel, material de oficinas y
despachos, cocinas, bares y comedores, talleres, jardineria y residuos procedentes de
pacientes no infecciosos, no incluidos en los Grupos Il y lII.

Los RS no especificos, o de Grupo Il son aquellos residuos sobre los cuales se han de practicar
medidas de prevencién en la manipulacion, la recogida, el almacenamiento y el transporte,

Pagina 7 de 18




Unicamente en el dmbito del centro sanitario. Estos residuos incluyen material de curas, yesos,
ropa y material de un solo uso contaminados con sangre, secreciones y/o excreciones, todos
ellos no englobados dentro de los residuos del Grupo lll.

Los RS especificos, o de riesgo, o de Grupo lll, son aquellos residuos sobre los cuales se han de
practicar medidas de prevencion en la manipulacidon, la recogida, el almacenamiento, el
transporte y la eliminacion, tanto dentro como fuera del centro sanitario, ya que pueden
representar un riesgo para la salud laboral y publica.

Los RS especificos o de riesgo, a su vez, se pueden clasificar en los siguientes tipos:

a) Residuos infecciosos, aquellos capaces de transmitir alguna de las enfermedades
infecciosas (Ej. Brucelosis, Fiebre Q, Muermo, etc.)

b) Residuos anatdmicos, cualquier resto anatdmico humano o animal que se pueda
reconocer como tal.

c) Sangre y homoderivados en forma liquida.

d) Agujas, y material punzante y cortante, entendiendo como tal, a cualquier objeto
punzante utilizado en la actividad sanitaria, independientemente de su origen. Se trata,
pues, de agujas, pipetas, hojas de bisturi, portaobjetos, cubreobjetos, capilares y tubos
de vidrio.

e) Vacunas vivas y atenuadas.

Los Residuos tipificados en normativas singulares o del Grupo IV, son aquellos cuya gestion
estd sujeta a requerimientos especiales desde el punto de vista higiénico y ambiental, tanto
dentro como fuera del centro sanitario generador.

Los Residuos del Grupo IV incluyen entre otros:

a) Residuos citostaticos: restos de medicamentos que frenan la proliferacién celular en los

tratamientos antitumorales, y todo el material de un solo uso que haya estado en
contacto con los citados farmacos.
Restos de sustancias quimicas: residuos contaminados con productos quimicos que dan
lugar a residuos peligrosos. Se trata de materiales muy diversos, tales como pilas,
termémetros, disolventes, reactivos quimicos, bafios de revelado de radiografias,
medicamentos y lubricantes.

c¢) Medicamentos caducados.

2.2.2 Residuos quimicos peligrosos

Se denomina residuo peligroso a aquel que es considerado peligroso debido a contener
propiedades intrinsecas que presentan riesgos para la salud y para el medio ambiente, es
decir, aquel residuo que presenta una o varias de las caracteristicas peligrosas enumeradas en
el anexo lll de la DMR.

Existen multitud de tipos de residuos quimicos peligrosos que se pueden generar en un
laboratorio de Sanidad y Genética Animal, tantos como la clasificacién en segin de su
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peligrosidad se pueda dar, cumpliendo la normativa anteriormente descrita. Algunos ejemplos
mas concretos pueden ser:

disolventes halogenados o no halogenados (alcoholes, aldehidos),

reactivos quimicos cancerigenos (formamida),

reactivos quimicos inflamables, toxicos, etc. (etanol, metanol)

reactivos procedentes de tinciones histoldgicas, microbioldgicas (hematoxilina,
eosina),

envases vacios que hayan contenido sustancias peligrosas, ya sean de pldstico o
vidrio,

material absorbente procedente de limpieza de vertidos de reactivos quimicos,
medicamentos y vacunas caducadas o antibiéticos utilizados para técnicas de
resistencias microbianas,

lodos de tratamiento de instalaciones,

residuos eléctricos y electrdnicos (REE), pilas, pinturas, etc. que son consideraros
como residuos peligrosos segun la normativa,

otros: chatarra, madera, etc.

2.2.3 Residuos SANDACH

Los residuos de animales que puedan contener alglin agente infeccioso que suponga un riesgo
biolégico para el personal o el medio ambiente durante su manipulacién, almacenamiento,
transporte o procesado (cadaveres, partes del cuerpo, camas, viruta procedente de los lechos
de estabulacion de tales animales, etc) se clasifican y gestionan como residuos sanitarios. No
obstante, existen otra clase de residuos que se denominan SANDACH, que son residuos de
subproductos animales y sus productos derivados no destinados al consumo humano.

Las normas sanitarias aplicables a esta clase de residuos es mediante el Reglamento (CE) n?
1069/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de octubre de 2009.

Se clasifican segun su riesgo en categorias de 1 a 3, entre los que podemos encontrar dentro
de un laboratorio de Sanidad Animal por ejemplo:

o Material de categoria 1: animales sospechosos de estar infectados por una EET o los
animales utilizados para experimentos
Material de categoria 2: los subproductos animales recogidos durante el tratamiento
de aguas o que contienen residuos de sustancias autorizadas.

2.2.4 Residuos urbanos

Ademas de los residuos mencionados anteriormente, se pueden segregar residuos de tipo
urbano como con el papel y cartdn, plasticos y envases, vidrio, poliespan, residuos de tinta
téner, lodos de fosas sépticas, etc.
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2.3 GESTION DE LOS RESIDUOS GENERADOS EN LOS LABORATORIOS
La Gestidn en el laboratorio se divide en dos partes en funcidn de dénde se realice:

2.3.1 Gestion intracentro

Se debe llevar a cabo en primer lugar una ldentificacién y clasificacién de residuos de acuerdo
a la legislacion vigente tal y como se ha descrito anteriormente.

Cumpliendo la normativa, los residuos deben segregarse en envases y contenedores
homologados y etiquetarse con la informacién que indica la normativa.

Para el caso concreto de los residuos sanitarios deben ser segregados en envases rigidos o
semirrigidos, opacos, impermeables, resistentes a la humedad y perforacién, provistos de
cierre hermético y de un volumen no superior a 60 litros y sefalizados con el pictograma
"Biopeligroso”. En el caso de segregarse en bolsas estas deben ser rojas y superior a una galga
de 300 y con la misma sefalizacién.

Para el caso concreto de los residuos citotéxicos se segregan en contenedores de las mismas
caracteristicas pero de color azul y sefialados con su pictograma (citotoxico). Cabe resefar que
Para la correcta diferenciacion de los contenedores y facilitar su identificacidn se establecen
diferentes colores, en el caso de la CAM mediante el Decreto 83/1999, de 3 de junio, por el
gue se regulan las actividades de produccién y de gestién de los residuos biosanitarios y
citotoxicos en la comunidad de Madrid, los contenedores citotéxicos deben ser de color azul.

Cabe resefar que todos los envases de residuos Biosanitarios y Citotdxicos serdn de un solo
uso, y una vez cerrados, no podran volver a abrirse.

Los residuos quimicos peligrosos se segregaran en garrafas y contenedores adecuados a sus
caracteristicas de peligrosidad, volumen, estado sélido/liquido, emisién de posibles gases de
descomposicion, etc. Es importante mencionar que las garrafas con liquidos no deben superar
el 80% de su capacidad cumpliendo con las recomendaciones de PRL y correctamente
identificadas con la etiqueta correspondiente.

El etiguetado contiene al menos los siguientes puntos:

Nombre del residuo, cédigo de identificacidon del residuo, nombre, direccion y teléfono del
titular del residuo, fecha de envasado, naturaleza de los riesgos que presentan los residuos,
simbolos o pictogramas.

Sanitario Citotoxico

C
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pictogramas asociados a los residuos peligrosos

Como depdsito intermedio el laboratorio puede mantener puntos intermedios para facilitar
la segregacién diferenciada a los usuarios. Una vez llenos los envases o contenedores se
trasladaran al depdsito final de residuos cumpliendo con las indicaciones que haya marcado
el laboratorio para evitar incidentes como vertidos de residuos. En caso de vertidos, se seguira
el plan de emergencia establecido.

Como depdsito final, podemos encontrar:

Camaras frigorificas acondicionadas para el depésito final de los residuos sanitarios
donde se almacenan hasta su entrega a un gestor autorizado

Almacén de residuos quimicos peligrosos acondicionado para el depdsito final de estos
residuos en el que se almacenan hasta su entrega a un gestor autorizado.

El almacenamiento de realizard agrupdndolos por grupos de riesgo y cumpliendo las
recomendaciones de incompatibilidades quimicas. Por ejemplo se podran desechar en la
misma garrafa mezclas de dcidos inorgdnicas y bases que se puedan neutralizar entre si y se
evitardn aquellos mezclas que produzcan una reaccion severa o que su reaccién libere
productos.

- Contenedores como depésito final de Residuos Urbanos o asimilabres urbanos:
contenedores de papel, poliespan, envases y residuos de envases (fraccion amarilla),
vidrio, etc.

La gestion se completa con la gestion y control de la documentacion que marca la normativa.

La documentacidn relativa a la gestion de residuos consta de:

v Autorizacién del laboratorio para la Produccién de Residuos Peligrosos por la CCAA

v Autorizacién de las/s empresa/s externa para la Gestion de residuos y los documentos
relativos a su transporte.
Documentos de identificacién, anteriormente denominado Documento de control y
seguimiento (DCS).
Contrato de Tratamiento de residuos
Documentos de Notificacién de traslado en su caso.
Documentos para la Presentacidn telematica de los residuos por parte de la empresa
gestora en su caso.

La gestion se formaliza con la entrega de residuos sanitarios y peligrosos a un transportista o
gestor autorizado y se realiza con una periodicidad tal que garantiza que estos residuos nunca
permanecen en el depdsito final durante un tiempo superior al establecido por la legislacién
vigente.
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Se mantendrd un Registro de retiradas de residuos sanitarios y peligrosos empleando por
ejemplo un “Libro de Registro” para cada tipo de residuo, en el que figure al menos la siguiente
informacién relacionada con la retirada: origen, frecuencia de recogida, fecha de inicio del
almacenamiento y cesién, naturaleza del residuo, Codigo LER del residuo, cantidad (Kg), n2 de
identificacion del seguimiento, matricula, etc.

Asimismo, hay que tener en cuenta que en caso de desaparicién, pérdida o escape de residuos
sanitarios y peligrosos, en caso de necesidad se comunicard lo sucedido a las autoridades o
figuras competentes en cada caso.

2.3.2 Gestion extracentro

Como hemos mencionado anteriormente, tan sélo aquellas empresas autorizadas por la CCAA
estardn en disposicidon de transportar y gestionar los residuos. No obstante, es importante a
la hora de gestionar los residuos conocer el proceso final al que se somete cada tipo de los
residuos definidos para ayudar a segregarlos de forma correcta para provocar en el medio
ambiente el menor impacto perjudicial.

De manera resumida los procesos que sufren en una gestion extracentro son:

» Residuos Sanitarios: Esterilizacion en autoclave de vacio (134 2Cy 2.2 bares de presion
durante al menos 20 minutos en distintas fases). Con ello se consigue eliminar toda
forma vegetativa de bacterias, micobacterias, hongos, virus y sus esporas. A
continuacion es sometido a un proceso de trituracién con la finalidad de reducir el
volumen de residuo y ocupar un menor espacio en el vertedero autorizado.

Residuos Sanitarios para incinerar: Para aquellos residuos de animales que debido a su
volumen no se garantiza que el vapor alcance las partes mas profundas, en lugar de
realizar un proceso de esterilizacidon por autoclave se realiza una incineracion, de este
modo se asegura la completa eliminacion de los agentes infecciosos.

Residuos especificos de EETs: Debido a las caracteristicas de los residuos que se
generan durante la realizacion de los andlisis de estas enfermedades, es necesario
realizar un tratamiento interno especifico para estos residuos: son esterilizados en el
autoclave de vacio en un ciclo de esterilizacidon de al menos 1342C, 3.2 bar durante 18
minutos minimo tal y como marca la normativa especifica de estas enfermedades, y
posteriormente son gestionados como los residuos sanitarios.

Residuos Citotdxicos: Incineracion. Las condiciones en términos de temperatura,
tiempo de combustidn y proporcidon de oxigeno son tales que garanticen la incineracién
de los residuos y la oxidacién del gas de combustidn. A la salida del horno se recuperan
los gases producidos y los residuos completamente incinerados que son trasladados a
vertedero autorizado.

Residuos Peligrosos: En funcidn del subtipo, residuos de laboratorio, medicamentos
caducados, filtros contaminados, etc., sufriran el tratamiento que mejor se adecue,
entre otros:
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Recuperacién
- tratamientos fisico-quimicos
- tratamientos térmicos
- valorizacidn energética, etc.
Residuos Urbanos o asimilables a urbanos: Reciclado y/o recuperacion y/o valorizacién
energética de residuos de papel, plastico y vidrio. Recomposicion de particulas de
poliespdan. Traslado a vertedero autorizado del resto de residuos organicos.

2.3.3 Gestion de residuos generados en areas de contencion biolégica 3 o0 4

En las instalaciones de contencidn bioldgica 3 o superior se manejan agentes bioldgicos de
grupo 3 o superior, (segun la evaluacién de riesgos que se haya realizado). Para el caso
concreto de los residuos que se generan en el interior de estas areas, todos ellos deben ser
tratados especificamente antes de salir hacia el exterior con el fin de evitar cualquier escape
0 contaminacion.

Es necesario llevar un tratamiento in situ y en funcidn de las caracteristicas y tipo de residuo
los posibles tratamientos que se llevan a cabo pueden ser:

>

>

Esterilizacion en autoclave in situ: Se esterilizardn en autoclave todos los residuos
sélidos sanitarios que se segreguen en el interior del area contenida.
Descontaminacion en superficie: para garrafas y botellas que contengan residuos
guimicos y que se deban a gestionar con otra empresa autorizada.

Esterilizacion y tratamiento en Biowaste: los residuos liquidos potencialmente
contaminados con agentes bioldgicos segregados en los laboratorios se les aplica una
descontaminacion con virucidas (apropiados al agente bioldgico en cuestion) para
inactivar dichos agentes y posteriormente se desechan por la pila para ser tratados en
el Biowaste mediante ciclos de esterilizacién.

2.3.4 Gestion de residuos generados en animalario

Los residuos generados en las instalaciones de animalario se clasifican en funcién de su
peligrosidad, y pueden ser:

o

Residuos de animales infecciosos/inoculados y modificados genéticamente los cuales
se gestionaran como residuos sanitarios para incinerar para el caso de cadaveres o
partes del cuerpo, y residuos sanitarios para autoclavar los residuos procedentes de
las camas y viruta, residuos procedentes de los lechos de estabulacion de tales
animales y otras clase de residuos como guantes, papel, agujas, jeringas, gasas, etc.
Residuos de animales sanos: los caddveres se gestionaran igualmente con un gestor
autorizado con la salvedad que no es necesario segregarlos en contenedores cerrados
herméticamente. Estos residuos son considerados residuos tipo SANDACH
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3. LEGISLACION APLICABLE

La Regulacion sobre Residuos en nuestro pais se concreta en la reciente Ley 7/2022, de 8 de
abril, de residuos y suelos contaminados para una economia circular.

La Ley tiene por objeto sentar los principios de la economia circular a través de la legislacion
basica en materia de residuos, asi como contribuir a la lucha contra el cambio climatico y
proteger el medio marino. Se contribuye asi al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible, incluidos en la Agenda 2030 y en particular a los objetivos 12 de produccién y
consumo sostenible, 13 de accién por el clima y 14 de vida submarina. Asimismo, en el dmbito
de su contribucion a la lucha contra el cambio climdtico, esta ley es coherente con la
planificacion en materia de energia y clima.

Con el animo de transformar la Unidn Europea en una «sociedad del reciclado» y contribuir a
la lucha contra el cambio climatico, se aprobd en 2008 |a Directiva 2008/98/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 19 de noviembre de 2008, sobre los residuos y por la que se derogan
determinadas Directivas (en adelante, Directiva Marco de residuos, DMR). Es el principal
documento legislativo sobre residuos a escala de la UE. Al ser una directiva, la DMR se
transpone a la legislaciéon nacional de los Estados miembros por medio de distintos actos
juridicos. Esta directiva establecio el principio de jerarquia de residuos como instrumento
clave que permitia disociar la relacién existente entre el crecimiento econdmico y la
produccién de residuos. Dicho principio explicita el orden de prioridad en las actuaciones en
materia de residuos: prevencion de residuos, preparacion para la reutilizacion, reciclado, otros

tipos de valorizacién incluida la energética y por ultimo, la eliminacién de los residuos.

En el afio 2015, la Comisién Europea aprobé el Plan de Accidon en materia de economia circular
(COM (2015) 614 final), que incluia un compendio de medidas entre las que se encontraba la
aprobacion de un paquete normativo que revisara las piezas clave de la normativa de la Unién
Europea relativa a residuos. Asi, en 2018 se aprueba la Directiva (UE) 2018/851 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de mayo de 2018, por la que se modifica la Directiva
2008/98/CE sobre los residuos (en adelante, Directiva (UE) 2018/851). Esta directiva revisa
algunos articulos de la Directiva Marco de residuos con el objetivo de avanzar en la economia
circular, armonizar, mejorar la informacién y trazabilidad de los residuos y reforzar la
gobernanza en este ambito.

El ambito de aplicacién de la Directiva viene determinado por la definicién de «residuo» que
figura en el articulo 3, punto 1: “cualquier sustancia u objeto del cual su poseedor se desprenda
o tenga la intencion o la obligacion de desprenderse”.

En muchos casos, la decisidon en cuanto a si una sustancia u objeto es «residuo» de
conformidad con la DMR es facil de determinar. Sin embargo, en otros casos resulta mas dificil.
El documento Guidance on the interpretation of key provisions of Directive 2008/98/EC on
waste (en lo sucesivo, «las Orientaciones DMR») ofrece orientaciones detalladas sobre la
definicidon de «residuo», incluida informacion sobre las excepciones a la aplicacidon de la DMR
y ejemplos de la jurisprudencia vinculante del TIUE. En caso de que una sustancia u objeto
cumpla los criterios para considerarse residuo, estara sujeto a la legislacion en materia de
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residuos, incluidas las normas sobre la clasificacion de los residuos (salvo que esté
especificamente excluido del dmbito de aplicacion de la DMR).

La DMR define el concepto de «residuo peligroso» en su articulo 3, punto 2, como: « residuo
que presenta una o varias de las caracteristicas peligrosas enumeradas en el anexo Il ».

Decidir si una sustancia u objeto puede considerarse «residuo» en el sentido de la DMR es una
decisidon importante, tan importante como la decisidon de si debe calificarse de «residuo no
peligroso» o «residuo peligroso».

Ademas, la legislacion de la UE establece que los residuos peligrosos solo pueden ser tratados
en instalaciones de tratamiento especialmente designhadas que hayan obtenido una
autorizacién especial con arreglo a lo dispuesto en los articulos 23 a 25 de la Directiva marco
sobre los residuos, pero también con arreglo a otros actos legislativos.

La Ley 7/2022 incorpora a nuestro ordenamiento juridico la directiva aprobada en 2018, con
las modificaciones que esta introduce en la Directiva Marco de residuos

La Ley 7/2022 contempla dentro de su articulado requisitos, en el capitulo | de la produccién
y posesién de los residuos, de obligaciones del productor inicial u otro poseedor relativas a la
gestion de sus residuos.

Ademas, establece las obligaciones relativas al almacenamiento, mezcla, el envasado vy el
etiquetado de residuos.

En relaciéon con el almacenamiento, la mezcla, el envasado y el etiquetado de residuos en el
lugar de produccion, el productor inicial u otro poseedor de residuos esta obligado a:

a) Disponer de una zona habilitada e identificada para el correcto almacenamiento de los
residuos que reuna las condiciones adecuadas de higiene y seguridad mientras se
encuentren en su poder. En el caso de almacenamiento de residuos peligrosos estos
deberdn estar protegidos de la intemperie y con sistemas de retencion de vertidos y
derrames.

La duracién maxima del almacenamiento de los residuos no peligrosos en el lugar de
produccién serd inferior a dos afios cuando se destinen a valorizacidn y a un afo cuando
se destinen a eliminacién.

En el caso de los residuos peligrosos, en ambos supuestos, la duracién maxima serd de
seis meses; en supuestos excepcionales, la autoridad competente de las comunidades
autonomas donde se lleve a cabo dicho almacenamiento, por causas debidamente
justificadas y siempre que se garantice la proteccidén de la salud humana y el medio
ambiente, podra modificar este plazo, amplidandolo como maximo otros seis meses.
No mezclar residuos no peligrosos si eso dificulta su valorizaciéon

No mezclar ni diluir los residuos peligrosos con otras categorias de residuos peligrosos
ni con otros residuos, sustancias o materiales.

Envasar los residuos peligrosos de conformidad con lo establecido en el articulo 35 del
Reglamento (CE) n.2 1272/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de
diciembre de 2008, sobre clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas,
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y por el que se modifican y derogan las Directivas 67/548/CEE y 1999/45/CE y se
modifica el Reglamento (CE) n.2 1907/2006.

Los recipientes o envases que contengan residuos peligrosos deberdn estar etiquetados
de forma clara y visible, legible e indeleble, al menos en la lengua espanola oficial del
Estado.

En la etiqueta debera figurar:

» El cédigo y la descripcidén del residuo, asi como el cédigo y la descripcion de las
caracteristicas de peligrosidad.

» Nombre, Asignacion de Numero de ldentificacion Medioambiental (en adelante
«NIMAY), direccién, postal y electrdnica, y teléfono del productor o poseedor de los
residuos.

Fecha en la que se inicia el depdsito de residuos.

La naturaleza de los peligros que presentan los residuos, que se indicard mediante los
pictogramas descritos en el Reglamento (CE) n.2 1272/2008 del Parlamento y del
Consejo, de 16 de diciembre de 2008.

En el articulo 31, se establecen las obligaciones en lo referente al traslado de los residuos en
el interior del territorio del Estado.

Los traslados de residuos se efectuaran teniendo en cuenta los principios de autosuficiencia y
proximidad. Todo traslado de residuos deberd ir acompafado de un documento de
identificacidn, a los efectos de seguimiento y control.

Las notificaciones podran ser generales con la duracién temporal que se determine
reglamentariamente o podrdan referirse a traslados concretos.

Cabe resefiar la normativa especifica mediante el Real Decreto 553/2020, de 2 de junio, por
el que se regula el traslado de residuos en el interior del territorio del Estado.

En el capitulo Ill, se establece el régimen de autorizacidn y comunicacién de las actividades de
produccién y gestién de residuos. En cumplimiento de ellos, solamente se podran contratar
empresas autorizadas para la recogida y el tratamiento de los residuos.
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4. IMPACTO MEDIOAMBIENTAL

Los impactos de los residuos sobre el medio ambiente, el cambio climatico y las basuras
marinas son los principales focos de preocupacion actual.

Por lo que se refiere a la incidencia de los residuos en el cambio climatico, estos suponen una
fuente difusa de emisidn de gases de efecto invernadero, principalmente debido al metano
emitido en vertederos que contienen residuos biodegradables. Si bien su contribucién a las
emisiones de gases de efecto invernadero se mantiene en porcentajes en torno al cuatro por
ciento, esta se puede reducir de forma significativa promoviendo, por ejemplo, politicas que
evite el depdsito de residuos biodegradables en vertedero.

Adicionalmente, la gestion sostenible de residuos ayuda a otros sectores econémicos a reducir
sus emisiones de gases de efecto invernadero y de otros contaminantes atmosféricos.

Por otra parte, la correcta gestién de los residuos evita que estos acaben en el medio marino,
lo que contribuye positivamente a la consecucién de los objetivos enmarcados en las
estrategias marinas para la proteccidn y la conservacién del medio ambiente marino.

En lo que respecta al uso eficiente de los recursos, en Espaiia la gestion de residuos todavia
descansa preponderantemente en el vertedero, con lo que una politica de residuos que
aplique rigurosamente el principio de jerarquia contribuird a una mayor sostenibilidad, asi
como a la implantaciéon de modelos econdmicos circulares.

A nivel interno, en el laboratorio, es necesario identificar y evaluar los aspectos ambientales

gue se generan de las actividades normales del trabajo diario para intentar eliminar o mitigar,
en la medida de las posibilidades del laboratorio, los impactos negativos en el medio ambiente
y por otro lado, aquellos impactos beneficiosos potenciarlos.

Por ejemplo, de la actividad de realizacion de ensayos de diagndstico, se provoca un aspecto
ambiental que seria la segregacion de residuos peligrosos, lo que provoca un impacto negativo
en el medioambiente que seria la mera presencia de residuos soterrados y no biodegradables.
Se puede evaluar la actividad, para encontrar otra metodologia en la que se utilicen otro tipo
de reactivos menos perjudiciales para el medio ambiente, menos cantidad, etc.

Para entender el concepto de impacto beneficioso, podemos poner como ejemplo la
segregacion diferenciada de los envases peligrosos para su tratamiento y reutilizacion. Esto se
traduce en tener en cuenta o reflexionar sobre la perspectiva del ciclo de vida que puede estar
bajo el control o influencia del laboratorio.
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4. NORMA ISO 45001: 2018. SISTEMAS DE GESTION DE LA SEGURIDAD Y SALUD EN EL
TRABAJO —REQUISITOS CON ORIENTACION PARA SU USO-.
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1. INTRODUCCION.

Las actividades practicas que se llevan a cabo en los laboratorios de sanidad y genética animal,
conllevan en determinados casos un nivel de riesgo intrinseco, dependiendo del tipo de tarea
gue se esté desarrollando.

Los laboratorios son lugares de trabajo en los que se manipulan productos quimicos o agentes
bioldgicos peligrosos, lo que sumado a las operaciones especificas que se realizan, hace que
normalmente presenten un determinado nivel de riesgo, tanto para la salud como para el
medio ambiente. Son muchos los factores a tener en cuenta en el proceso de evaluacion del
riesgo de un laboratorio.

Hoy en dia, teniendo en cuenta los diferentes sistemas de gestién ya implantados en los
laboratorios, no debemos seguir trabajando con cada uno de ellos de forma independiente.
Los sistemas o programas de gestion de calidad, de gestidn ambiental y de Prevencion de
Riesgos Laborales (PRL) facilitan su implantacion si se hace de forma integrada.

2. INSTRUMENTOS NORMATIVOS GENERALES QUE ACTUAN EN EL CAMPO DE LA
SEGURIDAD Y SALUD EN EL TRABAJO.

La normativa e informacidn relativa a la seguridad, salud e higiene en el trabajo es muy amplia.
A continuacion, pararemos a detallar los puntos mas destacables de la normativa de
referencia en este asunto:

2.1. LA CONSTITUCION ESPANOLA DE 1978.

En la norma suprema del ordenamiento juridico espafiol se recoge en el articulo 40.2 lo
siguiente: “Asimismo, los poderes publicos... velaran por la seguridad e higiene en el trabajo”.

Este mandato constitucional conlleva la necesidad de desarrollar una politica de proteccién
de la salud de los trabajadores mediante la prevencidn de los riesgos derivados de su trabajo,
encontrando en la Ley 31/1995 de PRL su pilar fundamental.

2.2. LA DIRECTIVA “MARCO” DE SEGURIDAD: DIRECTIVA 89/391/CEE, DE 12 DE JUNIO (DEL
CONSEJO).

Dicha directiva, relativa a la aplicacién de medidas para promover la mejora de la seguridad y
de la salud de los trabajadores en el trabajo, ha de considerarse como el eje de todo el
entramado normativo en PRL dentro de la UE.

La Directiva “Marco” ha sido transpuesta a la legislacion espafiola a través de la Ley 31/1995
de P.R.L.
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2.3. EL RD LEGISLATIVO 2/2015 POR EL QUE SE APRUEBA EL TEXTO REFUNDIDO DEL
ESTATUTO DE LOS TRABAJADORES.

De manera similar a la Constitucion espafiola, en el Estatuto de los trabajadores se reconoce
el derecho a la proteccién de la salud y la integridad fisica en el trabajo mediante el articulo
19: “Seguridad y salud en el trabajo”.

2.4. LA LEY DE PREVENCION DE RIESGOS LABORALES (LPRL): LEY 31/1995, DE 8 DE
NOVIEMBRE.

Como hemos comentado anteriormente, la Ley 31/1995 es la transposicidn al ordenamiento
juridico espafiol de la Directiva Europea 89/391/CEE.

La presente ley tiene por objeto promover la seguridad y la salud de los trabajadores mediante
la aplicacién de medidas y el desarrollo de las actividades necesarias para la prevencién de
riesgos derivados del trabajo.

En el articulo 14 de esta ley se establece que “los trabajadores tienen derecho a una
proteccion eficaz en materia de seguridad y salud en el trabajo”, lo cual, supone la existencia
de un correlativo deber por parte del empresario de la proteccidén de los trabajadores frente
a los riesgos laborales.

La ley se basa en 3 aspectos importantes:

¢ Prevencion, como indica el titulo de la ley, porque con ella se trata de evitar o disminuir los
riesgos, y no meramente de proteger contra ellos o de reparar los dafios causados.

¢ Responsabilidad, de los diferentes agentes implicados, fundamentalmente del empresario,
en cuanto que es el responsable de la actividad de la que derivan los riesgos. Esta
responsabilidad puede ser civil, penal o administrativa.

¢ Participacion, como medio de garantizar la implicacién de los trabajadores en el disefio,
adopcidn y cumplimiento de las medidas de accién preventiva.

2.5. DIRECTIVAS COMUNITARIAS ESPECIFICAS

e Directiva 92/85/CEE del Consejo, de 19 de octubre de 1992, relativa a la aplicacion de
medidas para promover la mejora de la seguridad y de la salud en el trabajo de la trabajadora
embarazada, que haya dado a luz o en periodo de lactancia (décima Directiva especifica con
arreglo al apartado 1 del articulo 16 de la Directiva 89/391/CEE)

e Directiva 94/33/CE del Consejo, de 22 de junio de 1994, relativa a la proteccion de los
jévenes en el trabajo

e Directiva 91/383/CEE del Consejo, de 25 de junio de 1991, por la que se completan las
medidas para mejorar la salud y la seguridad en el lugar de trabajo de los trabajadores
temporales
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2.6. NORMAS REGLAMENTARIAS

La LPRL prevé que el desarrollo de los aspectos concretos de la Seguridad y la Salud en el
Trabajo se realice por medio de reglamentos, entre los cuales destacan por su importancia los
siguientes:

e R.D. 485/97 sobre disposiciones minimas en materia de sefializacidon de seguridad y salud
en el trabajo.

R.D. 486/97 sobre disposiciones minimas en materia de Seguridad y Salud en los lugares de
trabajo.

R.D. 487/97 sobre disposiciones minimas de seguridad y salud relativas a la manipulacion
manual de cargas que entrafie riesgos, en particular dorso lumbares, para los trabajadores.

R.D. 488/97 sobre disposiciones minimas de seguridad y salud relativas al trabajo con
equipos que incluyen pantallas de visualizacién.

R.D. 664/97 sobre la proteccidn de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicidon a agentes biolégicos durante el trabajo.

R.D. 665/97 sobre la proteccidn de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicidon a agentes cancerigenos durante el trabajo.

R.D. 773/97 sobre disposiciones minimas de seguridad y salud relativas a la utilizacién por
los trabajadores de equipos de proteccidn individual.

R.D. 1215/97 por el que se establecen las disposiciones minimas de seguridad y salud para
la utilizacidn por los trabajadores de los equipos de trabajo.

R.D. 374/01 sobre la proteccion de la salud y seguridad de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo.

R.D. 614/01 sobre disposiciones minimas para la proteccién de la salud y seguridad de los
trabajadores frente al riesgo eléctrico.

R.D. 681/03 sobre la proteccion de la salud y la seguridad de los trabajadores expuestos a
los riesgos derivados de atmdsferas explosivas en el lugar de trabajo.

R.D. 1311/05 sobre la proteccion de la salud y la seguridad de los trabajadores frente a los
riesgos derivados o que puedan derivarse de la exposicidn a vibraciones mecanicas.

R.D. 286/06 sobre la proteccion de la salud y la seguridad de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con la exposicion al ruido.

R.D. 396/06 por el que se establecen las disposiciones minimas de seguridad y salud
aplicables a los trabajos con riesgo de exposicion al amianto.

R.D.1879/96 por el que se regula la composicién de la Comisidon Nacional de Seguridad y
Salud en el Trabajo.

R.D. 39/97 por el que se aprueba el Reglamento de los Servicios de Prevencidn.

Pagina 6 de 15




e RD 67/2010, de 29 de enero, de adaptacion de la legislacion de Prevencion de Riesgos
Laborales a la Administracién General del Estado.

2.7. LAS GUIAS Y NOTAS TECNICAS DE PREVENCION (NTP) DEL INSTITUTO NACIONAL DE
SEGURIDAD Y SALUD EN EL TRABAJO (INSST).

El Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST) es el encargado de elaborar
las Guias Técnicas, no vinculantes, para la facilitar la aplicacién de los Reales Decretos que
desarrollan la Ley de Prevencidn de Riesgos Laborales.

Entre estas Guias, aplicables en muchos de sus puntos a los laboratorios de sanidad y genética
animal, destacamos las siguientes:

e Guia técnica sobre sefializacion de seguridad y salud en el trabajo.

Guia técnica para la evaluacion y prevencién de los riesgos relacionados con agentes
quimicos.

Guia técnica para la evaluacion y prevencién de los riesgos relacionados con la exposicién
a agentes bioldgicos.

Guia técnica para la evaluacion y prevencién de los riesgos relacionados con la exposicidn
a agentes cancerigenos o mutdgenos durante el trabajo.

Guia técnica para la evaluacion y prevencion del riesgo eléctrico.

Guia técnica para la utilizacion por los trabajadores en el trabajo de equipos de proteccién
individual.

Guia técnica para la evaluacién y prevencién de los riesgos relativos a la utilizacion de los
equipos de trabajo.

Por otro lado, el INSST también elabora las Notas Técnicas de Prevencidon (NTP) para ser
usadas como herramientas técnicas de consulta por los profesionales de la PRL. Estos
documentos no son vinculantes, ni de obligado cumplimiento.

La empresa, en este caso, laboratorio, esta obligado a cumplir con las disposiciones
normativas que le sean aplicables en cada momento, sean estatales, autondmicas o
provenientes de la administracidn local. La colecciéon de NTP pretende ayudar al cumplimiento
de tales obligaciones, facilitando la aplicacion técnica de las exigencias legales.

Destacaremos como importantes para los laboratorios de sanidad y genética animal algunas
de ellas, aunque son diversas y numerosas:

NTP 233: Cabinas de seguridad bioldgica.
NTP 243: Ambientes cerrados: Calidad del aire.

NTP 461: Seguridad en el laboratorio: caracteristicas de peligrosidad de los productos
guimicos de uso mas corriente

NTP 376: Exposicidn a agentes bioldgicos: seguridad y buenas practicas de laboratorio.
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NTP 398: Patdgenos transmitidos por la sangre: un riesgo laboral.

NTP 409: Contaminantes bioldgicos: criterios de valoracion.

NTP 411: Zoonosis de origen laboral.

NTP 447: Actuacidn frente a un accidente con riesgo bioldgico.

NTP 468: Trabajo con animales de experimentacion.

NTP 520: Prevencién del riesgo biolégico en el laboratorio: trabajo con virus.
NTP 585: Prevencion del riesgo bioldgico en el laboratorio: trabajo con bacterias.
NTP 545: Prevencion del riesgo bioldgico en el laboratorio: trabajo con parasitos.
NTP 520: Prevencién del riesgo biolégico en el laboratorio: trabajo con virus.
NTP 902: Riesgo bioldgico: evaluacidn y prevencidn en trabajos con cultivos celulares.
NTP 739: Inspecciones de bioseguridad en los laboratorios

NTP 987: Laboratorios quimicos: clasificacién y estimacion de su peligrosidad (1)
NTP 812: Riesgo bioldgico: prevencién de accidentes por lesidn cutanea.

NTP 432: Prevencion del riesgo en el laboratorio. Organizacién y recomendaciones
generales.

Resulta también interesante en el entorno de los laboratorios, la presentacién por parte del
INSST de DATABIO. Se trata de una coleccion de fichas de los agentes bioldgicos
potencialmente presentes en entornos laborales. Constituye una herramienta de gran utilidad
para la evaluacién, prevencidn y control del riesgo bioldgico en cualquier actividad laboral con
dicho riesgo.

3. GESTION EN PREVENCION DE RIESGOS LABORALES.

A partir de la LPRL y mds concretamente con su posterior modificacién: Ley 54/2003, de
reforma del marco normativo de la prevencién de riesgos laborales, se concreta que “la
prevencidn de riesgos laborales debera integrarse en el sistema general de gestidén de la
empresa”. Esta necesidad de integracién en la gestion de la empresa se concreta en el
Reglamento de los servicios de prevencion, gracias a su modificacion por el RD 604/2006.

El Sistema de Gestion en Prevencion de Riesgos Laborales (SGPRL) es un instrumento para
organizar y disefar procedimientos y mecanismos dirigidos al cumplimiento estructurado y
sistematico de todos los requisitos establecidos en la legislacién de prevencién de riesgos
laborales. Esta compuesto por un conjunto de elementos interrelacionados o interactivos que
tienen como objeto establecer unas directrices y unos objetivos en prevencién de riesgos
laborales.

Como en cualquier sistema de gestion, para que funcione, la organizacion ha de establecerlo,
documentarlo, implantarlo, mantenerlo y mejorarlo de forma continua, llevando a cabo, para
ello, como minimo las siguientes acciones:
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3.1. PLAN DE PREVENCION DE RIESGOS LABORALES.

Con la Ley 54/2003 de reforma del marco normativo de la prevencion de riesgos laborales, se
modifica el articulo 14.2 de la Ley 31/95 de P.R.L. para destacar que, en el marco de sus
responsabilidades, el empresario realizard la prevencién de riesgos laborales mediante la
integracién de la actividad preventiva en la empresa, que se concretara con la implantacién y
aplicacién de un Plan de PRL.

El Plan de Prevencion de Riesgos Laborales (PPRL) es el documento a través del cual las
empresas van a integrar la prevencidn y las politicas en su sistema general de gestién, tanto
en todos los niveles jerarquicos, como en las actividades que se desarrollen. Este documento
ha de estar aprobado por la direccidn y asumido por toda su estructura organizativa.

El Plan de prevencién de riesgos laborales deberd incluir: la estructura organizativa, las
responsabilidades, las funciones, las practicas, los procedimientos, los procesos y los recursos
necesarios para realizar la accion de prevencién de riesgos en el laboratorio.

El PPRL serd de extension reducida y facil comprensién, plenamente adaptado a la actividad
del laboratorio.

Para la implantacién del Plan y la consecucién de los objetivos fijados, estableceremos un
documento: Programacion Anual del Servicio de Prevencion, en el que incluiremos, al menos:
las actividades generales y la asignacién de responsabilidades, asi como los medios y plazos
para lograr estos objetivos.

3.2. EVALUACION DE RIESGOS.

La evaluacion de riesgos es el proceso dirigido a estimar la magnitud de aquellos riesgos que
no hayamos podido evitar, obteniendo la informacidn necesaria para poder saber si es
necesario adoptar medidas preventivas y, en ese caso, determinar el tipo de medidas a
adoptar.

El laboratorio debe de haber realizado la evaluacién inicial de riesgos y actualizarla cuando
cambien las condiciones de trabajo, y siempre que se detecten dafios para la salud.

3.3. PLANIFICACION DE LA ACTIVIDAD PREVENTIVA.

Una vez realizada la evaluacién de riesgos, si ésta pone de manifiesto situaciones de riesgo,
deberemos elaborar un nuevo documento: la planificacion de la actividad preventiva, que
nos ayude a planificar la realizacién de las medidas que hayamos propuesto para poder
eliminar, controlar y reducir dichos riesgos.

Tendremos en cuenta que, para reducir los riesgos, deberemos seguir el siguiente orden de
preferencias: Eliminar, sustituir, disefiar controles, utilizacién de proteccién colectiva y por
ultimo, utilizar Equipos de Proteccién Individual (EPIs).

3.4. FORMACION.

Deberemos garantizar que cada persona trabajadora reciba una adecuada formacion teérica
y practica, suficiente y adecuada, en materia preventiva, tanto en el momento de su
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contratacidn, cualquiera que sea la modalidad o duracién de ésta, como cuando se produzcan
cambios en las funciones que desempeifie o se introduzcan nuevas tecnologias o cambios en
los equipos de trabajo.

Asimismo, nos aseguraremos que cualquier persona que trabaje para la organizacién
(personal propio o contratado) y que realice tareas que puedan causar dafios a terceros o en
las instalaciones, sea competente.

3.5. INFORMACION

Estas actividades van a tener la finalidad de dar a conocer a las personas trabajadoras y
hacerles conscientes acerca de las circunstancias del trabajo y el entorno en el que se éste se
desarrolla, focalizando en los riesgos, medidas preventivas y de proteccidon y de emergencia
asociadas.

3.6. CONSULTA Y PARTICIPACION.

La Ley de Prevencién, nos impone un deber de consulta, participacién y representacién en
materia preventiva (canalizada a través de la figura de los Delegados de Prevencion con sus
competencias y facultades: art. 36 LPRL).

3.7. COMUNICACION INTERNA Y EXTERNA.

Debemos establecer, implementar y mantener uno o varios procedimientos que nos ayuden
a gestionar:

* La comunicacidn interna entre los diversos niveles y funciones de nuestra empresa.

¢ La comunicacion con los contratistas y otros visitantes de nuestra empresa.

e La recepcion, documentacion y respuesta a las comunicaciones externas, en relacién con
los riesgos para la seguridad y salud de las personas trabajadoras bajo nuestro control (propio
y subcontratado) y los requisitos de nuestro SGPRL.

3.8. CUMPLIMIENTO LEGAL

Toda organizacidn deber disponer de procesos que le aseguren que sea identificado cualquier
requisito en PRL (tanto legales como otros requisitos de No obligado cumplimiento y adhesién
voluntaria), que tengan acceso continuo y asegurado a los mismos, y que se vigile que todos
se cumplan de forma adecuada.

3.9. DOCUMENTACION DEL SGPRL

Para asegurar la trazabilidad y la adecuacién de nuestro sistema en el tiempo, va a ser
importante que el mismo se encuentre documentado (en formato papel y/o electrdnico).
Asimismo, es muy importante tener en cuenta que esta documentacién ha de ser siempre
proporcional al nivel de complejidad y riesgos.

Similar a un sistema de gestion de la calidad, debe existir una gestion de dichos documentos
en cuanto a: elaboracién, codificacion, revisidn, aprobacidon, distribucién y revisién y
actualizacion.
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3.10. CONTROL DE LAS OPERACIONES

Debemos identificar todas aquellas situaciones, entornos y actividades del laboratorio, en las
que, en base a los riesgos presentes, a la complejidad de las actividades o a las caracteristicas
de las personas trabajadoras, sea necesario el establecimiento de controles para asegurarnos
gue las mismas se desarrollan sin riesgos no asumibles.

Para estas situaciones, entornos y actividades, disefiaremos una serie de medidas tendentes
a controlar las mismas, tales como procedimientos documentados que establezcan las pautas
a seguir, normas de trabajo seguras, etc.

3.11. INCIDENTES

Un Incidente es cualquier suceso o sucesos relacionados con el trabajo en el cual ocurre o
podria haber ocurrido un dafio, o deterioro de la salud o una fatalidad. Es importante tener
en cuenta el matiz de que no es necesario que se materialice el efecto del incidente para
considerarlo como tal.

Es recomendable establecer, implementar y mantener un procedimiento para registrar,
investigar, analizar y notificar (interna y externamente para accidentes y enfermedades
profesionales) los incidentes para ayudar a:

e Investigar sobre las deficiencias del SGPRL y otros factores que podrian causar o contribuir
a su aparicion.

e Identificar las acciones correctivas y preventivas para evitar su repeticién.
e Documentar las investigaciones y registrar los incidentes de trabajos acaecidos.
e Comunicar los resultados de las investigaciones, tanto a nivel interno como externo.

e Asegurarnos que las personas trabajadoras han recibido la informacién basica,
comprensible, sobre la actuacién en caso de incidente (qué hacer, nombre de la Mutua,
centros asistenciales, teléfonos de contacto, etc.).

Las investigaciones, que deben quedar documentadas, se deben hacer en el momento
oportuno y por las personas necesarias en la organizacion (con formacién y relacién directa
con el incidente), asi como contar con la participacién de los representantes de las personas
trabajadoras.

3.12. NO CONFORMIDADES, ACCIONES CORRECTIVAS, PREVENTIVAS

Una No Conformidad, en el marco de un Sistema de Gestidn, es un incumplimiento de uno o
varios de los requisitos del mismo, como por ejemplo, incumplimientos en los procedimientos,
normas o instrucciones de trabajo, en los requisitos legales de aplicacién, etc.

Como Accidn Correctiva y Preventiva, podemos entender toda aquella accion implantada
para eliminar la causa de una no conformidad detectada u otra situacién indeseable o, para
prevenir que algo vuelva a producirse o suceda, respectivamente.
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Como parte de las acciones de mejora continua del SGPRL, se ha de establecer, implementar
y mantener un procedimiento para la gestién de las de las no conformidades que puedan
presentarse, asi como de las acciones correctivas y preventivas disefiadas para el tratamiento
de dichas no conformidades.

3.13. CONTROL DE LAS EMERGENCIAS

Toda empresa, teniendo en cuenta su tamaiio y actividad, asi como la posible presencia de
personas ajenas a la misma, debera analizar las posibles situaciones de emergencia y adoptar
las medidas necesarias en materia de primeros auxilios, lucha contra incendios y evacuacion
de las personas trabajadoras, designando para ello al personal encargado de poner en practica
estas medidas y comprobando periddicamente, en su caso, su correcto funcionamiento.

Para poder ejecutar esta serie de acciones de forma adecuada, es recomendable, dentro de
nuestro SGPRL, establecer, implementar y mantener un procedimiento para ello.

3.14. SEGUIMIENTO Y MEDICION

Las actividades de seguimiento y medicion son todas aquellas que nos van a permitir obtener
informacién periddica de la correcta aplicacidn y funcionamiento del SGPRL, asi como de la
percepcion de los usuarios del entorno con respecto al cumplimiento de sus necesidades por
parte de la organizacién.

Mediante el seguimiento y la medicidon sabremos si se estan cumpliendo los objetivos, si
nuestros usuarios perciben como accesibles los procesos y el entorno, si los procedimientos

definidos son adecuados, etc., de forma que su andlisis nos facilite la toma de decisiones en
relacion al establecimiento de cambios, disefio e impulso de acciones correctivas y acciones
preventivas para adecuar nuestro SGPRL a los requisitos de disefio.

3.15. AUDITORIA

La auditoria es un instrumento de gestién que persigue reflejar la imagen fiel del sistema de
prevencidon de riesgos laborales del laboratorio, valorando su eficacia y detectando las
deficiencias que puedan dar lugar a incumplimientos de la normativa vigente, para permitir la
adopcién de decisiones dirigidas a su perfeccionamiento y mejora. Se van a tener que
implantar dos tipos de auditoria:

e Externa o reglamentaria: que aplica a los requisitos en materia de PRL. Se podra extender
también a todo en SGPRL en base a los requisitos de las Normas en las que hayamos basado
nuestro SGPRL.

e Interna: que se extenderia a todo el SGPRL.

La realizacién de las auditorias externas en materia de prevencién de riesgos laborales estd
regulada por el Reglamento (RD 39/1997) de los servicios de prevencion.

Se deberan llevar a cabo auditorias internas periddicas con el objeto de determinar si el SGPRL
es conforme a las disposiciones planificadas, asi como para poder saber si es adecuado vy eficaz
para cumplir la politica y los objetivos establecidos.
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Para dicho fin, se establecera un procedimiento documentado que incluya la sistematica a
aplicar, las responsabilidades, las competencias y requisitos para la planificacién y la
realizacion de las auditorias, para informar de los resultados y para mantener los registros.

3.16. REVISION POR LA DIRECCION

Nuestro SGPRL debe incluir una revisién periddica, a intervalos planificados, por la Alta
Direccién de nuestra organizacion (p. ej. anualmente) para asegurar su conveniencia,
adecuacioén, eficacia y mejora continua.

4. NORMA 1SO 45001: 2018. SISTEMAS DE GESTION DE LA SEGURIDAD Y SALUD EN EL
TRABAJO: REQUISITOS CON ORIENTACION PARA SU USO

La Norma ISO 45001 es la primera norma internacional que determina los requisitos basicos
para implementar un Sistema de Gestién de Seguridad y Salud en el Trabajo (SST). La Norma
se ha desarrollado con objeto de ayudar a las organizaciones a proporcionar lugares de trabajo
seguro y saludable, previniendo las lesiones y el deterioro de la salud relacionados con el
trabajo, asi como para contribuir a una mejora continua en el desempeiio de la SST.

Esta Norma es aplicable a cualquier organizacién que desee establecer, implementar y
mantener un sistema de gestion de la SST para mejorar la seguridad y salud en el trabajo,
eliminar los peligros y minimizar los riesgos para la SST (incluyendo las deficiencias del
sistema), aprovechar las oportunidades para la SST y abordar las no conformidades del
sistema de gestidn de la SST asociadas a sus actividades.

Este documento ayuda a una organizacién a alcanzar los resultados previstos de su sistema de
gestidon de la SST. En coherencia con la politica de la SST de la organizacion, los resultados
previstos de un sistema de gestién de la SST incluyen:

a) la mejora continua del desempefio de la SST;
b) el cumplimiento de los requisitos legales y otros requisitos;
c) el logro de los objetivos de la SST.

La Norma es aplicable a los riesgos para la SST bajo el control de la organizacidn, teniendo en
cuenta factores tales como el contexto en el que opera la organizacién y las necesidades y
expectativas de sus trabajadores y otras partes interesadas.

Este documento no establece criterios especificos para el desempefio de la SST, ni para el
disefio de un sistema de gestidn de la SST, tampoco aborda cuestiones tales como la seguridad
del producto, los danos a la propiedad o los impactos ambientales, mas alla de los riesgos para
los trabajadores y para otras partes interesadas pertinentes.

La Norma 45001 permite a las empresas desarrollarla de forma integrada con los requisitos
establecidos en otras normas como la Norma ISO 9001 y la Norma ISO 14001.

El enfoque del sistema de gestion de la SST aplicado en este documento se basa en el concepto
de Planificar-Hacer-Verificar-Actuar (PHVA). El concepto PHVA es un proceso iterativo
utilizado por las organizaciones para lograr la mejora continua.
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Los Capitulos 1 a 3 de la presente Norma, presentan el objeto y campo de aplicacidn, las
referencias normativas y los términos y definiciones que se aplican para el uso de este
documento, mientras que los Capitulos 4 a 10 contienen los requisitos a utilizar para evaluar
la conformidad con este documento. El Anexo A proporciona explicaciones informativas
relativas a estos requisitos.

Pasaremos a comentar brevemente, los aspectos mds destacables de los Capitulos del 4 al 10:
Capitulo 4: Contexto de la Organizacion.

La Norma considera que los resultados de seguridad y salud en el trabajo se ven afectados por
diversos factores internos y externos (que pueden ser de caracter positivo, negativo o ambos),
tales como: las expectativas de los trabajadores, las instalaciones, las contratas, los
proveedores, la normativa que afecta a la actividad, etc.

Capitulo 5: Liderazgo y participacion de los trabajadores.

Destaca como aspectos claves el liderazgo de la Direccidon y la participacion de los
trabajadores. Los considera imprescindibles para gestionar el sistema de modo adecuado y
para poder optimizar los resultados en seguridad y salud.

Capitulo 6: Planificacion.

Comprende las acciones previstas para abordar riesgos y oportunidades. Alcanzaran las
relativas a la seguridad y salud, y al propio sistema de gestidon. Asimismo, para la consecucién
de estas acciones deberan de definirse objetivos y medios para lograrlas.

Capitulo 7: Apoyo.

Establece la necesidad de determinar los medios necesarios para conseguir la planificacion
mediante recursos, competencia, toma de conciencia y comunicacion. El resultado de este
requerimiento debe estar soportado de forma documental.

Capitulo 8: Operacion

En funcion de lo planificado, se ejecutaran las medidas previstas, para lo cual se debera
adoptar una visidn proactiva, en la que entre otros, se tendra en cuenta la gestién del cambio
(modificaciones de los procesos, novedades...) y otros factores como el recurso a contrataciéon
externa, compras, etc.

Capitulo 9: Evaluacion del desempeiio

Verifica la implantacion del sistema de gestion de seguridad y salud. Para ello, requiere
auditorias internas y la revision de la Direccidn, entre otras.

Capitulo 10: Mejora

Su consecucion es el objetivo final del sistema y el fundamento del ciclo PDCA.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 10

TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO: CONDICIONES Y LEGISLACION
APLICABLE.
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1. TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO.
1.1. INTRODUCCION

El trabajo con agentes bioldgicos desempefiia un papel clave en la deteccion y prevencién de
brotes de enfermedades emergentes y altamente infecciosas, asi como en la reduccion de
otros riesgos para la seguridad sanitaria internacional. Este trabajo incluye actividades de
diagnodstico, investigaciéon biomédica y fabricacion de productos farmacéuticos. Las
instalaciones que manipulan agentes bioldgicos tienen la responsabilidad de garantizar que
los agentes bioldgicos sean identificados, almacenados y se controlen de forma segura en
instalaciones adecuadamente equipadas, de acuerdo con las buenas practicas. Mientras se
transportan materiales que contengan agentes biolégicos, existe la posibilidad de exposicidon
para las personas y el medio ambiente por el que pasa el material, por eso, para controlar y
reducir adecuadamente este riesgo, varios grupos internacionales han desarrollado
recomendaciones o reglamentaciones (o ambas) que describen la forma en que las sustancias
infecciosas deben ser envasadas, marcadas, etiquetadas y documentadas, para garantizar la
seguridad y su contencidn durante todo el proceso de transporte.

1.2 RESPONSABILIDADES.

Todas las personas que participen de algin modo en la gestidn del transporte deben conocer
la normativa que a diferentes escalas afecta a ese transporte, y estardn capacitados y
acreditados para llevarlo a cabo. Estoy incluye al personal involucrado en el embalaje,
etiquetado y envio de material bioldgico. Dicho transporte debe realizarse garantizando un
sistema rapido y fiable para la entrega al destinatario, con la ayuda de personal tal como
proveedores de servicios logisticos profesionales que estén capacitados y sean competentes
en el proceso de envio y transporte.

El transporte vy la transferencia eficientes de materiales bioldgicos requieren la coordinacion
entre el remitente (expedidor, consignador), los proveedores de la logistica, el transportista y
el destinatario (consignatario) para garantizar el transporte y la llegada a tiempo y en
condiciones adecuadas.

Es conveniente tener en cuenta que las personas encargadas de gestionar y transportar este
tipo de mercancias peligrosas asumen ciertos riesgos.

REMITENTE (EXPEDIDOR, CONSIGNADOR)

El remitente (expedidor, consignador) es responsable de proporcionar la documentacion
correspondiente (por ejemplo, certificados o permisos) requerida por las autoridades
nacionales de los paises de exportacién, transbordo e importacidn, asi como de garantizar que
el envio también cumpla con todas las demas normas aplicables.

e ANTES de realizar el envio de materiales bioldgicos, el remitente debe:

a) Identificar y clasificar, embalar (con control de temperatura), garantizar los limites de
cantidad, marcar y etiquetar el paquete de materiales bioldgicos
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b) Asegurar la correcta documentacién de todos los materiales bioldgicos a transportar

c) Completar y elaborar una Declaraciéon del Remitente para Mercancias Peligrosas
(DGD), cuando sea necesario

d) Asegurarse de que no esta prohibido el transporte de ese material biolégico

El remitente debe preparar la_ documentacién necesaria, incluidos los permisos, el
envio y los documentos de envio si es necesario.

El remitente debe notificar al destinatario las condiciones del transporte una vez que
se hayan concretado, con bastante antelacion a la hora prevista de llegada.

El documento de embarque aéreo (AWB) es el documento de envio estandar para el
envio de mercancias por via aérea. Si bien es una prdctica comun que la compaiiia
aérea o el agente de carga complete el documento de embarque aéreo, se le puede
solicitar al remitente que lo proporcione.

El remitente debe concretar las condiciones con el destinatario, incluso si necesita
permisos de importacidén/exportacion.

El remitente debe concretar condiciones por adelantado con el operador para
asegurarse que el envio serd aceptado para transporte y que se llevara a cabo por la
ruta mas directa posible.

TRANSPORTISTA

El transportista debe tomar las siguientes medidas respecto a la RUTA:

a) Que sea la mas adecuada (ej: la mas corta, la mas segura...).

b) Si es necesario realizar transbordo, tomard las precauciones necesarias para asegurar
cuidados especiales, un manejo diligente y un seguimiento de las sustancias en transito para
garantizar su seguridad y proteccion.

e Para el transporte aéreo, la normativa requiere que el transportista utilice, cuando
corresponda, una lista _de verificacidn para verificar que el envio cumple con los
requisitos de identificacién y etiquetado y con los requisitos de documentacién.

El transportista debe proporcionar al remitente asesoramiento y asistencia con
respecto a los documentos de envio necesarios y las instrucciones para su finalizacidn,
asi como al tipo de embalaje.

El transportista debe ayudar al remitente a organizar la ruta mdas apropiada y
confirmarla, y proporcionar, si es posible, formas de rastrear el envio

El transportista debe mantener y archivar la documentaciéon para el envio y el
transporte.
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DESTINATARIO

Tiene las siguientes obligaciones:

e Obtener las autorizaciones necesarias de las autoridades nacionales para la
importacion del material

Proporcionar al remitente los permisos de importacidn requeridos, carta(s) de
autorizacion u otro(s) documento(s) requerido(s) por las autoridades nacionales

e Organizar la recepcidn mds oportuna y eficiente al llegar

e Acusar recibo al remitente

No se debe realizar el envio hasta que se hayan concretado todos los detalles necesarios
entre el remitente, el transportista y el destinatario.!

Ademas, deben tenerse en cuenta los acuerdos de transferencia de material (ATM) porque
estos protegen los intereses de todas las partes involucradas en relacion con:

a) La propiedad intelectual
b) Posibles usos alternativos
c) Aspectos comerciales
d) Responsabilidad ante terceros
e) Posibles transferencias/usos adicionales
Ademas, ayudan a evitar malentendidos sobre el uso de materiales y aclaran la tenencia de

propiedad.

OTRAS RESPONSABILIDADES

Es responsabilidad del proveedor del embalaje/envasado de la sustancia infecciosa:

e fabricar y verificar lineas de materiales de embalaje/envasado, de acuerdo con la
reglamentacién aplicable;

e poner a disposicion de los usuarios de sus embalajes/envases y de las autoridades
nacionales competentes, con previa solicitud, los informes de los ensayos y los
resultados de los mismos;

® proporcionar instrucciones a los usuarios sobre los procedimientos que deben
seguirse y los componentes adicionales necesarios para garantizar que los materiales
de embalaje/envasado cumplan los requisitos de prestaciones;

® en caso necesario, estar registrado en un programa de garantia de calidad, segun lo
estipulen las autoridades nacionales competentes.

! La cadena de transporte involucra a muchas mas partes interesadas con funciones y responsabilidades
especificas, explicado con mas detalle en el siguiente enlace:
http://www.wcoomd.org/en/topics/facilitation/instrument-
andtools/tools/~/media/4B167884A3064E78BCF5D29E29F4E57E.ashx.
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2.1. DEFINICIONES

Antes de enviar un material, debemos conocer qué es lo que vamos a enviar, para poder
después clasificarlo y categorizarlo, y poder emplear un término conocido por todos los
involucrados en el transporte.

e Sustancias infecciosas (o materiales infecciosos): Para los fines de su transporte, se entiende
por sustancias infecciosas las sustancias respecto de las cuales se sabe o se cree fundadamente
que contienen agentes patdgenos. Los agentes patdgenos son microorganismos (tales como
bacterias, virus, rickettsias, pardsitos y hongos) y otros agentes tales como priones, que pueden
causar enfermedades en los animales o en los seres humanos. ®No incluye vegetales. Las
sustancias infecciosas se dividen en dos categorias: categoria A y categoria B, como veremos.

e Cultivos: resultado de un proceso cuyo objeto es la reproduccién de agentes patégenos (no
incluye muestras de pacientes humanos o animales).

e Muestras de pacientes: sustancias de origen humano o animal, transportadas para estudio,
diagnéstico, investigacién, tratamiento y prevencion de enfermedades. Incluye excreciones,
secreciones, sangre y sus componentes, tejidos y fluidos tisulares y partes del cuerpo.

e Productos bioldgicos: sustancias o materiales que se derivan de organismos vivos (por
ejemplo, bacterias, hongos, virus, animales y seres humanos) y se extraen o purifican para su
uso como instrumento preventivo, terapéutico o de diagndstico. Ejemplos: antitoxinas,
vacunas y los componentes de las vacunas. Es preciso sefialar que, debido a su importancia en
el tratamiento y la prevencion de enfermedades, algunos productos bioldgicos pueden estar
sujetos a requisitos especiales o a acuerdos de licencia establecidos por las autoridades
nacionales. En este caso, su fabricacion y distribucién podria estar sujeta a una reglamentacion
diferente o complementaria a la establecida para las sustancias infecciosas.

e Organismos Modificados genéticamente: son animales, plantas, agentes bioldgicos o
materiales celulares que han sido objeto de una modificacién genética diferente de su estado
natural. Si, tras esta modificacion, el organismo o microorganismo es capaz de causar
enfermedades en seres humanos o animales, entonces él mismo o cualquier material
contaminado con él, se clasificara como sustancia infecciosa. Si no se ajusta a la definicién de
sustancia infecciosa, quedara incluido en la clase 9 de mercancias peligrosas y se le asigna un
numero UN (UN 3245).

e Exenciones: Debido al escaso peligro que presentan, las siguientes sustancias de origen
bioldgico estan exentas de cumplir las normas y requisitos aplicables a las mercancias peligrosas:

Sustancias que no contengan sustancias infecciosas o que no es probable que causen
enfermedades en seres humanos o animales

Sustancias que contengan microorganismos que no son patdgenos para los seres
humanos o animales

Sustancias que se encuentren en una forma en la que cualquier patégeno haya sido
neutralizado o inactivado y ya no supongan un riesgo para la salud

Muestras medioambientales (incluidos alimentos y agua) que no se considera que
supongan un riesgo significativo de infeccidon

Sangre o sus componentes recogidos y enviados para transfusiones o transplantes
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Muestras de sangre seca sobre papel de filtro y muestras fecales para el diagndstico
sistematico de hemorragia digestiva inadvertida

Desechos médicos o clinicos descontaminados.
Muestras que contienen ADN, ARN o plasmidos

2.2. CLASIFICACION Y CATEGORIZACION

Al transportar materiales bioldgicos, el remitente debe determinar si el material debe
clasificarse como mercancia peligrosa o no. Los productos peligrosos son materiales que
pueden dafar a humanos, animales y otros organismos vivos, a propiedades o al medio
ambiente, y su transporte esta regulado por las normas de las Naciones Unidas (ONU), de
manera que a las mercancias peligrosas se les asigna un niumero ONU y una designacién oficial
de transporte en funcién de la clasificacién.

Para garantizar que estas mercancias peligrosas no representen un peligro durante su
transporte, las normas de transporte asignan una instruccion de embalaje en funcién del
numero ONU vy la designacién oficial de transporte.

Asi, las sustancias infecciosas se clasifican como mercancias peligrosas y se asignan a
ONU2814, ONU2900, ONU3373 u ONU3291, segun corresponda. Ademas, los
Microorganismos Genéticamente Modificados (GMMO) y los Organismos Genéticamente
Modificados (OMG) estan clasificados como Clase 9 y asignados a ONU3245 si no estan
clasificados como Categoria A o Categoria B.

Tabla 1. Resumen de la clasificacion, calegorizacion, identificacion y embalaje de las sustancias infecciosas

Clasificaci de Caty
mercancias
peligrosas

Instruccion de
embalaje/envasado

izacién Designacioén oficial de Numero

transpo rte’ oNu?

Clase 6,
Division 6.2

Categoria A Sustancia infecciosa que UN 2814 P&20

afecta al ser humano

Sustancia infecciosa que UN 2900

afecta a animales

Clase 6,
Division 6.2

Categoria B

Sustancia biclégica,
Categoria B

UN 3373

Clase 6,
Division 6.2

Excepto muestras
humanas/animales

Muestras
humanas/animales
exentas

Embalaje triple

No sujetoala
normativa sobre
mercancias
peligrosas

Materiales bioldgicos
no sujetos a la
normativa sobre
mercancias peligrosas

N/A

Clase 9

GMMO y GMO que no
se clasifican como
sustancias infecciosas
de la Categoria Ao B

Microorganismos
modificados
genéticamente;
organismos modificados
genéticamente

UN 3245

P904 (ICAQ/IATA P1 959),

IBC99

Si es probable que los microorganismos que estan presentes en los materiales biolégicos puedan causar dafio a
humanos o animales, deben asignarse a la Categoria A 0 B.
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embaiae/envasodo.

Category B infectious substonce
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N 3373 \ ace! subitance
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OR Chnicol waste, unspecified, no.s
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Figura 1 Resumen del proceso de definicién y clasificacion de las sustancias infecciosas.

Fuente: llustracion creada pora lo 42 edicién del Manual de Bioseguridad en el Loboratorio de la WHO.

2.2.1. CATEGORIZACION

Una vez clasificado como mercancia peligrosa en la clase 6, division 6.2, el material debe
subclasificarse en funcidon de su composicién, del tipo de agente bioldgico presente y de la
gravedad o el dafio que pueda causar dicho agente bioldgico. En esta seccién se presenta una
vision general de las diversas subclasificaciones de sustancias infecciosas, incluida la
nomenclatura oficial (es decir, designacidn oficial y nimero UN) que deben ser asignados para
fines de transporte.

Fuente imagen: Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias infecciosas 2019-2020
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CATEGORIA A

Una sustancia infecciosa se clasifica en la categoria A cuando se transporta en una forma
qgue, en el caso de exposicion a ella, podria causar una discapacidad permanente o una
enfermedad mortal o potencialmente mortal en seres humanos o animales sanos. En otras
palabras, si la sustancia sale de la embarcacién que la transporta o del embalaje/envase
protector utilizado durante el transporte, podria tener graves consecuencias para la salud
de cualquier ser humano o animal que haya estado en contacto con ella. Tanto cultivos,
muestras de pacientes, productos biolégicos como desechos médicos o clinicos pueden
subclasificarse como categoria A si se sabe que el material contiene, o es probable que
contenga, un agente bioldgico que cumpla con los criterios indicados anteriormente.

En muchas reglamentaciones de transporte y acuerdos modales se incluyen listas
indicativas de los agentes biolégicos que pueden cumplir los criterios de una sustancia
infecciosa de categoria A. Pero muchos de los agentes bioldgicos de esa lista sélo cumpliran
la definicién de sustancia infecciosa de categoria A cuando se transporten como cultivos.
Dos numeros UN y algunas designaciones oficiales de transporte estan asociados a las
sustancias infecciosas de categoria A:

¢ Las sustancias infecciosas que pueden causar enfermedades en los seres humanos, o
tanto en los seres humanos como en los animales, se les asigna el N° UN 2814, asi como, la
designacidn oficial de transporte: “sustancia infecciosa que afecta a los seres humanos”.

No todas las "formas" de una sustancia infecciosa son capaces de causar infeccién en los
individuos expuestos, incluso cuando el mismo agente biolégico estd presente. Por
ejemplo, la Mycobacterium tuberculosis sdlo se considera capaz de causar dafos graves a
las personas expuestas si se transporta en forma de cultivos.

e Las sustancias infecciosas que sélo pueden causar enfermedades en los animales se les
asigna el N° UN 2900 y la designacidn oficial de transporte:” sustancia infecciosa que afecta
a los animales tnicamente”.

En el caso de los materiales pertenecientes a la categoria UN 2814, si se conoce el nombre
técnico del agente biolégico peligroso presente en la sustancia infecciosa, podra incluirse
entre paréntesis después de la designacidn oficial de transporte; por ejemplo: UN 2814,
sustancia infecciosa que afecta a los seres humanos (cultivos de Mycobacterium
tuberculosis).

Si se desconoce el agente biolégico, pero se considera que corresponde a la definicion de
sustancia infecciosa de categoria A, deberd indicarse entre paréntesis la descripcién:
“sustancia infecciosa de la que se sospecha que pertenece a la categoria A”, después de
la designacidn oficial de transporte. En ultima instancia, para asignar adecuadamente la
subclasificacién precisa de una sustancia infecciosa en la categoria A, asi como la asignacién
del nimero UN y de la designacién oficial de transporte, se requiere de una opinidn
profesional sdlida. Los patdégenos nuevos o emergentes pueden no aparecer en las listas
indicativas, aunque sus caracteristicas bioldgicas sean similares a las de los patdgenos
asociados a la categoria A. Se debe realizar una evaluacién del riesgo de patdgenos para
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determinar si los agentes bioldgicos desconocidos dentro de la sustancia infecciosa son
capaces de causar dafio muy grave a los seres humanos o a los animales (o a ambos),
basandose en los antecedentes médicos, los sintomas, las condiciones locales endémicas y
la fuente u origenes de la sustancia infecciosa. Si existe alguna incertidumbre en cuanto a
si la sustancia infecciosa cumple los criterios de la categoria A, debe aplicarse un enfoque
precavido y aun asi asignarse a la categoria A.

CATEGORIA B

Las sustancias infecciosas se subclasifican en la categoria B cuando contienen agentes
bioldgicos capaces de causar infeccidn en seres humanos o animales, pero que NO cumplen
los criterios de la categoria A; es decir, las consecuencias de una infeccién no se consideran
gravemente incapacitantes o potencialmente mortales. La mayoria de los envios de
sustancias infecciosas pueden transportarse de conformidad con la categoria B:

e La designacidn oficial de transporte que corresponde al N° UN 3373 para la mayoria de
los envios de sustancias infecciosas de categoria B, es “Sustancia biolégica, de categoria
B”.

* Si las sustancias infecciosas se definen como desechos clinicos o médicos y contienen un
agente bioldgico infeccioso (o existe incluso una probabilidad minima de que lo contengan)
y que no se ajusta a los criterios de la categoria A, se les debe asignar el N° UN 3291 y una
designacién oficial de transporte que refleje su contenido o su origen (o ambos). De
acuerdo con la Reglamentacién Modelo de las Naciones Unidas, las designaciones oficiales
de transporte pueden incluir:

o Desechos clinicos, sin especificar
o Desechos biomédicos
o Desechos médicos regulados

Lo habitual es que una muestra con una alta probabilidad de contener microorganismos
patdégenos y que vaya a enviarse para el diagndstico de una enfermedad (por ejemplo,
diagndstico confirmatorio de casos sospechosos o clinicos, o muestras para diagndstico
diferencial, como muestras de sangre para la deteccién de peste porcina clasica o viruela o
muestras de garganta de pollos para el diagnéstico de la influenza aviar) se pueda asignar
a la Categoria B.3

Los envios de cultivos de agentes que no pertenecen a la categoria A pueden asignarse a la
Categoria B. Los desechos médicos o clinicos que contengan sustancias infecciosas de la
Categoria B se asignaran a ONU3291.

3 para ver ejemplos practicos, consultar el capitulo on line del Manual Terrestre de la OIE.
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MUESTRAS EXENTAS

Las muestras de animales para las cuales existe una probabilidad muy baja de que
contengan agentes patdgenos se pueden transportar clasificadas como muestras exentas.
Ejemplos: muestras de estudios de vigilancia, de controles de exportacién de animales
sanos o las de determinacion del estado inmunitario de animales o poblaciones (post-
vacunacion).

Estas muestras no estdn sujetas a la normativa relativa a las mercancias peligrosas si se
transportan en un embalaje que evite fugas y que esté debidamente identificado.

MATERIALES BIOLOGICOS NO SUJETOS A REGLAMENTACION DE MERCANCIAS
PELIGROSAS

Teniendo en cuenta el historial sanitario de los animales, los signos y las circunstancias
individuales de origen de los materiales bioldgicos y las enfermedades endémicas locales,
los siguientes materiales no estan sujetos a la reglamentacién relativa a las mercancias
peligrosas, a menos que cumplan los criterios para su inclusidén en otra clase (como la Clase
9):

* materiales biolégicos que no contienen sustancias infecciosas
* materiales biolégicos que contienen microorganismos que no son patégenos para
humanos o animales;

* materiales biolégicos en una forma tal que los agentes patégenos presentes han sido
neutralizados o inactivados de modo que ya no representan un riesgo para la salud;

* muestras ambientales (incluidas muestras de alimentos y agua) que no se considera que
planteen un riesgo significativo de infeccion;

= gotas de sangre seca recogidas al aplicar una gota de sangre sobre material absorbente.

Nota: Puede haber reglamentacion especifica en algunos paises en cuanto al envio,
exportacion o importacion de acidos nucleicos. Los siguientes listados también estan
incluidos en las sustancias infecciosas segun la reglamentacion internacional relativa al
transporte de mercancias peligrosas, sin embargo, los detalles no se tratan en este capitulo.
Para mas informacidn, véase la Reglamentacion Modelo de la ONU
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2.3. PREPARACION DE ENVIOS PARA SU TRANSPORTE

Cuando un paquete de sustancias infecciosas se transporta entre el punto de origen, las
unidades de transporte de carga, los almacenes y su destino, puede estar sujeto a desafios,
entre las que se incluyen son: el movimiento, las vibraciones, los cambios de temperatura, la
humedad vy la presion. Por lo tanto, es esencial que el embalaje/envasado utilizado para el
envio de sustancias infecciosas sea de buena calidad y lo suficientemente resistente como
para soportar los distintos problemas a los que se puede enfrentar. Por lo tanto, las sustancias
infecciosas deben estar dentro de un sistema de embalaje/envasado de tres capas, en el que
se puedan utilizar capas redundantes de embalaje/envasado y cantidades suficientes de
material absorbente para controlar las fugas o las filtraciones de la contencién.

2.3.1. EMBALAIE

Todos los materiales bioldgicos deben ser embalados y transportados de acuerdo con la
normativa local, nacional e internacional. Los procedimientos deben minimizar el riesgo de
exposicion del personal involucrado en el transporte y deben proteger el medio ambiente y
las poblaciones de animales susceptibles de posibles exposiciones. Ademas, un embalaje
ineficaz que no proteja las muestras o los conservantes (por ejemplo, hielo) del dafio o evite
fugas, probablemente retrasara la entrega del envio al laboratorio, retrasando o evitando que
se realicen andlisis de laboratorio cruciales. Los materiales bioldgicos siempre se deben
embalar y transportar de tal forma que se proteja la integridad de las muestras y se evite la
contaminacién cruzada de otras muestras y la contaminacién ambiental. Los requisitos
minimos para el transporte de muestras siguen el principio del embalaje triple, que consta de
tres capas, tal como se describe a continuacion:

® un recipiente primario;
e un envase secundario;
e un embalaje exterior;

teniendo en cuenta que el envase secundario o bien el embalaje exterior deben ser rigidos.

RECIPIENTE PRIMARIO

Un recipiente primario, a prueba de fugas para liquidos o a prueba de filtraciones para sélidos
que contengan la muestra. El(los) recipiente(s) primario(s) deben embalarse en el envase
secundario con suficiente material absorbente (por ejemplo, guata de celulosa, papel de
cocina o bolas de algoddn) para absorber todo el liquido en caso de rotura. Aunque la
normativa no prohibe el vidrio, los recipientes primarios deberian ser preferiblemente
irrompibles. Ademas, no deben contener ningln objeto cortopunzante (por ejemplo, aguja),
sobre todo cuando se usan contenedores secundarios o exteriores blandos. Si se utilizan viales
con tapdn de rosca, deberan asegurarse, por ejemplo, con cinta. No se deben usar viales de
vidrio con tapén de caucho y provistos de precinto metalico.

ENVASE SECUNDARIO

Un segundo embalaje duradero, a prueba de fugas, para encerrar y proteger el (los)
recipiente(s) primario(s) (por ejemplo, bolsa de plastico, recipiente de plastico o tapa de rosca,
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todo ello sellado). El recipiente primario o bien el envase secundario deben ser capaces de
soportar, sin fugas, una presion interna de 95 kPa (0,95 bar) en el rango de —40 °Ca + 55 °C (-
40 °F a +130 °F).

EMBALAJE EXTERIOR

El envase secundario se coloca en un embalaje exterior para envio (por ejemplo, una caja de
cartén de fibra con aislamiento resistente) hecho de un material de amortiguacién adecuado.
El embalaje exterior protege el contenido de influencias externas, como dafios fisicos, durante
el transporte.

2.3.2. EMBALAJE CATEGORIA A

Debido a la naturaleza altamente peligrosa de las muestras de la Categoria A, el embalaje debe
cumplir con requisitos especiales. El principio de embalaje triple es aplicable, y los
contenedores de transporte y el embalaje exterior deben cumplir con los criterios definidos
en la normativa correspondiente. La Categoria A solo se debe transportar en un embalaje que
cumpla con las especificaciones de clase 6.2 de las Naciones Unidas y con la Instruccién de
embalaje P620, que haya superado pruebas especificas y que cuente con la marca de
especificacion de la ONU P620. Esto asegura que se cumplan estrictos criterios de
rendimiento; las pruebas de cumplimiento de estos criterios incluyen una prueba de caida
desde una altura de 9 metros, una prueba de puncién, una prueba de presién y una prueba

de apilado. Los embalajes estardn etiquetados para proporcionar informacién sobre el
contenido del paquete, la naturaleza del peligro y los estandares de embalaje aplicados.

La identificacidn y el etiquetado son los siguientes:

e La direccion de envio (destinatario) y los datos del remitente, asi como los datos de
contacto en caso de emergencia para las 24 horas del dia, los 7 dias de la semana, que incluyan
los nombres de las personas y los numeros de teléfono para garantizar una entrega segura.

e La designacidn oficial de transporte y el nUmero ONU.

Designacién oficial de transporte Numero ONU

SUSTANCIA INFECCIOSA PARA EL SER HUMANO ONU2814

SUSTANCIA INFECCIOSA SOLO PARA LOS ANIMALES | ONU2900

e La etiqueta de Sustancia Infecciosa.

e Marca de especificacion de la ONU para embalajes P620 (impresa en
la caja).

e Etiqueta de orientacién, etiqueta para medios de transporte “solo de
carga”, si es necesaria.

Figura 2. Etiquetado riesgo bioldgico
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Para el transporte aéreo:

= el recipiente primario o bien el envase secundario deben ser capaces de soportar, sin fugas,
una presion interna de 95 kPa. El recipiente primario o bien el envase secundario también
deben ser capaces de soportar temperaturas de entre -40°C y +55°C;

= en el caso de transportar liquidos: la cantidad neta de sustancias infecciosas por cada caja
P620 no debe exceder los 50 ml para el transporte en el espacio de carga de una aeronave de
pasajeros; y no debe contener mas de 4 litros (aunque contenga multiples recipientes
primarios, el total no debera superar los 4 litros) para el transporte en una aeronave solo de
carga;

= en el caso de transportar sélidos: la cantidad neta de sustancias infecciosas por una caja
P620 no debera exceder los 50 g para el transporte en el espacio de carga de una aeronave de
pasajeros, y no deberd contener mds de 4 kg (aunque contenga multiples recipientes
primarios, el total no debera superar los 4 kg) para el transporte en una aeronave solo de
carga. Esta restricciéon en cuanto al limite de cantidad no se aplica a partes, 6rganos y canales
enteras de animales.

= ¢l principio de embalaje triple debe adoptarse en consecuencia utilizando los sistemas de
embalaje apropiados;

= el embalaje completo debe haber sido probado y cumplir con la instruccién de embalaje
P620.

Ejemplo del sistema de embalaje triple para el embalaje y etiquetado de sustancias infecciosas de la Categoria
A: UN2814 y UN2900
(por cortesia de la IATA, Montreal, Canadd.

~

)\ . Tater s
) -

Figura 3. Ejemplo triple embalaje
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2.3.3. EMBALAJE CATEGORIA B

La Categoria B debe transportarse en un embalaje que cumpla con los requisitos de la
instruccién de embalaje P650. No se requiere la aprobacién de la caja por parte del gobierno,
por lo que no se requiere la marca de especificacion de la ONU.

La marca es la siguiente:

e Los embalajes deben estar claramente etiquetados con la direccién de envio y los datos del
remitente para garantizar la entrega segura y a tiempo en el destino correcto.

e Deben incluir una etiqueta con la designacidn oficial de transporte en letras de al menos 6
mm de altura: “SUSTANCIA BIOLOGICA, CATEGORIA B”.

e Ademds de la designacién oficial de transporte, la marca que se muestra a continuacién
(ONU3373 en forma de rombo) se utiliza para envios de sustancias de la Categoria B. La marca
ONU3373 siempre debe estar visible en el embalaje exterior.

Se aplican requisitos adicionales en cuanto a la categoria A para envios internacionales y
transporte aéreo. Una de las principales diferencias entre P650 y P620 es la de la prueba de
caida, que se reduce a 1,2 metros (4 pies).

Para el transporte aéreo:

= Elrecipiente primario o bien el envase secundario deben ser capaces de soportar, sin fugas,
una presion interna de 95 kPa. El recipiente primario o bien el envase secundario también
deben ser capaces de soportar temperaturas de entre —40°Cy + 55°C;

* En el caso de transportar liquidos: ningun recipiente primario debe superar 1 litro y el
embalaje exterior no debe contener mas de 4 litros (aunque contenga multiples recipientes
primarios, el total no debera superar los 4 litros);

= En el caso de transportar sélidos: el embalaje exterior no debe contener mas de 4 kg. Esta
restriccion no se aplica a partes, érganos ni caddveres enteros de animales.

2.3.4. EMBALAJE MUESTRAS EXENTAS

Los materiales biolégicos para los cuales existe una probabilidad muy baja de que contengan
agentes patdgenos no estan sujetos a regulacidn si la muestra se transporta en un envase que
evite toda posible fuga y que esté identificado con la frase “muestras de origen animal
exentas”, segun corresponda. El sistema de embalaje triple si debe aplicarse.

2.3.5. TRANSPORTE CON CADENA DE FRIO

Si para estabilizar las muestras durante el transporte se usan refrigerantes (hielo, bolsas de
hielo o hielo seco), seran colocados fuera del recipiente secundario.

El hielo mojado debe colocarse en un recipiente a prueba de fugas; el embalaje exterior o el
sobreembalaje también deberan ser a prueba de fugas.

El hielo seco (diéxido de carbono sdlido) no debe colocarse dentro del recipiente primario o
secundario debido al riesgo de explosidn. Se puede usar un embalaje aislante especialmente
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disefiado para contener hielo seco, generalmente una caja de poliestireno o cartén tratado
con cera para evitar fugas y mantener la temperatura. El embalaje debe permitir la liberacién
de gas didxido de carbono si se usa hielo seco y el paquete (el embalaje exterior o el
sobreembalaje) debe estar identificado como “ONU 1845” y “Diéxido de carbono sélido como
refrigerante” o “Hielo seco como refrigerante”, y el peso del hielo seco en kilogramos también
debe indicarse en el etiquetado. El paquete también debe llevar una etiqueta que indique
Clase 9 — sustancias y materiales peligrosos diversos. El recipiente secundario debe estar
asegurado dentro del embalaje exterior para mantener la orientacidn original de los paquetes
interiores una vez el refrigerante se haya derretido o disipado.

Si se utiliza nitrégeno liquido como refrigerante, se deben cumplir mas requisitos de acuerdo
con las reglamentaciones pertinentes para mercancias peligrosas (Divisidn 2.2, ONU 1977).

3. LEGISLACION APLICABLE.
3.1. NIVEL INTERNACIONAL

La Reglamentacidon Modelo de las Naciones Unidas proporciona un conjunto de disposiciones
minimas a seguir para transportar de forma segura cualquier mercancia peligrosa, incluidas
las sustancias infecciosas. El objetivo de utilizar este conjunto de disposiciones como base para
las diversas reglamentaciones nacionales e internacionales es lograr la conformidad y
armonizacién de todas ellas. Sin embargo, la Reglamentacion Modelo de las Naciones Unidas
ofrece cierto grado de flexibilidad, de modo que las reglamentaciones bdsicas puedan
adaptarse a las necesidades locales y a los requisitos especiales para abordar los desafios en
el transporte. Los gobiernos o las organizaciones internacionales pueden aplicar versiones
adaptadas en calidad de reglamentaciones obligatorias o juridicamente vinculantes para el
transporte de mercancias peligrosas. La aplicacidn y el cumplimiento subsiguientes de las
reglamentaciones aprobadas pueden ser supervisadas por drganos independientes o
autoridades nacionales, segun lo designe el érgano rector pertinente.

Aunque la Reglamentacion Modelo de las Naciones Unidas es lo suficientemente general
como para abarcar todos los modos de transporte, se aplica con mayor frecuencia en el
derecho internacional mediante acuerdos modales internacionales, los cuales adaptan y
publican directrices o reglamentaciones especializadas segin el modo de transporte
especifico. Algunos de los acuerdos modales mas comunes para el transporte de mercancias
peligrosas se describen a continuacion:

TRANSPORTE AEREO:

Las instrucciones técnicas para el transporte seguro de mercancias peligrosas por via aérea
(en lo sucesivo denominadas "Instrucciones técnicas de la ICAO*") son un conjunto de
instrucciones detalladas que se consideran necesarias para la seguridad del transporte
internacional de mercancias peligrosas por via aérea. Estas reglamentaciones internacionales
juridicamente vinculantes son publicadas por la ICAO y se aplican a todos los vuelos

4 siendo la ICAO, por sus siglas en inglés, la Organizacidn de Aviacién Civil Internacional
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internacionales. Dichas reglamentaciones se revisan y actualizan periddicamente con base en
los comentarios recibidos de los estados y de las organizaciones internacionales interesadas,
incluida la OMS, o de acuerdo a las recomendaciones del UNCETDG o del Organismo
Internacional de Energia Atémica (IAEA, por sus siglas en inglés). La Asociacién Internacional
de Transporte Aéreo (IATA, por sus siglas en inglés) también publica Reglamentaciones
relativas a Mercancias Peligrosas (DGR®) que comprenden las disposiciones de la ICAO, y
pueden incluir otras restricciones derivadas de consideraciones operacionales. Las DGR
también contienen variaciones de estado y de operador/transportista. Las DGR de la IATA son
aplicables a sus miembros y a algunas otras aerolineas, asi como a todos los expedidores y
agentes que ofrecen envios de mercancias peligrosas a estos operadores. Para los vuelos
nacionales (es decir, los vuelos dentro de un pais), las autoridades nacionales de aviacidn civil
pueden aplicar la legislacidon nacional. La cual, normalmente se basa en las disposiciones de la
ICAO, pero puede contener variaciones. Las variaciones de estado y de operador se publican
tanto en las instrucciones técnicas de la ICAO como en las DGR de la IATA.

TRANSPORTE POR FERROCARRIL:

El transporte internacional de mercancias peligrosas por ferrocarril (RID) es un conjunto de
reglamentaciones creadas por la Organizacién Intergubernamental para el Transporte
Internacional por Ferrocarril (OTIF). Estas reglamentaciones se aplican a los paises de Europa,
Oriente Medio y Africa del Norte, y al transporte nacional en la Unién Europea a través de la
Directiva 2008/68/EC del Consejo.

TRANSPORTE POR CARRETERA:

El acuerdo europeo relativo al transporte internacional de mercancias peligrosas por carretera
(ADR) se aplica a 49 paises. Ademas, los paises de América del Sur y Asia sudoriental estan
utilizando versiones modificadas de dicho acuerdo. El ADR también se aplica al transporte
nacional en la Unién Europea a través de la Directiva 2008/68/EC del Consejo.

TRANSPORTE MARITIMO

El Cédigo Internacional de Mercancias Peligrosas Maritimas es publicado por la Organizacion
Maritima Internacional (IMO, por sus siglas en inglés). Se aplica obligatoriamente a todas las
partes firmantes del Convenio Internacional para la Seguridad de la Vida Humana en el Mar
(SOLAS, por sus siglas en inglés).

CORREO POSTAL

El Manual de cartas postales, publicado por la Unién Postal Universal (UPU), refleja la
Reglamentacién Modelo de las Naciones Unidas utilizando las instrucciones técnicas de la
ICAO como base para los envios. Algunas sustancias infecciosas consideradas de alto riesgo
(conocidas como 9 "sustancias infecciosas de categoria A") no serdn aceptadas en envios a
través de los servicios postales. Algunas sustancias infecciosas de categorias de menor riesgo
(por ejemplo, las "sustancias infecciosas de categoria B" y las “muestras de humanos o

> DGR= Dangerous Goods Regulations
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animales exentas") pueden enviarse por correo aéreo certificado. También pueden estar
vigentes restricciones locales e internacionales. Por lo tanto, es preciso ponerse en contacto
previamente con los operadores publicos nacionales del correo certificado para determinar si
el servicio postal en cuestidn, aceptard el material envasado.

3.2. ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

El transporte de OMG tiene asignada una regulacidn internacional especifica que debe
coordinarse con la normativa internacional mencionada en el apartado anterior. El “Protocolo
de Cartagena®” es un instrumento internacional encargado de regular el movimiento
transfronterizo de los OMGs producto de la biotecnologia, estableciendo normas que
promueven una transferencia, manipulacién y uso seguro de los OMGs.

Este convenio fue adoptado en Montreal en el 2000 por la mayoria de paises. Sus principales
requisitos fueron recogidos en el Rglto (CE) 1946/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 15 de julio de 2003, relativo al movimiento transfronterizo de organismos modificados
genéticamente.

3.3. NIVEL NACIONAL

Muchos paises adoptan la Reglamentacion Modelo de las Naciones Unidas en su totalidad,
como su legislacién nacional sobre las mercancias peligrosas, mientras que otros paises
aplican variaciones adaptadas a las condiciones y requisitos locales. Las autoridades
nacionales deben poder proporcionar detalles de sus propios requisitos nacionales a los
usuarios interesados. En los casos en que no existan reglamentaciones nacionales, deberdn
respetarse los acuerdos internacionales relativos a los modos de transporte descritos
anteriormente. En caso de que se apliquen varias reglamentaciones a un mismo envio de
sustancias infecciosas, deberan aplicarse las mas estrictas. El ADR regula el embalaje,
documentacién y demas aspectos del transporte por carretera de las mercancias peligrosas,
incluyendo la carga, descarga y almacenamiento de las mismas, sea el transporte internacional
0 no.

Junto al Acuerdo, la legislacién nacional estd muy influida por la europea (siendo algunas de
ellas fruto de transposiciones):

e Ley 16/1987 de 30 de julio, de ordenacion de los transportes terrestres (LOTT).

Real Decreto 1211/1990 de 28 de septiembre, por el que se aprueba el Reglamento de
la Ley de Ordenacion de los Transportes Terrestres.

Real Decreto 97/2014 de 14 de febrero, por el que se regulan las operaciones de
transporte de mercancias peligrosas por carretera en territorio espafiol.

Real Decreto 1566/1999 de 8 de octubre, sobre los consejeros de seguridad para el
transporte de mercancias peligrosas por carretera, por ferrocarril o por via navegable.

6 Su nombre completo es “Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio
sobre la Diversidad Bioldgica”
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http://boe.es/buscar/pdf/1987/BOE-A-1987-17803-consolidado.pdf
https://www.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE-A-1990-24442
https://www.boe.es/boe/dias/2014/02/27/pdfs/BOE-A-2014-2110.pdf
https://www.boe.es/boe/dias/1999/10/20/pdfs/A36830-36833.pdf

Destacar el Real Decreto 65/2006, de 30 de enero, por el que se establecen requisitos para
la importacion y exportacion de muestras bioldgicas, que establece los requisitos para la
importacion y exportacion de muestras bioldgicas para el diagndstico o la investigacion en
seres humanos y crea un registro voluntario de importadores y exportadores de este tipo de
muestras. Resulta conveniente resaltar dentro de la norma:

e Establece que cuando se realice el transporte de muestras bioldgicas, se hara de acuerdo a
las recomendaciones de la OMS.

e Facilita una serie de puntos habilitados dentro del territorio nacional para realizar la
entrada y salida de muestras (especificados en su Anexo 1).

¢ Fija los requisitos para obtener el permiso de importacion/exportacion de muestras.

e Crea un registro voluntario de importadores y exportadores de muestras bioldgicas
(incluyendo los requisitos de inscripcion y la validez de la misma).
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 11

BIOCONTENCION, BIOSEGURIDAD Y BIOPROTECCION EN UN
LABORATORIO DE CONTROL DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS.
GESTION DEL RIESGO BIOLOGICO. REQUISITOS PARA EL TRABAJO CON
AGENTES BIOLOGICOS DE ACUERDO A SU CLASIFICACION POR «GRUPO

DE RIESGO».
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1. INTRODUCCION

Los laboratorios veterinarios deben hacerse responsables de varios aspectos al margen de la
prestacion de los servicios basicos de diagndstico. Estos aspectos son la salud y seguridad; la
bioseguridad, biocontencién y bioproteccidn; el bienestar animal y la ética en el trato con los
animales; la contaminacién medioambiental; las manipulaciones genéticas y la garantia de
calidad. Es fundamental que se establezcan procesos para gestionar e informar de estos
aspectos y que cada miembro del personal se haga cargo de sus responsabilidades, que se
habran delegado formalmente.

De todos estos aspectos, este tema trata los relacionados con la bioseguridad, bioproteccién
y biocontencién.

2. BIOCONTENCION, BIOSEGURIDAD Y BIOPROTECCION EN UN LABORATORIO DE CONTROL
DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

El aumento en las ultimas décadas de la aparicion de enfermedades emergentes y
reemergentes, muchas de ellas zoondsicas, causadas tanto por bacterias como por virus
(coronavirus del SARS, influenza aviar de alta patogenicidad, virus de la gripe A (HIN1) y la
preocupacion que esta situacién crea, ha contribuido a la puesta en marcha de nuevas
instalaciones y laboratorios que aplican los conceptos de bioseguridad y biocontencién.

2.1. BIOCONTENCION

Segun la norma UNE 171400-1:2019 de Disefio de instalaciones de nivel 3 de contencién
bioldgica, la biocontencion es el conjunto de medidas estructurales asociadas al disefio y
construccidn, a la ingenieria y al equipamiento, destinadas a reducir o prevenir la dispersiéon
de agentes bioldgicos viables en el interior y hacia el exterior de la instalacion que albergue o
donde se manipulen agentes bioldgicos de riesgo para humanos, animales o plantas.

El objetivo de la contencidén es reducir o eliminar la exposicién de quienes trabajan en
laboratorios u otras personas y del medio ambiente externo, a agentes potencialmente
peligrosos.

Dentro del término de biocontencién debemos hablar del concepto de barrera de contencidn
biolégica, como los limites fisicos que complementados con las practicas operacionales
limitan la dispersién del patégeno y la posibilidad de que éste infecte a los operarios o sea
liberado al medio ambiente. Las barreras de contencion biolégica se pueden dividir en:

e Barreras de contencion primaria, que hace referencia a la proteccion del personal y del
medio ambiente inmediato del laboratorio frente a la exposicion a agentes infecciosos, y
se consigue tanto mediante buenas practicas y técnicas de laboratorio como a través del
uso de equipos de seguridad adecuados. Este tipo de barrera primaria es considerada como
la primera frontera que se interpone entre el patégeno y el operador que lo maneja
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Barreras de contencidn secundaria, que son aquellas barreras complementarias a las
barreras de contencidn primarias que impiden el escape de material bioldgico entre zonas
de diferente riesgo biolégico, dentro y fuera de la instalacidn y que estan definidas por las
caracteristicas de disefio constructivo y de las instalaciones de contencidn (sistema de
tratamiento de aire, inactivacion de efluentes, airlocks, etc.).

Barreras de contencidn terciaria estan relacionadas con las medidas preventivas
instauradas para evitar el posible contacto entre los agentes bioldgicos y las especies
animales susceptibles localizadas fuera de las instalaciones de contencién (por ejemplo, el
cercado del reciento o instaurar medidas de cuarentena al personal que visite o trabaje en
un instalacién de estas caracteristicas, de forma que se comprometa a no visitar ninguna
explotacién ganadera en un periodo de tiempo estimado) garantizando la custodia de los
agentes manejados o almacenados dentro de la instalacién de contencion.

Tipo d.e' Objetivo Medidas
contencion
Normas de trabajo seguro
EPIs
Equipos de proteccion colectiva
Gestidn general de la prevencion y la proteccion
Disefio de las instalaciones
Y sistemas asociados
Parametro de seguridad
Seguridad fisica y sistemas de control de acceso.
Inventario de material bioldgico.
Custodia de datos criticos

Prevenir la exposicion

Primaria
del personal

Prevenir el escape del

Secundaria .
material bioldgico

Terciaria Biocustodia

2.2. BIOSEGURIDAD

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) la bioseguridad del laboratorio es el
conjunto de principios y prdcticas destinados a prevenir el escape no intencionado o la

exposicion accidental a agentes o toxinas bioldgicos.

Esta relacionada con el establecimiento y ejecucion de procedimientos para minimizar el
riesgo (el riesgo cero es inalcanzable) en el uso, manipulacién y propagacion de
microorganismos patogenos, y esta asociado a las actividades internas del laboratorio.

Dentro de la definicién de bioseguridad, el concepto de Nivel de Bioseguridad (Biosafety
Level, BSL) de unainstalacién. Hace mencidn a las condiciones bajo las cuales una determinada
actividad con un agente bioldgico puede realizarse de forma segura.

Las designaciones del nivel de bioseguridad se basan en una combinacién de las caracteristicas
de disefio, construccién, medios de contencién, equipo, practicas y procedimientos de
operacion necesarios para trabajar con agentes patdgenos de los distintos grupos de riesgo
(como veremos posteriormente los microorganismos los podemos clasificar en 4 grupos de
riesgo).

Aunqgue anteriormente los niveles de biosequridad estaban asociadas a los grupos de riesgo de
los agentes bioldgicos conforme a la normativa existente hasta la fecha, actualmente La
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asignacion de una actividad con un agente biolégico a un nivel de biosequridad, debe basarse
siempre en una evaluacion completa y rigurosa del riesgo.

Los niveles de bioseguridad son los siguientes:

e Nivel de Bioseguridad 1

Son adecuados para la educacién o capacitaciéon secundaria o universitaria, y para aquellas
instalaciones en las que se trabaja con cepas definidas y caracterizadas de microorganismos
viables que no se conocen como generadores de enfermedad sistémica en humanos adultos
sanos.

e Nivel de Bioseguridad 2

Son aplicables a laboratorios educativos, de diagndstico, clinicos u otros laboratorios donde
se trabaja con un amplio espectro de agentes de riesgo moderado que se encuentran
presentes en la comunidad y que estan asociados con enfermedad humana de variada
gravedad.

e Nivel de Bioseguridad 3

Pueden aplicarse a instalaciones clinicas, de produccién, investigacion, educacion o
diagndstico, donde se trabaja con agentes exéticos o indigenas normalmente con potencial

de transmisién respiratoria, y que pueden provocar una infeccidn grave y potencialmente
letal.

Al manipular agentes en el Nivel de Bioseguridad 3 se pone mayor énfasis en las barreras
primarias y secundarias para proteger al personal en areas contiguas, a la comunidad y al
medio ambiente, de la exposicién a aerosoles potencialmente infecciosos.

e Nivel de Bioseguridad 4

Son aplicables al trabajo con agentes peligrosos o tdxicos que representan un alto riesgo
individual de enfermedades que ponen en peligro la vida, que pueden transmitirse a través de
aerosoles y para las cuales no existen vacunas o terapias disponibles.

En los Niveles de Bioseguridad 4 el aislamiento completo del personal de laboratorio de los
materiales infecciosos en aerosol se logra principalmente trabajando en un CSB Clase Ill o en
sistemas de respiracion autdnoma con presion positiva que reduce el riesgo de exposicion
directa del operario al ambiente donde trabaja.

Es importante remarcar que no hay una equivalencia exacta entre los grupos de riesgo en los
gue se clasifican los microorganismos y los niveles de bioseguridad. El grupo de riesgo clasifica
un patogeno dentro de una escala humana (el dafio que puede infligir al ser humano o a sus
intereses: ganaderia, agricultura), mientras la bioseguridad hace referencia a las practicas y
procedimientos operativos, pero también al disefo, construcciéon y equipamiento de la
instalacidn.
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2.3. BIOPROTECCION

Segun la OIE, la bioproteccidon o biocustodia del laboratorio es el control fisico de los agentes
o toxinas bioldgicos dentro del laboratorio, que tiene por objeto prevenir su pérdida, robo,
uso indebido, acceso no autorizado o liberacidn intencionada no autorizada.

La bioproteccidn o biocustodia atafe a las medidas fisicas y administrativas encaminadas a
asegurar el control del material bioldgico y de la informacién, que podrian poner en peligro la
salud publica o provocar pérdidas econdmicas cuantiosas como resultado de una liberacion
intencionada, robo, etc.

3. GESTION DEL RIESGO BIOLOGICO

El analisis del riesgo bioldgico que debe de realizarse de forma previa a toda actividad con
agentes bioldgicos en un laboratorio incluye: la deteccién de peligros biolégicos, una
evaluacion del laboratorio seguida de la gestién de los riesgos bioldgicos relacionados, y una
comunicacion del riesgo bioldgico.

En el caso de los laboratorios veterinarios, los analisis del riesgo bioldgico se centran en
determinar la posibilidad de exposiciones de los animales, las personas y el medio ambiente,
a agentes y toxinas bioldgicos procedentes del laboratorio.

Brevemente indicaremos las funciones clave del analisis del riesgo bioldgico:

1. Deteccidén del peligro biolégico (es decir, équé puede ir mal?). El primer paso del proceso
de andlisis del riesgo es determinar y documentar los posibles peligros biolégicos del
laboratorio. Un peligro biolégico puede ser cualquier agente o toxina, o cualquier
procedimiento del laboratorio o de las instalaciones de los animales que pueda causar dafios
0 perjuicios.

2. Evaluacidn del riesgo bioldgico (es decir, i qué probabilidad hay de que el episodio peligroso
tenga lugar y qué gravedad tendrian sus consecuencias?). Al detectar un peligro, el siguiente
paso en el proceso de evaluacion del riesgo bioldgico es determinar la probabilidad de efectos
o dafos relacionados con dicho peligro, y sus consecuencias.

3. Gestidn del riesgo (es decir, écomo pueden esos riesgos prevenirse o minimizarse hasta
niveles aceptables?). Al ser uno de los puntos especificos a tratar en este tema, nos
centraremos mas detenidamente posteriormente.

4. Comunicacién del riesgo (es decir, ¢icdmo se ha detectado, caracterizado y controlado el
riesgo?). Las comunicaciones del riesgo estan pensadas para informar a las partes interesadas
acerca de las practicas y decisiones técnicas que se utilicen para manipular los peligros
bioldgicos y para responder a incidentes que puedan surgir debido a la liberacién de estos
peligros biolégicos o a la exposicidn a los mismos.
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5. Verificacién _con mejora continua (es decir, éexisten medidas de bioseguridad y
bioprotecciéon del laboratorio efectivas para el control del riesgo biolégico y pueden
mejorarse?).

A continuacidn, nos centraremos en tratar la gestion del riesgo:

Como ya hemos comentado anteriormente, la gestion del riesgo trata de prevenir o minimizar
los posibles riesgos bioldgicos hasta niveles aceptables.

Cuando la evaluacion del riesgo bioldgico halle riesgos bioldgicos inaceptables, el laboratorio
se hard responsable de no manipular ni guardar el agente en cuestién en sus instalaciones
(eliminacién del peligro), de utilizar procedimientos técnicos alternativos (sustitucion) o de
determinar, implementar y mantener unas medidas de bioseguridad y de bioproteccién del
laboratorio adecuadas.

En ausencia de eliminacion o sustitucion como posible estrategia de control del riesgo, se
emplea una estrategia que incluya controles administrativos, operativos y de ingenieria, asi
como el uso de equipos de proteccién individual (EPI) para prevenir exposiciones y escapes
accidentales o liberaciones intencionadas. Las estrategias de control se complementan entre
ellas y se utilizan de manera combinada para lograr reducir el riesgo hasta los niveles
deseados. En ultimo término, un programa mas basico de bioseguridad y bioproteccidon
requerird la implementacion, a distintos niveles, de todas las estrategias de control:

e Controles administrativos: personal cualificado y apropiado; formacién y verificacién de la
competencia del personal en la manipulacidn inocua y segura de agentes y toxinas bioldgicos,
en los procedimientos técnicos aplicables y en el uso de EPIs y del equipo; programas de salud
y seguridad; atencién sanitaria profilactica, incluida la vacunacidn; planes de respuesta a
emergencias y de contingencia; programas de investigacion de incidentes y de accidentes;
inventariado de los agentes y toxinas biolégicos de cada momento e inventariado de los
requisitos de gestién, como accesos, almacenamiento, transferencias, destrucciones y
auditorias; normas de gestion de residuos; y normas de proteccién, como la proteccién de las
instalaciones y del acceso de visitantes, la proteccidén del personal y del acceso a agentes y
toxinas bioldgicos, y la proteccidn de la informacion.

e Controles operativos: Procedimientos Normalizados de Trabajo para todos los procesos del
laboratorio relativos a la bioproteccion, incluyéndose las Buenas Practicas de Microbiologia
(BPM) en todos ellos; practicas de desinfeccion y descontaminacién; procedimientos de
transporte; seguridad general del laboratorio; practicas de manipulaciéon y almacenamiento
de muestras y reactivos; practicas de gestion de residuos, como la desinfeccién y la
inactivacion; ejercicios de simulacro de emergencia; y protocolos de comunicacion de
accidentes/incidentes, asi como de la respuesta a los mismos, y de su revision.

e Controles de ingenieria: las caracteristicas fisicas de la instalacion, como el sistema de
ventilacidn y el flujo de aire, las paredes y las protecciones con efecto barrera, y la separacion
de actividades incompatibles; el equipo y su mantenimiento, calibracién y certificacion; y la
proteccion fisica, como las restricciones al acceso, el vallado del perimetro, el cierre con llave
de instalaciones y equipos, accesos restringidos mediante tarjetas de identificacién o
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mediante parametros biométricos (iris o huella dactilar). El laboratorio debe disponer de
medidas para garantizar que todos los cambios que tengan lugar en las instalaciones y que
estén relacionados con el disefio, el funcionamiento o el mantenimiento se documenten, y
que dicha documentaciéon se utilice para actualizar las evaluaciones previas del riesgo
biolégico que puedan resultar afectadas por dichos cambios. Los controles de ingenieria
incluyen los principios de contencién citados en el punto 2.1 (barreras primarias, secundarias
y terciarias).

e Equipos de Proteccidn Individual: proteccidn del cuerpo (es decir, ropa), proteccion de las
manos (guantes), proteccidn ocular y proteccion respiratoria.

En el caso particular de los Laboratorios de Diagndstico en Sanidad Animal, pueden
implementar su sistema de gestion del riesgo bioldgico (siguiendo la denominada Estructura
de Alto Nivel de ISO) de manera similar a otros sistemas de gestidon que tengan incorporados
(sistemas de gestion de la calidad, sistemas de gestion medioambiental o sistemas de gestiéon
de Prevencién de Riesgos Laborales) o de manera agrupada en un Unico Sistema Integrado de
Gestion (SIG).

El sistema de gestion del riesgo bioldgico, que sigue esta estructura, estd basado en la norma
ISO 35001:2019. “Gestion del riesgo biolégico en laboratorios y otras organizaciones
relacionadas”. Esta norma:

e establece los principios de gestidn del riesgo biolégico que permiten a los laboratorios y a
las instalaciones relacionadas lograr sus objetivos de bioseguridad y bioproteccion;

e define los componentes esenciales de un marco de referencia del sistema de gestion del
riesgo bioldgico para integrarlos en la gobernanza, la estrategia, la planificacidn, la gestidn, los
procesos de informacidn, las politicas, los valores y la cultura de laboratorios u otras
organizaciones relacionadas;

e describe un proceso integral de gestidon del riesgo biolégico que mitiga los riesgos
bioldgicos (riesgos de bioseguridad y bioproteccién); y

e proporciona orientaciéon sobre la implementacién y el uso de la norma, cuando sea
apropiado.

El sistema de gestion del riesgo bioldgico se basa en un enfoque de sistema de gestidn, que
permite a una organizacion identificar, evaluar, controlar y valorar de manera efectiva los
riesgos de bioseguridad y de bioproteccidn inherentes a sus actividades.

4. REQUISITOS PARA EL TRABAJO CON AGENTES BIOLOGICOS DE ACUERDO A SU
CLASIFICACION POR GRUPO DE RIESGO.

La Organizacién Mundial para la Salud (OMS) clasifica los microorganismos infecciosos en
cuatro grupos en funcién del riesgo intrinseco que suponen. Las siguientes definiciones han
sido establecidas para su utilizacion en trabajo de laboratorio:
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e Grupo de riesgo 1: Presentan riesgo individual y poblacional escaso o nulo. Son aquellos
microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en el ser
humano o los animales.

e Grupo de riesgo 2: El riesgo individual es moderado y el riesgo poblacional bajo. Son
agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales pero que tienen
pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal de laboratorio, la poblacién,
el ganado o el medio ambiente. La exposicidn en el laboratorio puede provocar una infeccién
grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacion es
limitado.

e Grupo de riesgo 3: El riesgo individual es elevado y el riesgo poblacional bajo. Son agentes
patdégenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales graves, pero que de
ordinario no se propagan de un individuo a otro. Existen medidas preventivas y terapéuticas
eficaces.

e Grupo de riesgo 4: El riesgo individual y poblacional son elevados. Son agentes patégenos
que suelen provocar enfermedades graves en el ser humano o los animales y que se
transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o indirectamente. Normalmente no
existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces.

Esta clasificacidon de los agentes en 4 grupos de riesgo, queda recogida también en el Real
Decreto 664/1997, de 12 de Mayo, sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo.

Segun el RD 664/1997, las actividades que supongan la manipulacidén de un agente bioldgico
se ejecutaran:

e Unicamente en zonas de trabajo que correspondan por lo menos al nivel 2 de contencién,
para un agente bioldgico del grupo 2.

¢ Unicamente en zonas de trabajo que correspondan por lo menos al nivel 3 de contencidn,
para un agente biolégico, del grupo 3.

e Unicamente en zonas de trabajo que correspondan por lo menos al nivel 4 de contencién,
para un agente bioldgico del grupo 4.

Atendiendo al Anexo IV del RD 664/1997, en funcion del resultado de la evaluacidn de riesgos,
se deberan tomar las siguientes medidas de contencién para cada nivel de contencién o de
bioseguridad establecido?:

1 Orden TES/1180/2020, de 4 de diciembre, por la que se adapta en funcién del progreso técnico el Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccién de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicidn a agentes biolégicos durante el trabajo aclara el término “Aconsejable” que significa que, en principio, las

medidas deben aplicarse, excepto si los resultados de la evaluacion de riesgo indiquen lo contrario.
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A. Medidas de Contencion

B. Niveles de Contencion

2

3

Lugar de Trabajo

1. El lugar de trabajo se encontrara
separado de toda actividad que se
desarrolle en el mismo edificio

No

Aconsejable

2. El lugar de trabajo debera poder
precintarse para permitir su desinfeccidn

No

Aconsejable

Instalaciones

3. El material infectado, animales
incluidos, debera manejarse en una
cabina de seguridad bioldgica o en un
aislador u otra contencion apropiada

Cuando
proceda

Si, cuando la
infeccion se
propague
por el aire

Equipos

4. El aire introducido y extraido del lugar
de trabajo se filtrara mediante la
utilizacién de filtros absolutos HEPA (1) o
similares

No

Si, para la salida de
aire

Si, para la entraday la
salida de aire

5. El lugar de trabajo se mantendra con
una presion negativa respecto a la
presidn atmosférica

Aconsejable

6. Superficies impermeables al agua y de
facil limpieza

Si, para el
banco
de pruebas o
mesa de
trabajo
y el suelo

Si, para el banco de

pruebas o mesa de

trabajo, el sueloy

otras superficies
determinadas
mediante una
evaluacién de
riesgo

Si, para el banco de
pruebas o mesa de
trabajo, las paredes, el
suelo y los techos

7. Superficies resistentes a acidos, alcalis,
disolventes, desinfectantes

Aconsejable

Si

Normas de Tr.

8. Solamente se permitird el acceso al
personal designado

Aconsejable

Si, mediante esclusa

(2)

9. Control eficaz de los vectores (por
ejemplo, roedores e insectos)

Aconsejable

Si

10. Procedimientos de desinfeccidn
Especificados

11. Almacenamiento de seguridad para
agentes bioldgicos

Si

Si

Si, almacenamiento
seguro

12. El personal debera ducharse antes de
abandonar la zona de contencion

No

Aconsejable

Aconsejable

Residuos

13. Proceso de inactivacién validado para
la eliminacidn segura de las canales de
animales

Aconsejable

Si, dentro o fuera
de
las instalaciones

Si, en las instalaciones

Otras medi

das

14. Laboratorio con equipo propio

No

Aconsejable

15. Se instalara una ventanilla de

observacioén, o un dispositivo alternativo,
que permita ver a sus ocupantes

Aconsejable

Aconsejable

(1) Filtro HEPA (High efficiency particulate air): Filtro para particulas en aire de alta eficacia.

(2) Esclusa: La entrada debe efectuarse a través de una esclusa, una cdmara aislada del laboratorio. El lado limpio de la esclusa ha
de estar separado del lado restringido mediante unas instalaciones con vestuarios o duchas y preferiblemente con puertas
enclavadas entre si.

En el cuadro, “Aconsejable” significa que, en principio, las medidas deben aplicarse, excepto si los resultados de la evaluacion de
riesgos indique lo contrario.
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A continuacién, detallaremos a grandes rasgos, teniendo en cuenta lo establecido en la Guia
Técnica para la evaluacién y la prevencién de los riesgos relacionados con la exposicion a
agentes bioldgicos, los requerimientos de los laboratorios en funcién de su nivel de
contencién:

4.1. LABORATORIOS DE NIVEL DE CONTENCION 1 (NC1)

El trabajo que se lleva a cabo en él no supone riesgo significativo de enfermedad para un
trabajador sano. No obstante, las recomendaciones serian:

4.1.1. Practicas de laboratorio

e El acceso al laboratorio estara limitado, a juicio del responsable del mismo, cuando los
experimentos se hallen en marcha.

e Lassuperficies donde se trabaja deberian ser descontaminadas una vez al dia y después del
derramamiento de cualquier material infeccioso.

e Estd prohibido pipetear con la boca.
¢ No esta permitido comer, beber, fumar o maquillarse en el laboratorio.

e La comida se almacenara en armarios o refrigeradores destinados a tal fin y situados fuera
de la zona de trabajo.

e Antes de dejar el laboratorio, el personal que haya manejado materiales o animales
contaminados debe lavarse las manos.

e Cualquier técnica o manipulacion debe ser efectuada de manera que minimice la creacidn
de aerosoles.

e Se recomienda el empleo de batas u otro tipo de equipamiento que prevenga la
contaminacién de la ropa de calle.

4.1.2. Practicas especiales

e Los materiales contaminados se iran depositando en contenedores apropiados, que se
podran cerrar para su traslado.

e Deberia existir un programa de desinsectacion y desratizacion.

4.1.3. Equipo de seguridad

e Normalmente no es necesario.
4.1.4. Instalaciones

e Ellaboratorio estara disefiado de manera que su limpieza resulte comoda y accesible.
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e Las mesas seran impermeables y resistentes a acidos, dlcalis, disolventes organicos y al
calor moderado.

e El mobiliario serd robusto. Entre mesas, estanterias, armarios, cabinas y otros equipos
debera existir espacio suficiente para permitir la facil limpieza del laboratorio.

e Ellaboratorio estard provisto de un lavabo donde lavarse las manos.

e Si el laboratorio dispusiera de ventanas que se pudieran abrir, éstas deberian llevar
proteccion frente a la entrada de insectos.

4.2. LABORATORIOS DE NIVEL DE CONTENCION 2

Incluyen las practicas e instalaciones establecidas para los laboratorios de contencién
bioldgica de tipo 1 mas las especificas para los laboratorios de contencidn bioldgica de tipo 2.

4.2.1. Practicas de laboratorio

e El responsable de seguridad e higiene podra limitar o restringir el acceso al laboratorio
cuando el trabajo esté en marcha.

e Todos los residuos, tanto liquidos como sdlidos, deberian descontaminarse antes de su
eliminacion.

4.2.2. Practicas especiales

e Los materiales contaminados que han de ser descontaminados fuera del laboratorio se iran
depositando en contenedores apropiados que podran cerrarse para ser trasladados desde el
laboratorio.

e El responsable de seguridad e higiene limitara el acceso al mismo. De esta manera,
personas con riesgo de adquirir infecciones o para las que una infeccion pueda resultar
especialmente peligrosa no tendran permitida la entrada al laboratorio.

e Cuando los agentes infecciosos que se manejen requieran el empleo de medidas de
seguridad adicionales (por ejemplo, estar vacunado), en la puerta de acceso al laboratorio
debera colocarse un cartel que lo indique claramente, junto con el simbolo de “peligro o riesgo
bioldgico”.

e Se llevaran a cabo programas de desinsectacién y desratizacidn de la instalacién.

e Siempre que se esté en el laboratorio, el personal llevarad una bata o proteccién similar.

e Cuando se abandone el laboratorio para acceder a otras dependencias (cafeteria,
biblioteca,...), esta bata debera dejarse siempre en el laboratorio.

e En el lugar de trabajo no se permitird la presencia de animales no relacionados con el
trabajo en marcha.
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e Se prestara especial atencion para evitar la contaminacion a través de la piel, por lo que se
deberan de llevar guantes cuando se manipule material infeccioso.

e Todos los residuos del laboratorio deben ser descontaminados adecuadamente antes de
su eliminacion.

e Las agujas hipodérmicas y jeringuillas que se empleen para la inoculaciéon parenteral o
extraccién de fluidos de los animales o de contenedores iran provistas de diafragma.

e Serd necesario prestar especial atencion a la autoinoculacién y a la creacién de aerosoles.
Las agujas y jeringuillas se desecharan en contenedores destinados a tal fin, que se
descontaminardn en autoclave antes de su eliminacion.

e Los derramamientos y otros accidentes que tengan como consecuencia la sobreexposicion
del personal a materiales infectados deberdn ser comunicados al responsable de seguridad e
higiene.

4.2.3. Equipos de seguridad

e Cabinas de seguridad de clase | o Il u otros sistemas de proteccion fisica del personal, que
se empleardn cuando se lleven a cabo técnicas con un alto riesgo de formacién de aerosoles
o se utilicen grandes volumenes o altas concentraciones de agentes infecciosos.

4.2.4. Instalaciones

e Se dispondra de un autoclave para descontaminar los residuos que genere el laboratorio.

e Es aconsejable la instalaciéon de una ventanilla de observacion o un dispositivo alternativo
(por ejemplo, cdmaras) en la zona de trabajo, de manera que puedan verse sus ocupantes, asi
como poner de manifiesto los accidentes e incidentes que puedan producirse.

4.3. LABORATORIOS DE NIVEL DE CONTENCION 3

Incluyen las practicas e instalaciones establecidas para los laboratorios de contencién
bioldgica de tipo 2 mas las especificas para los laboratorios de contencién bioldgica de tipo 3

4.3.1. Practicas especiales

e Cuando se estén llevando a cabo ensayos, las puertas deben permanecer siempre cerradas.

e El responsable de seguridad e higiene del laboratorio serd quien controle el acceso al
mismo y quien restrinja, a su criterio, la entrada a personas cuya presencia sea requerida por
razones ajenas al trabajo que se realiza (personal de mantenimiento, visitantes,...).

e Cuando en el laboratorio se encuentre material infeccioso o animales infectados, en todas
las puertas de acceso al mismo se colocara el signo de “peligro bioldgico” junto con cualquier
requisito especial que, para acceder al laboratorio, sea necesario (inmunizaciones,
respiradores, etc.).
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e Todas las actividades que estén relacionadas con la manipulacién de materiales infecciosos
serdn realizadas en cabinas de bioseguridad adecuada o mediante el empleo de cualquier otro
equipo sustitutorio.

e Las superficies de trabajo de las cabinas y otros equipos de seguridad se descontaminaran
una vez que el trabajo con el material infectado haya concluido. Puede ser de utilidad el
empleo de materiales desechables especiales para cubrir determinadas superficies.

e Debera llevarse ropa de uso exclusivo en el laboratorio y nunca la ropa de calle. Esta ropa
de trabajo sera esterilizada antes de ser lavada.

e Las tomas de vacio deberan estar protegidas con filtros HEPA y los sifones deberdn
descontaminarse.

e Las jeringuillas y agujas hipodérmicas, que se empleen para la inoculacién parenteral y
aspiracion de fluidos de animales asi como para la aspiracion de contenedores, deberan ir
provistas de diafragma. Es preferible el empleo de jeringuillas que lleven la aguja incorporada.
Al manejar estos elementos se pondra un cuidado especial en evitar la autoinoculacion asi
como la produccién de aerosoles.

e Las jeringuillas usadas se desecharan en envases apropiados que seran descontaminados
en autoclave.

e Los derramamientos o accidentes que traigan como consecuencia una potencial exposicion
al material infectado deberdn ser inmediatamente comunicados al responsable de seguridad
e higiene.

e Todo el personal que trabaje en el laboratorio se deberd hacer una vigilancia de la salud
periddica.

e Se dispondra de un Manual de Seguridad Biolégica.

4.3.2. Equipo de seguridad

e En todas las actividades que impliguen manejo de material infectado, con peligro de
produccién de aerosoles, se deberan emplear cabinas de seguridad bioldgica u otros equipos
de seguridad apropiados.

e El laboratorio debera estar separado de las zonas donde no exista restriccion a la entrada
de personal. Para acceder al mismo desde los pasillos u otras zonas contiguas es conveniente
el paso a través de una doble puerta. La separacion del laboratorio del resto de instalaciones
también puede efectuarse mediante salas, como vestuarios, que contengan duchas,
esclusas,...

e Las superficies de paredes, suelos y techos deben ser impermeables y de facil limpieza.

e Cualquier canalizacién o entrada de tuberias a través de cualquiera de estas superficies ira
cubierta de manera que se pueda efectuar la descontaminacion del laboratorio en las
condiciones adecuadas.
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e El mobiliario serd robusto. Entre mesas, estanterias, armarios, cabinas y otros equipos
debera existir espacio suficiente para permitir la facil limpieza del laboratorio.

e Cada laboratorio dispondra de un lavabo para lavarse las manos. Este lavabo deberd
ponerse en funcionamiento con un pedal, con el codo o automaticamente, y estara situado
cerca de la puerta de salida del laboratorio.

e Las ventanas permaneceran siempre cerradas y selladas.
e Las puertas de acceso al laboratorio deberan ser de cierre automatico.

4.3.3. Instalaciones

e Laentraday salida del aire estard canalizado, de manera que el sistema cree una corriente
de aire que haga que éste entre al laboratorio desde las zonas de acceso al interior, y que el
aire de salida vaya directamente al exterior sin recircularse. El personal debera verificar si la
direccion del aire dentro del laboratorio es en todo momento la correcta. El aire de salida se
filtrard mediante filtros HEPA antes de llegar al exterior.

e Lazona de contencidn se mantendra en presion negativa respecto a las areas circundantes,
en gradiente diferencial unidireccional controlado, de manera que la depresion sea menor en
las zonas potencialmente menos contaminadas y mayor en las zonas potencialmente mas
contaminadas.

e Es aconsejable la instalacién de una ventanilla de observacion o un dispositivo alternativo

(por ejemplo, cdmaras) en la zona de trabajo, de manera que puedan verse sus ocupantes, asi
como poner de manifiesto los accidentes e incidentes que puedan producirse.

4.4. LABORATORIOS DE NIVEL DE CONTENCION 4

Incluyen las practicas e instalaciones establecidas para los laboratorios de contencidn
bioldgica de tipo 3 mas las especificas para los laboratorios de contencion bioldgica de tipo 4.

4.4.1. Practicas especiales

e Los materiales bioldgicos que tengan que salir del laboratorio o de las cabinas de Clase IlI
lo haran en un contenedor irrompible, el cual ird a su vez en un segundo contenedor hermético
y de facil descontaminacidn. Para permitir la salida de este material, el segundo contenedor
se pasara por un producto descontaminante.

e Ningln material, excepto el biolégico que deba permanecer intacto, saldrd del laboratorio
sin ser descontaminado en autoclave. El equipo o material que pueda resultar dafiado por las
condiciones de la esterilizacion se descontaminard de manera similar a como se hace con el
bioldgico.

e La entrada al laboratorio estara limitada mediante medidas de seguridad adicionales.

e El personal que entra en el laboratorio sélo podra salir a través de un vestuario con ducha;
cada vez que abandone el laboratorio obligatoriamente deberd tomar una ducha.
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e Laropa de calle se dejard en el vestuario y se la cambiara por otra de uso exclusivo para el
laboratorio de nivel 4. Cuando se vaya a salir del laboratorio, esta ropa se introducird en una
caja hermética de transporte que se descontaminard antes de ser llevada al exterior.

e El simbolo universal de “peligro bioldgico” estara situado en la puerta de entrada. En los
casos necesarios, se indicara ademas el tipo de agente bioldgico que se maneja, asi como la
identificacion y modo de localizacion del responsable de seguridad e higiene, y también la
necesidad de emplear determinados equipos de seguridad adicionales.

e Elsuministro de materiales se realizara a través de un autoclave de doble puerta, esclusa o
camara de descontaminacion superficial.

4.4.2. Equipos de seguridad

e Todas las manipulaciones que se lleven a cabo en el laboratorio se efectuaran en cabinas
de clase Ill o en cabinas de clase Il en combinacién con trajes auténomos de respiracion
asistida y presion positiva en el interior.

4.4.3. Instalaciones

e Un laboratorio de maxima seguridad o de nivel de contencidn 4, puede considerarse tanto
una instalacion independiente como parte de una zona claramente demarcada dentro del
edificio general. Se requieren vestuario de entrada y de salida con duchas. Para aquellos
materiales que no puedan pasar a través de los vestuarios, es imprescindible contar con un
autoclave con doble puerta, o una esclusa o cdmara de descontaminacion superficial.

e Las paredes, techos y suelos estaran construidos de manera que formen una “cdmara”
sellada que facilite la descontaminacién y no permita la entrada de insectos o roedores. Las
superficies internas de esta cdmara seran resistentes a los productos quimicos, de manera que
sea posible la limpieza y descontaminacién por la via mds conveniente para cada caso. Todas
las conducciones que penetren en el laboratorio iran cubiertas.

e Todos los desagiies estaran conectados directamente con el sistema de descontaminacién
de desechos. La salida del aire debe ser a través de un filtro HEPA.

e Cualquier ventana que exista llevara cristal irrompible.

e Para pasar materiales dentro del laboratorio existird un autoclave de doble puerta. La
puerta que da a la parte exterior del laboratorio estara controlada automaticamente, de
manera que solo se pueda abrir cuando el ciclo de esterilizacién haya finalizado.

e Para los equipos que no puedan ser introducidos en el autoclave existird un contenedor
con liquido descontaminante o algun sistema similar.

e Los efluentes de las pilas de lavado, de los suelos y autoclaves se trataran con calor antes
de salir del laboratorio.

e Laentraday salida del aire estaran individualizadas del resto del edificio.
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e Elaire de salida se filtrara a través de un filtro HEPA, que se situara lo mas cerca posible del
laboratorio, con el fin de reducir al maximo la contaminacion de las conducciones.

¢ Incluye alarmas y bombonas de oxigeno de emergencia.

e Para entrar a este laboratorio se hard a través de una esclusa. Antes de abandonar por
completo la zona, el personal que lleve este tipo de traje tomara, para su descontaminacion,
una ducha quimica.

Al igual que los laboratorios, los animalarios pueden clasificarse en cuatro niveles de
bioseguridad. Las indicaciones relativas a las medidas de contencién para cada uno de los
niveles se resumen en el Apéndice 12 de la Guia Técnica para la evaluacidn y la prevencion de
los riesgos relacionados con la exposicion a agentes biolégicos.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 12

SISTEMAS DE ESTERILIZACION DE MATERIAL DE LABORATORIO.
DESCONTAMINACION DE SALAS.
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1. INTRODUCCION

Para el mantenimiento de la biocontencion y bioseguridad en el laboratorio, es fundamental
disponer de conocimientos basicos sobre la desinfeccidn y la esterilizacidon. Habida cuenta de
que los objetos sucios no pueden desinfectarse o esterilizarse con garantias, es igualmente
importante comprender los conceptos bdsicos de la limpieza previa.

La OMS define la esterilizacién como la técnica de saneamiento cuya finalidad es la
destruccion de toda forma de vida, aniquilando todos los microorganismos, tanto patégenos
como no patégenos, incluidas sus formas esporuladas, altamente resistentes.

La esterilizacidn se consigue por métodos fisicos o por la aplicacion de compuestos quimicos.
Entre los métodos fisicos mas comunes estd la aplicacién de calor (calor humedo o calor seco),
la filtracidon o las radiaciones. La esterilizacion, sin embargo, también se puede conseguir
mediante la aplicacién de algunos productos quimicos, como el 6xido de etileno, formaldehido
o glutaraldehido.

Segun el Manual de bioseguridad en el laboratorio de la OMS, la desinfeccién se define como
el proceso, mediante medios fisicos o quimicos, de matar microorganismos pero no
necesariamente de sus esporas. Un objeto desinfectado, por lo tanto, no esta estéril.

Por su parte, la_limpieza consiste en la eliminacién de la suciedad y materia orgdnica del
material o de la sala a esterilizar o desinfectar.

La limpieza del material o de la sala, segun sea el caso, debe ser un paso previo a todo proceso
de esterilizacidén o desinfeccidon, ya que el rendimiento o actividad de muchos desinfectantes
o germicidas pueden verse afectados por la presencia de suciedad o materia organica.

La esterilizacion la podemos clasificar en dos grandes grupos: la esterilizacion preparativay la
esterilizacién final.

La esterilizacidon preparativa es la que se realiza para mantener libre de microorganismos el
material que vamos a utilizar antes de empezar el trabajo en si mismo o durante el proceso
de trabajo (placas Petri, pipetas, medios de cultivo, asas de siembra, hisopos, etc.). La
esterilizacién final, sin embargo, tiene como Unico fin destruir los microorganismos con los
gue se ha estado trabajando en el laboratorio antes de desechar el material utilizado y
contaminado.

En el primer caso, la eleccidn del proceso de esterilizacidn se debe adecuar para preservar las
caracteristicas de los diversos materiales o medios a esterilizar, pues algunos pueden ser
susceptibles de ser destruidos o alterados durante los mecanismos de esterilizacién. Sin
embargo, en la esterilizacién final no es necesario considerar ni el tipo de medio de cultivo, ni
la posible alteracion de materiales, sélo deberemos de tener en cuenta que el proceso ha
conseguido su finalidad, es decir, la muerte de todos los microorganismos y sus formas de
resistencia.
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Entre los factores que afectan a la eficacia de los procesos de esterilizacién, podemos citar los
siguientes: la concentracién de microorganismos inicial, la presencia de materia organica, la
estandarizacion de la carga, el tiempo de exposicidn, la temperatura y la humedad relativa.

2. METODOLOGIAS DE ESTERILIZACION PREPARATIVA.

La esterilizacion preparativa se puede realizar, como se ha indicado, por mecanismos fisicos o
qguimicos. El mecanismo fisico mas utilizado es el calor, ya sea humedo o seco; sin embargo,
cuando estas metodologias fisicas no son aplicables, por las caracteristicas del material o
medio a esterilizar, la filtracidén o la radiacidn son los mecanismos a elegir. Excepcionalmente,
cuando no se pueden utilizar las metodologias ya resefiadas, se utiliza generalmente algun
tipo de esterilizacion fria.

La esterilizacidn fria se lleva a cabo en dispositivos cerrados donde se emplea un agente
quimico gaseoso, como el oxido de etileno, el peréxido de hidrégeno, el formaldehido o
liqguidos como el glutaraldehido.

2.1. ESTERILIZACION POR CALOR

La energia térmica es la forma mas efectiva de esterilizacion, ésta puede utilizarse como calor
humedo o seco.

El calor “seco”, que no es en absoluto corrosivo, se utiliza para tratar muchos objetos de
laboratorio que pueden soportar temperaturas = 160 °C durante dos a cuatro horas. El calor
“humedo” es especialmente eficaz cuando se utiliza en el autoclave.

2.1.1. Calor humedo

El efecto final de la esterilizacién por calor humedo a 1219C es la desnaturalizacién y
coagulacidn de las proteinas.

2.1.1.1. Autoclaves

El calor himedo, mediante vapor de agua, es el agente esterilizante mas frecuentemente
utilizado.

Este sistema de esterilizacion es el empleado por los equipos denominados autoclaves.

El autoclave es un esterilizador de vapor cuya funcién es la eliminacién de todos los
microorganismos y esporas del material introducido en él.

Durante el proceso de esterilizacidon se condensa el vapor saturado (vapor que se obtiene a la
temperatura de ebullicion del agua) en el material a esterilizar, el cual se calienta. Este
mecanismo destruye eficazmente los microorganismos por desnaturalizacién de proteinas y
enzimas, y desestabilizacion de membranas.

Actualmente, los dos tipos de autoclave mas utilizados son:

a) Autoclaves de desplazamiento por gravedad.
b) Autoclaves de prevacio.
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a) Autoclaves de desplazamiento por gravedad:

Este autoclave consta de dos recipientes cilindricos, uno externo con tapa de cierre hermético,
y otro interno donde se pone el material a esterilizar.

La fuente de calor puede venir incluida en el equipo, como una resistencia eléctrica, o se le
suministra aparte, desde abajo, generalmente mediante gas.

Dentro del recipiente externo se coloca agua destilada, la cual al llegar al punto de ebullicién
producira el vapor que entrard en contacto con los microorganismos y actuara como agente
esterilizante.

Los materiales se cargan dentro del recipiente interno que al no tener tapa permite una fluida
entrada de vapor, pero evita el contacto directo de estos con el agua.

Debemos tener en cuenta que el aire es un mal conductor del calor, lo que impide llegar a las
temperaturas necesarias, por lo que una vez cargado y cerrado el autoclave debe purgarse.

Terminado el ciclo, se apaga la fuente de calor y se deja descender la temperatura.

b) Autoclaves de prevacio.

Si bien los componentes fundamentales son similares al tipo de autoclave anterior, su
funcionamiento es diferente. Poseen una bomba de vacio que extrae rdpidamente el aire del
equipo, la cual permite eliminar el aire de la cdmara antes de dar paso al vapor.

Este tipo de autoclaves son mas eficientes y consiguen temperaturas mas homogéneas en
toda la cdmara.

El procedimiento mds habitual de esterilizacion consiste en someter el material a una
temperatura de 1212C durante 15-20 minutos. Sin embargo, estos parametros se pueden
modificar, dependiendo de la composicion, naturaleza del medio (densidad) o el volumen a
esterilizar, etc. El proceso, en cualquier caso, debe garantizar que se alcanza la temperatura
adecuada en todo el volumen a esterilizar, por lo que se debe permitir el acceso del vapor de
agua, evitando los empaquetados o cerramientos herméticos. Si el volumen a esterilizar es
muy grande o la densidad (en caso de liquidos) es elevada, normalmente se debe aumentar el
tiempo de exposicidon o la temperatura.

El autoclave se puede utilizar para la esterilizacion de medios de cultivo ya sean sdlidos,
soluciones, material de vidrio borosilicato, ciertos tipos de plasticos (policarbonato o
polipropileno), acero inoxidable, etc. No se deben esterilizar por este método materiales que
resulten corroidos por el agua, ni tampoco polvos o aceites, ya que son impermeables al vapor.

El autoclavado también es un método muy habitual para llevar a cabo actividades de
esterilizacién final de medios de cultivo, instrumental o residuos biolégicos.
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2.1.1.2. Tindalizacion.

La tindalizacion es un método de esterilizacién fraccionada con calor que se aplica para
esterilizar materiales y medios de cultivo termosensibles, que no pueden someterse a
temperaturas superiores a los 100°C.

El procedimiento consiste en aplicar tratamientos térmicos de 30 minutos a 1002C durante
tres dias consecutivos, dejando el material a temperatura ambiente o a 372C entre un
tratamiento térmico y otro (intervalos de 24 horas).

Las temperaturas proximas a los 10092C destruyen las formas vegetativas pero no las
endosporas bacterianas, por eso se requiere la realizacidon de tres periodos de tratamientos
consecutivos con el fin de permitir el desarrollo de las formas esporuladas en los intervalos a
temperatura ambiente.

Este procedimiento se puede utilizar en medios de cultivo con azucares, gelatina, sueros o
huevo que se descomponen a temperaturas elevadas. También se suele utilizar de forma
aplicada en el control de microorganismos en alimentos.

2.1.2. Calor seco

El mecanismo de accion de la esterilizacidn por calor seco es diferente al del calor humedo. El
calor seco provoca desnaturalizacion de proteinas, lesiones por oxidacion y efectos tdxicos
por niveles elevados de electrolitos.

Existen tres formas principales de esterilizacién por calor seco: flameado, incineraciéon vy
mediante la utilizacion del horno Pasteur.

En comparacién con el autoclave, los procesos de esterilizacidon por calor seco necesitan
alcanzar mayores temperaturas durante un mayor periodo de tiempo (en torno a 1602C
durante 2h.). El motivo de estos incrementos estarian dados porque la ausencia de agua
disminuiria el numero de grupos polares de las cadenas peptidicas, lo que daria mayor

estabilidad a las moléculas bacterianas, por lo que se requeriria mayor energia para abrirlas.

2.1.2.1. Horno pasteur o poupinell.

Consiste en una cdmara metalica de doble pared, con aislante entre ambas (para evitar la
pérdida de calor), una puerta y una fuente de calor que suele ser eléctrica.

Existen dos tipos de hornos o estufas que cominmente se utilizan para este fin: la estufa de
conveccién por gravedad y la estufa de conveccidon mecanica (circulacién de aire forzado).

Estufa de conveccion por gravedad:

En este tipo de estufa la circulacion del aire depende de las corrientes de conveccion
generadas, debidas a las diferencias de temperaturas, por ello, es un proceso mas lento y
menos uniforme.
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Estufa de conveccion mecanica:

Este equipo produce el rdpido movimiento de un gran volumen de aire caliente, facilitando la
transmisién del calor directamente a la carga o paquete; de esta forma, el proceso requiere
menos tiempo y ofrece un mayor equilibrio térmico.

El horno Pasteur se utiliza para esterilizar material que no se pueden esterilizar en autoclave
por problemas de corrosidén, asi como fluidos oleaginosos (impermeables al vapor del
autoclave).

2.1.2.2. Flameado.

Esta técnica de esterilizacion rapida se utilizaba frecuentemente durante los procedimientos
de trabajo en microbiologia para la esterilizacion de agujas y asas de siembra.

Es una técnica muy sencilla que consiste en la exposicién directa y breve de los materiales a la
llama de un mechero. Hoy en dia, su uso es mds inusual, ya que se ha visto que la generacién
de llamas dentro de las cabinas de bioseguridad interfiere en el mantenimiento del flujo
laminar de la misma, por lo que su uso no se recomienda cuando las practicas microbioldgicas
deban de hacerse en dichas cabinas (segln el agente patdégeno que se manipule).

2.2. ESTERILIZACION POR METODOS MECANICOS.
2.2.1. Filtracion

Las aplicaciones de la esterilizacion por filtracién son diversas en el campo de la microbiologia.

Se puede aplicar para eliminar microorganismos de soluciones, fluidos o gases, o para la
esterilizacién del ambiente de trabajo. En todos los casos, los microorganismos no son
destruidos sino que son retenidos fisicamente o adsorbidos por los filtros con un tamafiio de
poro adecuado.

El tamafio de poro que se considera en la actualidad esterilizante es el de 0,22 um, aunque
mas recientemente se tiende a la utilizacién de poros de 0.1 um.

Se describen a continuacion los tipos de filtros mads utilizados y sus aplicaciones mas
relevantes:

o Filtros de membrana:

Se utilizan para esterilizar soluciones termolabiles como son los antibidticos, vitaminas,
medios de cultivo liqguidos que contienen azlcares a concentraciones elevadas que pueden
caramelizar o proteinas que pueden desnaturalizarse por el calor. De esta forma, los
microorganismos quedan retenidos en el filtro y el liquido filtrado se encuentra estéril.

o Filtros de profundidad:

Este tipo de filtros estdn compuestos por columnas de materiales fibrosos o porosos (tierra
de diatomeas, lana de vidrio, materiales ceramicos porosos...) que permiten retener las
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particulas, en este caso microorganismos, y que normalmente se utilizan para la esterilizacién
de gases o como prefiltros para otros filtros esterilizantes.

Un claro ejemplo de este tipo de filtros son los filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air)
empleados tanto en las cabinas de seguridad biolégica como los usados para la filtracion del
aire en instalaciones de Nivel de Contencidn Bioldgica 3 6 4.

2.3. ESTERILIZACION POR RADIACIONES.

Diversas radiaciones se pueden llegar a utilizar en los laboratorios de diagndstico con la
finalidad de esterilizar. La radiacién mas utilizada en el laboratorio de microbiologia es la
ultravioleta (UV), de una longitud de onda de unos 260 nm.

El efecto letal de la luz UV sobre las bacterias se atribuye a su absorciéon por el ADN vy al
resultante dafio de éste, siendo el resultado final la inhibicidon de la sintesis de ADN.

Suele ser poco eficaz debido a su escaso poder de penetracidn en ciertos materiales, pero si
resulta muy atil para esterilizar el aire y las superficies.

Los rayos gamma, son radiaciones electromagnéticas mds penetrantes, por su menor longitud
de onda (<0,1 nm), por tanto, suelen ser mas efectivas como agentes esterilizantes.

2.4. ESTERILIZACION POR METODOS QUIMICOS

Estos métodos se utilizan solamente en los casos en que los materiales no soporten el calory
su naturaleza lo permita.

2.4.1. Agentes quimicos liquidos

La esterilizacion por agentes quimicos por inmersién, hecha de forma manual, sera siempre
el ultimo método de eleccidn. Estos procesos son dificiles de controlar, con una gran
probabilidad de recontaminacién durante el enjuague, el secado y posterior almacenado.

Entre los agentes quimicos mas destacados en los procesos de esterilizacién podemos citar:

Glutaraldehido: Este desinfectante se utiliza a una concentracién del 2 % para fines de
esterilizacién. Tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana, es esporicida y se
mantiene activo ante la presencia de cierta materia orgdnica; por contra, la duracién del
tiempo de contacto necesaria para esterilizar es de aproximadamente 10 horas.

El glutaraldehido es téxico e irritante para la piel y las mucosas.
Peroxido de hidrégeno: Es un germicida de amplio espectro con alto poder oxidante.

El perdéxido de hidrégeno se suministra en forma de solucion al 3% lista para usar. Sin
embargo, esas soluciones al 3-6% por si solas son relativamente lentas y limitadas como
germicidas, por lo que los productos comerciales disponibles hoy en dia, tienen otros
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ingredientes para estabilizar el contenido de perdxido de hidrégeno, acelerar su accion
germicida y hacerlo menos corrosivo.

El perdxido de hidrogeno puede utilizarse para descontaminar las superficies de trabajo del
laboratorio. Ademads, el uso de perdxido de hidrégeno vaporizado es muy empleado como
aerosol en la desinfeccién de locales o salas.

Entre los inconvenientes del perdxido de hidrégeno podemos decir que es corrosivo en
metales como el aluminio, el cobre, el latdn y el zinc, téxico e inestable quimicamente.

Formaldehido: El formaldehido es un gas que mata todos los microorganismos y esporas a
temperaturas superiores a los 20°C, sin embargo, no tiene actividad contra los priones.

Su accién es relativamente lenta y requiere una humedad relativa en torno al 70%. Se
comercializa en forma de polimero sélido (paraformaldehido) o como formol; ambas
formulaciones se calientan para liberar el gas, que se utiliza en la descontaminacion y la
desinfeccion de espacios cerrados como Cabinas de Seguridad Bioldgica y/o salas.

El uso del formaldehido estd muy restringido en la actualidad debido a su alta toxicidad
(cancerigeno y mutagénico).

Acido peracético: posee una actividad antimicrobiana mayor que la del peréxido de
hidrogeno. Es un oxidante, soluble en agua, que no deja residuos toxicos.

Compuestos de amonio cuaternario: se utilizan como mezclas, y a menudo en combinacidn
con otros germicidas como los alcoholes.

Tienen buena actividad contra algunas bacterias en fase vegetativa y virus con envoltura
lipidica.

La actividad germicida de ciertos tipos de compuestos de amonio cuaternario se reduce
considerablemente con la materia organica, las aguas duras y los detergentes anidnicos.

2.4.2. Esterilizantes gaseosos

Dentro de este apartado incluiremos todos aquellos compuestos quimicos que se suelen
utilizar como esterilizantes en fase gaseosa. Entre estos compuestos cabe destacar el 6xido de
etileno o el formaldehido.

Suelen utilizarse para esterilizar materiales sensibles al calor o que no pueden someterse a
radiaciones.

El compuesto mas utilizado es el éxido de etileno, que actla por medio de su actividad
alquilante sobre los hidrogenos labiles en acidos nucleicos y otras macromoléculas,
inactivandolas. El proceso de esterilizacidon en estos casos suele darse en cdmaras herméticas
y suele requerir en general tiempos de exposiciéon largos (30 minutos - 18 horas), aunque
procesos a temperaturas entre 60- 802C pueden disminuir el tiempo de exposicién (30 min.-6
h).
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Sin embargo, el principal uso (como veremos mas adelante) de estos agentes esterilizantes,
es la esterilizacidon de salas que han sido expuestas a agentes patdgenos.

3. METODOLOGIAS DE ESTERILIZACION FINAL.

La finalidad de estas metodologias de esterilizacion final es destruir los microorganismos con
los que se ha trabajado, y descontaminar el material utilizado antes de que sea desechado.
Generalmente se hace por calor himedo en autoclave, o por incineracion.

Cuando se utiliza el calor himedo en autoclave, la temperatura y el tiempo de eleccidn
alcanzados son irrelevantes siempre que sean esterilizantes, ya que las precauciones para
evitar la alteracién de medios de cultivo y materiales en este caso, ya no tienen importancia.

3.1. INCINERACION.

Este método es adecuado para la destruccidon de cadaveres y restos anatémicos de animales
gue tengan un tamano superior al del ratén, ya que el método de autoclavado por vapor
saturado no es eficiente para la inactivaciéon bioldgica de estos cadaveres.

La incineracion se realiza en hornos que destruyen los compuestos orgdnicos a través de la
combustioén a altas temperaturas, produciéndose la oxidacién de la materia orgdnica a diéxido
de carbono, agua y otros productos secundarios de la reaccién.

Una incineracién correcta exige disponer de control eficiente de la temperatura y de una
camara de combustidn secundaria destinada al tratamiento de gases.

3.2. HIDROLISIS ALCALINA

La digestién por hidrélisis alcalina se presentdé como una alternativa a la incineracién. La
tecnologia combina un tratamiento alcalino a alta temperatura que permite convertir las
carcasas animales contaminadas en una solucién acuosa estéril que finalmente es
neutralizada o deshidratada para su eliminacion final.

La hidrdlisis alcalina se basa en la utilizacion de productos de caracter basico, normalmente
soluciones acuosas de hidréxidos de metales alcalinos como el hidréoxido de sodio (NaOH) o el
hidroxido de potasio (KOH). Dado que el calor acelera significativamente los procesos
hidroliticos, el tratamiento por hidrdlisis alcalina utiliza temperaturas elevadas (150 °C) para
acelerar la conversion del material biolégico (proteinas, dcidos nucleicos, hidratos de carbono,
lipidos, etc.) en una solucidn acuosa estéril compuesta de pequefios péptidos, aminoacidos,
azUcares y detergentes. Los Unicos subproductos sélidos de la hidrdlisis alcalina son los
componentes minerales (fosfato cdlcico) de los huesos y dientes del animal. Este residuo no
digerido, que puede constituir el dos por ciento del peso de los restos cadavéricos originales,
es estéril y se puede gestionar como residuo banal o bien triturarlo para obtener un polvo que
puede ser utilizado como aditivo fertilizante para el suelo.

Pagina 10 de 15




El proceso destruye todos los patdgenos conocidos, consiguiendo una reduccién de 6 log en
agentes infecciosos vegetativos y de 4 log en agentes formadores de esporas.

La hidrdlisis alcalina se lleva a cabo en un digestor. Se trata de un recipiente a presion de acero
inoxidable y tapa fija, de obertura manual o automatica, que dispone de una cesta de
retencidn para los restos dseos de los grandes animales y otros materiales no digeribles.

3.3. SAS, AIR LOCK Y DUNK TANKS.

Este tipo de equipos o instalaciones son pasos de doble frontera que permiten la transferencia
de materiales, que por sus caracteristicas o tamafio no pueden ser autoclavados, desde un
nivel de contencidn bioldgica 3 6 4 al exterior de dicha instalacién. El objetivo de estos equipos
es la esterilizacion de la superficie de un material mediante un descontaminante quimico.

El SAS (Surface Air System), son cdmaras de diferentes tamafios, normalmente ventilados,
gue mediante puertas estancas a ambos lados y sistemas internos de desinfeccion o
esterilizacién (mediante agentes quimicos o radiaciones) permiten el intercambio seguro de
materiales de pequeno tamafio entre zonas de diferente riesgo bioldgico.

El Airlock consiste en una pequeiia sala cuyas paredes verticales y horizontales estan
revestidas de pintura epoxidica para resistir la accion de los descontaminantes quimicos. Dicha
sala dispone de una rejilla de aireacién, un sumidero de drenaje para los efluentes generados
en los procesos de descontaminacion y un par de puertas grandes (una que da a la zona de
biocontencion y otra al exterior) que permiten la entrada y salida de material de grandes
dimensiones.

El Dunk tank consiste en un cdmara no muy grande rellena de un descontaminante liquido y
comunicada por un lado con la zona de biocontencién y por otro con el exterior a dicha zona;
de tal manera que para sacar cualquier tipo de objeto o instrumento de la zona de
biocontencidn lo tengas que sumergir en dicho descontaminante.
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3.4. BIOWASTE.

El Biowaste es un equipo cuya mision es la recogida y esterilizacion final de todos los efluentes
generados dentro de las zonas de biocontencidon de nivel 3 6 4, tanto de los efluentes
potencialmente contaminados como los que por sus caracteristicas fisico quimicas deban ser
neutralizados, utilizando para ello un proceso de inactivacién térmica y/o quimica.

4. DESCONTAMINACION AEREA O DE SALAS.

En determinados casos en los que se haya trabajado con microorganismos patégenos en
alguna sala, laboratorio, departamento o animalario, se deberd de proceder a esterilizar
dichas estancias, ya sea por la seguridad del personal que pueda acceder a ellas
posteriormente y/o por el aseguramiento de la calidad de los sucesivos procesos o proyectos
gue se puedan iniciar en esa misma sala o animalario.

Las instalaciones de nivel de contencidn bioldgica 3 6 4 deberan de estar preparadas para
permitir la descontaminacion ambiental de todas sus salas. En los procesos de
descontaminacién ambiental, la zona de contencién debe poderse aislar de forma estanca, y
las superficies y materiales en esta zona deben ser resistentes a los desinfectantes a utilizar.

Los procesos de descontaminacion ambiental incluyen, entre otros, la microdifusién de
desinfectantes, creando una niebla hiumeda o seca, o la gasificacidon de productos quimicos
descontaminantes, desinfectantes o esterilizantes.

Los laboratorios o salas pueden esterilizarse a través de equipos portatiles transportados in
situ hacia el drea a esterilizar, o a través de las redes de impulsién y extraccion del aire de la
instalacion (lo cual optimiza la eficiencia del proceso).

Algunos ejemplos de nebulizacion de los agentes esterilizantes pueden ser:
Nebulizacién seca y fria (MINNCARE).
Nebulizacion humeda (VHP).

En ambos tipos de nebulizacién habra que tener en cuenta parametros como la temperatura
y humedad de la sala a descontaminar, tiempos de exposicion del agente descontaminante,
tiempos de aireaciéon, forma y tamano de la sala a tratar, asi como la necesidad de
ventiladores que ayuden a la difusién del agente esterilizante.

El sistema MINNCARE estd basado en la difusion de microparticulas de una mezcla
desinfectante nebulizada que ejerce una accidon biocida en la sala tratada. La mezcla
desinfectante estd compuesta por peréxido de hidréogeno, acido peracético, acido acético y
agua destilada en unas proporciones determinadas.

El sistema MINNCARE estd compuesto por un equipo facilmente transportable capaz de
inyectar en forma de neblina fria y seca la mezcla desinfectante. El agua destilada actia como
elemento vehiculante del agente descontaminante principal, el peréxido de hidrégeno, vy
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donde el acido acético y el acido peracético actuan como coadyuvantes para aumentar la
eficacia del citado perdxido.

El perdxido de hidrégeno (H,0,) vaporizado (VHP, Vaporized Hidrogen Peroxide) es uno de los
meétodos mas utilizados en la esterilizacion de salas. Este sistema de esterilizacion se genera
al vaporizar activamente una solucidon acuosa de perdxido de hidréogeno en una sala o
laboratorio.

Hay que tener en consideracion que el H,02 es un compuesto inestable, descomponiéndose
en oxigeno y agua, por lo que la concentracion de H,0; se reduce constantemente, razén por
la que se afiaden quimicos estabilizadores a la solucién acuosa.

Un ciclo normal de esterilizacién de una sala puede dividirse en cuatro fases:

- La primera fase es la deshumidificacién. Durante esta fase, el aire de la estancia a esterilizar
se hace circular a través de un deshumidificador para reducir la humedad del aire. En funcién
del volumen de la estancia, este proceso puede tardar unos 20 minutos.

- En la fase de acondicionamiento o fumigacién, el peréxido de hidrégeno se vaporiza
activamente a una velocidad de inyeccidn preestablecida y se introduce en la estancia. Este
proceso tarda unos 30-60 minutos, aunque dependera del equipo y del tamafio y forma de Ia
sala.

- La fase de esterilizacion se denomina, a veces, fase de “exposicion”. La concentracién de VHP
se mantiene constante durante toda la exposicién predefinida.

- La fase mas larga del ciclo es la de ventilacion (hasta 5 horas), durante la cual se deja de
bombear VHP en la estancia. El aire se pasa a través de un depurador catalitico o se reemplaza
por aire fresco para reducir la concentraciéon de H,O, hasta alcanzar un valor de umbral
predefinido (por lo general menos de 1 ppm), ya que el VHP se considera nocivo para los seres
humanos.

El VHP es una metodologia que presenta caracteristicas atractivas: tiempo de ciclo rdpido (por
ejemplo, 30-45 minutos), baja temperatura, subproductos ambientalmente seguros (H:O,
oxigeno), buena compatibilidad de los materiales y facilidad de uso.

Otra forma comun de biodescontaminar una sala es mediante formaldehido. En este caso se
produce un gas mediante calentamiento del paraformaldehido o formalina.

Es un proceso lento que requiere una limpieza previa y posterior, ya que genera residuos de
depdsitos cristalinos. Ademas, el formaldehido es una sustancia carcinégena y mutagénica,
con limitaciones en su uso, por lo que se tendra que tener especial cuidado en la evacuacién
del personal de las salas durante el proceso.

Como ventajas, el formaldehido es muy econdmico y presenta un amplio espectro de accion.

5. CONTROL DE LA ESTERILIZACION.
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Los procesos de esterilizacion deben disponer de sistemas 0 mecanismos que nos permitan
garantizar y controlar que el proceso se ha realizado con éxito. Existen diferentes mecanismos
para ello:

Sistemas de control fisico: Estan relacionados con la vigilancia de ciertos parametros como:
presién, tiempo, temperatura, etc.

Sistemas de control quimico: Son habitualmente sistemas constituidos por cintas adhesivas
que, por ejemplo, estdn impregnadas en compuestos quimicos termosensibles, o son
sensibles a radiaciones o al 6xido de etileno, las cuales cambian de color si el proceso se ha
desarrollado de forma correcta, es decir, si se ha alcanzado la temperatura adecuada, si ha
sido irradiado, o si ha estado expuesto a 6xido de etileno, respectivamente.

La ventaja de este método, es la rapidez con que se sabe el resultado, ya que es inmediato; la
gran desventaja es que dice poco sobre el tiempo de exposicidn, por lo que no asegura un
procedimiento correcto.

Sistemas de control biolégico: Consisten en exponer esporos bacterianos al ciclo de
esterilizacién, y posteriormente verificar su viabilidad. Este tipo de sistemas, llamados como
indicadores bioldgicos!, son los mas fiables.

En el autoclave o en las descontaminaciones de salas por H;0;, normalmente se utilizan
esporas no patdgenas de Geobacillus stearothermophilus para verificar su correcto
funcionamiento. Si tras el ciclo de esterilizacién este microrganismo “control” sigue siendo
viable, el procedimiento efectuado habra sido insuficiente y por tanto deberd volverse a
esterilizar todo.

Un indicador bioldgico es un dispositivo de control del proceso de esterilizaciéon que consiste en una poblacién viable y estandarizada de
microorganismos, los cuales son bastantes resistentes al proceso de esterilizacion al que se van a someter.

Pagina 14 de 15




BIBLIOGRAFIA

U.S. Department of Health and Human Services. Public Health Service Centers for Disease
Control and Prevention National Institutes of Health (CDC). Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories.

Guideline for Desinfection and Sterilization in Healthcare Facilities, CDC 2008.

Norma UNE 171400-1:2019 de Disefio de instalaciones de nivel 3 de contencién bioldgica
(NCB3).

Manual de bioseguridad de laboratorios de la OMS. Cuarta edicion. 2021. Version en Inglés.
https://www.who.int/publications/i/item/9789240011311

Pagina 15 de 15




MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 13

MUESTREO. TECNICAS DE MUESTREO. REMISION DE MUESTRAS AL
LABORATORIO. MANIPULACION DE MUESTRAS.
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1. MUESTREO: CONSIDERACIONES GENERALES

La toma de muestras es el primer paso de las actuaciones laboratoriales, y por tanto resulta
fundamental para garantizar un correcto diagndstico y unos resultados fiables.

Por ello, debe realizarse teniendo un previo conocimiento exhaustivo de la patogenia de la
enfermedad o enfermedades que se desea estudiar, asi como de la epidemiologia de la misma
en la region en la que se vaya a tomar la muestra, o la evolucién epidemiolégica en caso de
tomarse muestras durante un brote de la enfermedad.

Para poder realizar una buena toma de muestras, es necesario tener en cuenta:
e Qué tipo o tipos de muestras tomar para realizar el diagnéstico.

De qué animales tomar las muestras, asi como el nimero minimo de animales
necesario para asegurar que la muestra es suficientemente representativa de la
poblaciéon y los resultados estadisticamente significativos.

e Las condiciones en las que se deben tomar las muestras.

La eleccidn del tipo o tipos de muestra a tomar dependerd de multiples factores, incluyendo
el objetivo del analisis, y la enfermedad o enfermedades que se desea analizar:

e Objetivo del analisis: se deben tomar las muestras adecuadas al objetivo. En el caso
de muestreo para el andlisis de enfermedades infecciosas, es necesario diferenciar
fundamentalmente entre la toma de muestras para analisis histopatoldgico o clinico
(para la identificacién de signos clinicos y de lesiones que puedan contribuir al
diagndstico), analisis de la presencia del agente o agentes, y andlisis seroldgico de la
presencia de anticuerpos.

En cuanto a las enfermedades a analizar, se debe tener en cuenta el tropismo de los
agentes infecciosos, asi como su capacidad de induccion de respuesta inmune
mediada por anticuerpos. Las muestras se tomaran preferiblemente de aquellos
organos, tejidos, o liquidos organicos en los cuales el agente se encuentre presente
con mayor probabilidad, o bien el suero para realizar analisis seroldgicos.

La especie animal en la que tomar las muestras debe ser susceptible a la enfermedad a
analizar. Ademas, para elegir los animales a muestrear se deben tener en cuenta otras
circunstancias relacionadas con los animales, como la presentacidn de signos clinicos. En caso
de presentacién de signos clinicos, las muestras se tomardn con preferencia a partir de
animales enfermos o muertos, lo cual aumentara la probabilidad de presencia del agente o
agentes infecciosos. En cualquier caso, puede resultar conveniente tomar muestras también
a partir de animales sanos, para realizar pruebas epidemioldgicas o bien para obtener valores
basales con fines comparativos.
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Para los analisis seroldgicos, se debe tener en cuenta el estado inmunitario previo del animal
(por ejemplo, los animales vacunados no seran utiles en los programas de centinelaje si
presentan resultados positivos a serologia).

Resulta también fundamental considerar el nUmero minimo de animales a incluir para que la
muestra sea representativa. En programas de vigilancia y seguimiento de la salud animal, se
deben empelar métodos estadisticos para calcular el tamafio muestral, teniendo en cuenta el
nivel minimo de prevalencia que se desea poder detectar asi como el valor de confianza con
que se desea obtener los resultados. El calculo del tamaiio muestral (n) puede realizarse
mediante la siguiente férmula, siendo:

e a el nivel de significacidn (y por tanto siendo 1-a el nivel de confianza)
e plaprevalencia de la enfermedad en la poblacion

e Se lasensibilidad de la prueba

_ In (a)
"“Im{d-p x Se

En cualquier caso, la metodologia estadistica, asi como las férmulas empleadas para calcular
el tamafo muestral, variaran en funcion del objetivo del muestreo, asi como de las
caracteristicas del analisis a realizar.

En cuanto a las condiciones para la toma de muestras, deben ser lo mas estrictas posible para
evitar que estas puedan contaminarse en el origen.

Ademas, es fundamental considerar cuestiones de bienestar animal, procurando minimizar
las molestias ocasionadas a los individuos muestreados y evitar en la medida de lo posible el
sufrimiento de los animales, asi como cuestiones de bioseguridad (evitando la liberacién de
especimenes potencialmente infectados).

Debe evitarse el estrés, las lesiones y el riesgo fisico innecesario a los animales, asi como a las
personas que las manipulen. También se debe tener en cuenta para la obtencién de una
muestra determinada la posible influencia de determinadas sustancias quimicas en el
posterior analisis, asi por ejemplo, el empleo de anestésicos para la contencién de los animales
o los eutanasicos, puede influir en un analisis toxicoldgico; o determinadas anticoagulantes o
conservantes de los tejidos como la heparina, la formalina o el hielo seco pueden influir
negativamente en ciertas pruebas analiticas.

Igual consideracidon merece, la utilizacion de detergentes para la limpieza del material de
obtencién de muestras o de los antisépticos para limpiar la zona del animal de la cual se
obtendrad la muestra. En ambos casos, aunque siempre es importante la asepsia en la
obtencidn de las muestras, tenemos que tener en cuenta que puede igualmente interferir en
los resultados analiticos.

En el caso que se investigue enfermedades de causas desconocidas, deben obtenerse
muestras que sean representativas de las diferentes fases de avance de la enfermedad en una
animal o en la poblacidn (preclinica, clinica, fase de aceptacién crdnica y convalescencia). Un
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conocimiento exhaustivo de la patogenia de la enfermedad que se estd estudiando nos
permitira muestrear los tejidos o liquidos donde con mayor probabilidad se encontrara el
agente infeccioso, saber si hay uno o varios érganos dianas, la duracién y el lugar de la
infeccidn en cada tipo de tejido, la duracién y via de excrecidn, el periodo de tiempo donde la
infeccion es detectable e incluso si ha habido infeccidén en el pasado por la respuesta de los
anticuerpos.

2. TECNICAS DE MUESTREO. TIPOS DE MUESTRAS

Existen diferentes técnicas de muestreo, relacionadas con los diversos tipos de muestras que
se pueden tomar.

Podemos decir que hay tres tipos de muestreo:

» Muestreo probabilistico: es aquel en el que cada muestra tiene la misma probabilidad
de ser elegida.

» Muestreo intencional u opindtico: en el que la persona que selecciona la muestra es
quien procura que sea representativa, dependiendo de su intencién u opinién, siendo
por tanto la representatividad subjetiva.

Muestreo sin norma: se toma la muestra sin norma alguna, de cualquier manera,
siendo la muestra representativa si la poblacién es homogénea y no se producen
sesgos de seleccion.

Nosotros siempre haremos muestreo probabilistico para el andlisis de muestras
laboratoriales, ya que en caso de elegir la técnica adecuada, es el que nos asegura la
representatividad de la muestra y nos permite el calculo de la estimacién de los errores que
se cometen.

Dentro del muestreo probabilistico podemos distinguir entre los siguientes tipos de muestreo:

- Muestreo aleatorio con y sin reemplazo: un muestreo es aleatorio cuando, el proceso de
seleccion de la muestra garantice que todas las muestras posibles que se pueden obtener de
la poblacién tienen la misma probabilidad de ser elegidas, es decir, todos los elementos de la
poblacién tienen la misma posibilidad de ser seleccionados para formar parte de la muestra.
Cuando un elemento es seleccionado, y hemos medido las variables necesarias para el estudio
y puede volver a ser seleccionado, se dice que hacemos un muestreo aleatorio con
reemplazamiento o reposicion. Generalmente recibe el nombre de muestreo aleatorio simple.
En caso de que el elemento no vuelva a formar parte de la poblacién de manera que no puede
volver a ser seleccionado se dice que se ha obtenido la muestra mediante un muestreo
aleatorio sin reposicién o reemplazamiento.

- Muestreo estratificado: este sistema de muestreo, permite dividir a la poblacion en
subpoblaciones, que llamamos estratos, con caracteristicas comunes. Dentro de cada estrato
se hace una seleccidn aleatoria. Nos permite dar a cada estrato la misma probabilidad de estar
en la muestra global.
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En general, el muestreo estratificado proporciona mejores resultados que el muestreo
aleatorio, mientras mas diferentes sean los estratos entre siy mas homogéneos internamente.
- Muestreo por conglomerados: la poblacion se divide en unidades o grupos, llamados
conglomerados (generalmente son unidades o areas en los que se ha dividido la poblacién),
gue deben ser lo mds representativas posible de la poblacién, es decir, deben representar la
heterogeneidad de la poblacidn objeto del estudio y ser entre si homogéneos. El motivo para
realizar este muestreo es que a veces resultaria demasiado costoso realizar una lista completa
de todos los individuos de la poblacién objeto del estudio, o que cuando se terminase de
realizar la lista no tendria sentido la realizacién del estudio. El principal inconveniente que
tiene es que si los conglomerados no son homogéneos entre si, la muestra final puede no ser
representativa de la poblacion.

- Muestreo sistematico: en este método de muestreo, se elige al azar un componente de la
poblacién y el resto se elige a partir de ese componente afadiéndole de un numero
seleccionado de forma sistematica. Ej; x, x+20, x+40...

- Otros tipos de muestreo: El muestreo bietapico es un caso particular de muestreo por
conglomerados en el que en la segunda etapa no se seleccionan todos los elementos del
conglomerado, sino que se seleccionan un determinado nimero de elementos de cada
conglomerado de manera aleatoria. Los conglomerados de primera etapa se denominan
unidades primarias, los de segunda etapa, secundarias. EIl muestreo polietdpico es una
generalizacion del anterior, de manera que cada conglomerado puede estar formado a su vez
por otros conglomerados y asi sucesivamente en varias etapas.

En las muestras analiticas de Sanidad animal, el enfoque de sus técnicas de muestreo es
netamente epidemioldgico.

Este muestreo si su finalidad es la de establecer un diagnéstico, se debera seleccionar aquellos
animales que tengan clinica o que se sospeche claramente de infeccion, y en el caso de la
serologia, que hayan estado infectados. Por eso, se deben obtener las muestras que con
mayor probabilidad den la maxima sensibilidad y especificidad a la investigacién. El buen
conocimiento de la patogenia de la enfermedad nos permitird obtener las muestras y realizar
el muestreo de manera adecuada.

En cambio si la finalidad es la elaboracién de programas de vigilancia, se podria realizar un
muestreo dirigido, basandose en el riesgo, que tenga por finalidad el detectar con la maxima
probabilidad los individuos infectados (mediante un conocimiento adecuado de Ia
epidemiologia de la poblacién); o bien un muestreo aleatorio, donde se eligen al azar los
animales a analizar, nos aseguran que éstos sean representativos de la poblacién (con un
intervalo de confianza), dentro de las limitaciones impuestas por los distintos ambientes y
sistema de produccidn. Es el sistema idéneo para el cédlculo de la prevalencia (nimero de
animales enfermos dentro de una poblacién), el estado inmunitario o la ausencia de
enfermedad.

En muestras analiticas alimentarias, la mayoria de las técnicas de muestreo son aleatorias o
estratificadas.
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Las técnicas de muestreo diferiran entre la toma de muestras a partir de animales vivos y a
partir de necropsias, y a su vez seran diferentes en funcién del tipo de muestra que se desee

tomar.

2.1. EXTRACCION DE SANGRE

La sangre es un tejido liquido sobre el cual se pueden realizar gran cantidad de analisis,
aportando informacion valiosa sobre los procesos fisioldgicos y patoldgicos que tienen lugar
en un animal, pero también sobre la presencia de agentes patdgenos y el estado inmunitario.

La extraccidn de sangre es un método de muestreo que puede ser considerado muy versatil,
ya que, en funcion de la adicibn o no de anticoagulante a la muestra y del
procesamientoposterior, permite la obtencién de diferentes tipos de muestras:

Sangre completa. Se puede emplear para realizar pruebas de detecciéon del agente
(tanto pruebas moleculares como pruebas de aislamiento o siembra y pruebas de
deteccidn inmunoldgica), siempre y cuando se prevea que este puede estar presente
en la sangre (por ejemplo, en la fase de viremia de infecciones viricas). Ademas, se
pueden realizar pruebas clinicas de hematologia para comprobar si existen
alteraciones de los valores fisiolégicos, como pueden ser la presencia de anemia
(caracteristica de algunas enfermedades animales), o neutrofilia (que puede ser
indicativa de una infeccién en curso), entre otros. También es una buena muestra para
la realizacién de analisis genéticos mediante la extraccion de ADN, dada la facilidad
de obtencion de la muestra y su alto contenido en células nucleadas.

Suero. Se obtiene tras la recogida de sangre en tubos sin anticoagulante, de tal
manera que se consuman los factores de la coagulacion y se forme un coagulo,
separandose el suero de los componentes celulares. El suero puede obtenerse
mediante decantacion o bien mediante pipeteo, pudiendo realizarse una fase de
centrifugaciéon previa para garantizar la separacién completa. Se emplea
fundamentalmente para la realizacién de pruebas para detectar la presencia de
anticuerpos, aunque también puede emplearse para realizar pruebas bioquimicas,
con el mismo objetivo que las pruebas clinicas hematoldgicas.

Plasma. Se diferencia del suero en que se recoge en tubos con anticoagulante,
produciéndose la separacion de los componentes celulares de la sangre tras realizar
una centrifugacion suficiente, sin la intervencion de factores de la coagulacién. Lo mas
frecuente es su utilizacién para la realizacidon de pruebas clinicas bioquimicas, siendo
la muestra de eleccién para realizar pruebas de coagulacion (ya que no se pueden
realizar en suero).

Componentes celulares o coagulo sanguineo. Pueden emplearse, en el campo de la
sanidad animal, para la realizacién de pruebas de presencia de agentes infecciosos.
Ademas, también pueden emplearse para la extraccion de ADN para analisis genéticos.
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La recogida debe realizarse en condiciones de asepsia, realizando primero el rasurado y el
tratamiento con antisépticos de la zona a puncionar. La técnica mas frecuente para la
extraccion es la venopuncidn del animal vivo, siendo empleada en menor medida la puncién
arterial. En funcion de la especie animal, otros factores como su edad o tamaiio, y de las
condiciones de las que se disponga para realizar el muestreo (por ejemplo, la disposicion de
mangas de manejo), se puede realizar la extraccion a partir de las venas yugular, caudal,
braquial, cefalica, mamaria o cava.

Tras la recogida, se debe tratar la muestra con sumo cuidado para evitar causar hemdlisis.

La conservacion puede realizarse en refrigeracién, o en congelacion en el caso de los sueros.

2.2. RECOGIDA DE OTROS LiQUIDOS ORGANICOS

En ocasiones, puede resultar de interés la recogida de otros tipos de liquidos organicos,
fundamentalmente en el caso de presentacion de signos clinicos. Algunos de estos casos
pueden incluir:

e Cuadros clinicos que cursan con presencia de liquidos organicos libres en cavidades
(ascitis, derrame pleural...).

Cuadros clinicos con lesiones purulentas, pudiendo obtenerse dicho pus mediante
puncioén.

Los liquidos vesiculares presentes en lesiones de este tipo resultan una fuente muy
concentrada de agentes patdgenos. Puede obtenerse a partir de vesiculas que se
presenten integras mediante puncion.

Ademas, hay otros tipos de liquidos organicos, no relacionados de forma directa con la
sintomatologia clinica, que también pueden resultar de interés ante determinados cuadros:

e La orina puede ser una muestra de interés en caso de sospecha de determinados
agentes, como la Leptospira, o en caso de presentarse sintomatologia compatible con
infecciones renales o del tracto urinario.

La leche puede obtenerse de forma individual o bien como muestras del tanque de
leche. Para su obtencién directamente de los animales se debe realizar la limpieza del
pezdén y su secado previo, y desechar el primer chorro extraido. Las condiciones de
conservacion requeridas dependeran del tipo de analisis a realizar.

Las secreciones nasales y la saliva también pueden resultar muestras de gran interés,
recogidas directamente mediante el uso de tubos de diferente calibre.

Se pueden emplear muestras de semen obtenidas mediante estimulacidn artificial.

Ademas, pueden obtenerse muestras a partir del lavado broncoalveolar, vulvar o
prepucial.
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En caso de sospecha de enfermedades infecciosas, todas estas muestras pueden emplearse
para realizar pruebas de deteccion del agente. Ademas, obtener informacién sobre el tipo de
liquido también puede proporcionar claves sobre los aspectos clinicos de la infeccion.

La técnica de muestreo dependera del tipo de muestra, existiendo gran variabilidad en
funcidn de los diferentes liquidos organicos mencionados.

En el caso del liquido libre en cavidades o de la orina pueden obtenerse mediante puncién,
que ademas puede ser ecoguiada para una mayor precision. Resulta fundamental que las
condiciones de asepsia sean estrictas para garantizar que no se dan contaminaciones,
debiendo rasurar y aplicar antisépticos en la zona antes de realizar la puncién.

La orina también puede obtenerse mediante miccidon espontanea de los animales o mediante
sondaje, aunque resulta una muestra menos informativa para la realizacién de estudios
bacterioldgicos por la presencia de bacterias en el tracto urinario y por tanto la alta
probabilidad de contaminacién.

Para la obtencidn de secreciones nasales y de saliva pueden emplearse utensilios de
muestreo especificos, como las sondas esofdgicas.

2.3. HISOPADO Y RASPADO

El hisopado y el raspado son, asimismo, técnicas de muestreo altamente versatiles, que
permiten la obtencion de un gran nimero de muestras diferentes.

Se puede realizar el muestreo por hisopado, entre otros, de muestras oculares, oéticas, de
mucosa oral, nasales o faringeas, fecales, uretrales, vulvares, vaginales o prepuciales.

En cuanto al raspado, puede realizarse para la obtencidén de muestras epiteliales superficiales
(por ejemplo para la deteccidn de ectoparasitos o para la identificacion de lesiones
epidérmicas), u oculares.

En general, los hisopos deberan mantenerse humedos tras la recoleccion de la muestra, para
lo cual se deben introducir en un volumen adecuado del medio de transporte determinado en
funcién de la prueba o pruebas a realizar (normalmente, solucidn salina fisioldgica o medios
de cultivo especificos liquidos).

2.4. NECROPSIA

Las necropsias son muy utiles para la realizacién de pruebas diagndsticas, ya que no solo
permiten la obtencién de muestras para el diagndstico laboratorial, sino que ademas resultan
utiles para la identificacion de lesiones que pueden ayudar a identificar el agente o agentes
involucrados en su produccion.

La necropsia debe realizarse por veterinarios y especialistas en anatomia patoldgica
cualificados para llevar a cabo dichas investigaciones post-mortem.
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La necropsia puede llevarse a cabo bien en campo o bien en un laboratorio designado tras el
desplazamiento hasta el mismo de los érganos o del caddver completo. En ambos casos, se
deben seguir de forma exhaustiva los procedimientos de bioseguridad y biocontencion
pertinentes, garantizando asi la seguridad y minimizando la probabilidad de liberacién de
agentes infecciosos al ambiente, pero también la ausencia de contaminacién de las muestras.
Los tejidos y liquidos obtenidos deberdn introducirse en recipientes (con o sin agentes
conservantes, en funcién del objetivo del analisis) que puedan ser descontaminados. Ademas,
es fundamental que el personal que las lleve a cabo use equipos de proteccion personal y ropa
adecuada de trabajado, desechable o que pueda descontaminarse.

Las muestras obtenidas pueden corresponder a uno o varios érganos (completos o bien
regiones de los mismos) o liquidos organicos. Deben conservarse para su analisis laboratorial
bien empleando conservantes (como la formalina), siempre que estos sean compatibles con
el andlisis a realizar, o bien mediante su mantenimiento en refrigeracidon constante.

2.5. OTRAS TECNICAS DE MUESTREO

Existen otras multiples técnicas de muestreo, que pueden ser relativamente frecuentes en
funcién de la especie animal de la que se trate, y que dependeran del tipo de muestra que se
desea obtener. Algunos tipos de muestras frecuentemente empleadas incluyen:

e Heces. Pueden obtenerse del ambiente, siempre y cuando sean recientes, o bien
directamente a partir del recto o cloaca. Pueden obtenerse mediante su recogida
directa o mediante hisopado rectal, en cuyo caso el hisopo debera conservarse
correctamente empleando el liquido de transporte correspondiente. Ademas, en
algunos casos particulares, pueden obtenerse directamente del suelo de las
explotaciones empleando calzas. Se trata de muestras de alto valor cuando se
sospecha de agentes con tropismo por el sistema digestivo.

e Animales completos, como en el caso de las abejas meliferas (pudiendo recogerse
abejas moribundas o muertas recientemente, asi como vivas para su sacrificio
mediante congelacidn), o animales acuaticos (fundamentalmente animales letargicos
o que naden en la superficie o los margenes de los tanques, aunque segun el objetivo
del andlisis también pueden recogerse animales aparentemente sanos).

Huevos en el caso de especies oviparas, plumas y pelo.

Muestras ambientales, obtenidas de la cama de los animales o del pienso que
consumen, por ejemplo.

3. REMISION DE MUESTRAS AL LABORATORIO

El envio de muestras al laboratorio debe realizarse bajo las condiciones determinadas de
conservacion en funcién del tipo de muestras de que se trate, pudiéndose realizar el envio a
bajas temperaturas para aquellas muestras que lo requieran.
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El embalaje debera cumplir con lo dispuesto en la normativa vigente para el transporte de
mercancias peligrosas (ADR, Acuerdo Europeo sobre Transporte Internacional de Mercancias
Peligrosas por Carretera), e incluir en el mismo una referencia al cédigo UN correspondiente
a la categoria de muestras que se desea enviar.

Ademas, es fundamental que la ruta se planifique de tal manera que se garantice que las
muestras pasan en transito el menor tiempo posible, evitando una posible degradacién de las
mismas.

En cuanto a la identificacidon de las muestras, debe ser clara y facilmente visible, y realizarse
empleando métodos apropiados. Asi, la metodologia empleada para realizar el marcaje debe
poder resistir las condiciones en que se encontrard la muestra (incluyendo condiciones de
humedad y congelacion), asi como su uso y manipulacién.

Las muestras deberan ir acompafiadas sobre informacidén sobre su procedencia, los datos de
contacto del remitente, y los datos epidemioldgicos conocidos. La documentacion debe
enviarse incluida en un sobre de plastico en el exterior del paquete, y debe incluirse también
una copia entre el envase secundario y el envase externo.

En cuanto al caso, debe incluirse informacidn acerca de:
e Los agentes patégenos sospechosos y las pruebas que se solicitan al laboratorio
La especie, raza, sexo, edad e identificacién inequivoca de los animales muestreados

Historial del caso, incluyendo la presencia o ausencia de signos clinicos y su duracion,
los hallazgos de los examenes ante y post-mortem, y la fecha de los primeros casos
detectados

Ademas, y especialmente en caso de enviarse multiples muestras en el mismo envio, deberd
adjuntarse un listado de contenidos.

4. MANIPULACION DE MUESTRAS
4.1. MANIPULACION DE MUESTRAS EN SU RECEPCION

La recepcion, desembalado y alicuotado de las muestras debe realizarse evitando la
posibilidad de contaminacidon cruzada y la exposicidn a los potenciales agentes del personal
encargado de realizar estas operaciones. Ademas, para establecer las condiciones en que se
manipularan los agentes a su llegada al laboratorio, se debera realizar una evaluacién del
riesgo y garantizar que el personal ha recibido una formacién adecuada al respecto. Siempre
gue sea posible, se procurara que el personal esté informado de la llegada de muestras de
material biolégico.

La zona de recepcion de muestras debe estar equipada para garantizar la seguridad a lo largo
de la primera fase de manipulacién y procesado de los envios, evitar la contaminacién de la
zona de trabajo y prevenir la contaminacién cruzada entre las muestras recibidas, sobre todo
entre aquellas provenientes de envios diferentes. Ademas, la zona debe estar disefiada para
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facilitar su desinfeccion, lo cual resulta esencial en caso de que el embalaje de la muestra
presente fugas. Asi, debe contar con una zona dedicada en exclusiva al desembalado de los
paquetes recibidos cuyas superficies deben ser faciles de limpiar, y que debe incluir cabinas
de bioseguridad. Por otro lado, se debe contar con equipos para el registro de las muestras,
incluyendo ordenadores, impresoras o cuadernos de registro. En caso de recibirse muestras
identificadas mediante sistemas de cédigo de barras, serd fundamental ademas disponer de
un lector que permita su implementacién. El desembalado debe realizarse de acuerdo a los
procedimientos en vigor a tal fin en el laboratorio, empleando los equipos de proteccién
correspondientes, y los paquetes deben permanecer cerrados hasta que este tenga lugar.

En cuanto al registro de las muestras, debe incluir informacién acerca de la procedencia, la
fecha de envio, el estado del embalaje externo e interno, el estado de la muestra, o la
temperatura a la que se encuentra el envase interno en el momento de la recepcién.

Una vez comprobado que la informacion que acompafia las muestras es correcta, y que estas
se encuentran en buen estado, estas se podran transferir a la zona apropiada del laboratorio.
Solamente podran transferirse las muestras contenidas en un recipiente adecuado y que
hayan sido debidamente registradas.

4.2. ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Para llevar a cabo estudios posteriores, asi como para poder contar con un banco de
muestras que puedan servir como material de referencia, y especialmente en el caso de
muestras de alto valor biolégico, estas se deberan almacenar de forma que se garantice su
correcta conservacion, y deberdn identificarse de forma inequivoca y con suficiente
informacidn para caracterizar la muestra por completo.

El método de conservacion de muestras incluyendo tejidos, liquidos y cultivos, dependera del
uso que se desee darle a dicha muestra. Ademas, debera tenerse en cuenta la frecuencia
esperada de uso, preparandose alicuotas de aquellas muestras que se prevea que se van a
utilizar de forma mas frecuente. Asi, se pueden evitar problemas relacionados con las
fluctuaciones de temperatura o la degradacién por exposicion a radiacién ultravioleta.

Para conservar al maximo la integridad de las muestras, deberan protegerse de ciertas
condiciones ambientales como la desecacidn, los cambios frecuentes de temperatura, la
exposicidén a rayos ultravioletas, la contaminacion o la posible pérdida de la identificacion.
Ademas, resulta interesante almacenar las muestras de mayor valor biolégico en al menos dos
lugares distintos y en diferentes condiciones de conservacién.

El almacenamiento a temperaturas ultrabajas se considera el método éptimo para el
almacenamiento a largo plazo, mientras que las temperaturas de congelacién se consideran
adecuadas para la conservacién de muestras durante periodos de 5-10 afios. En cualquier
caso, las condiciones de temperatura y el tiempo durante el cual las muestras conservan sus
propiedades en dichas condiciones dependeran en gran medida del tipo de muestra o la
presencia de determinados agentes en las mismas. Ademas, se debe tener en cuenta la
rapidez de congelacidn, el tamano y densidad del material, y los medios de almacenamiento.
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Todas las muestras almacenadas en el laboratorio deben estar correctamente identificadas y
se debe disponer de suficientes datos de las mismas. Ademads, debe ser posible acceder de
forma sencilla a los datos disponibles para las muestras, asi como, si es posible, a resultados
anteriores.

Ademas, en el mantenimiento de muestras en almacenamiento resulta fundamental tener en
cuenta consideraciones sobre bioseguridad, biocontencion y bioproteccion.
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1. INTRODUCCION

Los aminodacidos son los componentes fundamentales de las proteinas,
biomoléculas estas ultimas de interés en las organizaciones estructurales y
funcionales de células y tejidos. Téngase en cuenta que todas las enzimas,
fundamentales para las reacciones bioquimica, y todos los anticuerpos,
esenciales en los procesos de inmunidad, son proteinas y se encuentran por
tanto constituidos por aminoacidos.

Los aminoacidos y las proteinas son los pilares fundamentales de la vida.

2. AMINOACIDOS
2.1 CONCEPTO

Los aminoacidos son moléculas orgdnicas de bajo peso molecular que se
combinan para formar proteinas, y estan formados por atomos de carbono
(C), nitrégeno (N), hidrégeno (H) y oxigeno (O). Asi mismo, algunos, como la
metionina y cisteina, contienen azufre (S).

Cuando las proteinas se digieren o se descomponen, los aminodacidos se
acaban. Los organismos utilizan los aminoacidos para producir proteinas con
el fin de ayudar al organismo a:

Descomponer los alimentos.

Reparar las células.

Desarrollar y reparar musculos y huesos
Proporcionar energia.

Regular procesos metabdlicos.

La férmula general de un aminoécido es:
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https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/002467.htm

Derivados de acidos carboxilicos, se caracterizan por poseer un grupo carboxilo (—COOH)
y un grupo amino (—NH2) que se unen al mismo carbono (carbono a). Las otras dos
valencias del carbono se saturan con un atomo de H y con un grupo variable denominado
radical (-R). Este radical determina las propiedades quimicas y bioldgicas de cada
aminodacido.

Tridimensionalmente el carbono = presenta una configuracién tetraédrica en la que el
carbono se dispone en el centro y los cuatro elementos que se unen a él ocupan los vértices.
Cuando en el vértice superior se dispone el -COOH y se mira por la cara opuesta al grupo R,
segun la disposicion del grupo amino (-NH;) a la izquierda o a la derecha del carbono = se
habla de "c:-L-aminodacidos o de "=-D-aminoacidos respectivamente. En las proteinas sélo
se encuentran aminoacidos de configuracion L.

2.2 CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

Los aminodcidos se diferencian entre si por la estructura de la cadena lateral R. Los distintos
aminodcidos que componen las proteinas son 20. La combinacion de éstos da lugar a todas
las proteinas. Hay 100,000 tipos de proteinas que se componen de solo 20 aminoacidos.

Los aminodcidos son sustancias anféteras. Una sustancia anfétera es aquella que es capaz
de comportarse como un acido o como una base dependiendo del medio en el que se
encuentre. Los aminodcidos en la naturaleza se encuentran libres o formando parte de las
proteinas.

B
| Hidréfobos
/

/
/ A Hidréfilos
Segun la polaridad (c’/ \
| del radical N )
\ Y Acidos

\
\ -
\

\

\ Basicos

Aminoacidos -
Acidos

Alifsticos & Basicos

/

Seglin la estructura )/’
del radical N |

\
N\
\

N
Arométicos Neutros

1 Heterociclicos

> Segln la estructura del radical:

¢ Aminoacidos alifaticos. Son los aminoacidos en los que el radical R es una cadena
hidrocarbonada abierta, que puede tener, ademas, grupos —COOH y —NH2. Los
aminodcidos alifaticos se clasifican en neutros, acidos y bésicos.
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- Neutros. Si el radical R no posee grupos carboxilo ni amino.

- Acidos. Si el radical R presenta grupos carboxilo, pero no amino.

- Basicos. Si el radical R tiene grupos amino, pero no grupos carboxilo

e Aminodcidos aromaticos. Son aquellos cuyo radical R es una cadena cerrada,
generalmente relacionada con el benceno.

e Aminodcidos heterociclicos. Aquellos cuyo radical R es una cadena cerrada,
generalmente compleja y con algunos atomos distintos del carbono y del hidrégeno.

» Segun la polaridad: acidos, basicos, polares y apolares o hidrofébicos.

Los aminoacidos que un organismo no puede sintetizar y, por tanto, tienen que ser
suministrados con la dieta se denominan aminoacidos esenciales; y aquellos que el
organismo puede sintetizar se llaman aminoacidos no esenciales.

Cada especie animal puede sintetizar sélo algunos de los aminodcidos que necesita para
formar proteinasy, por lo tanto, depende de la dieta paraincorporar aquellos que no puede
sintetizar. Esos aminodcidos se los considera esenciales y no porque sean los Unicos
necesarios para la vida de la especie, sino porque deben estar incluidos en la dieta. Cada
especie, tiene su grupo de aminodcidos esenciales propios. Los organismos heterdtrofos
pueden sintetizar la mayoria de los aminodcidos esenciales.

Los aminodcidos esenciales para la mayoria de animales son: arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina. Todos
estos participan en diversos procesos como la sintesis de proteinas de los tejidos, la leche,
los huevos o la sintesis de otros metabolitos corporales.

La cisteina y la tirosina se consideran aminoacidos semi esenciales. Es importante saber
que la cisteina puede ser sintetizada a través de la metionina y la tirosina se puede
sintetizar a través de la fenilalanina.

Sin embargo, tanto los aminodcidos esenciales como los no esenciales juegan un papel
importante para mantener la vida.

2.3 ESTRUCTURA DE LOS AMINOACIDOS

Los aminodacidos son compuestos sdlidos; incoloros; cristalizables; de elevado punto de
fusidon (habitualmente por encima de los 2002C); solubles en agua; con actividad optica y
con un comportamiento anfdtero.

Todos los aminoacidos, salvo la glicocola o glicina, presentan el carbono a asimétrico, ya
gue estd enlazado a cuatro radicales diferentes: un grupo amino, un grupo carboxilo, un
radical Ry un hidrégeno. Debido a esta caracteristica, los aminodcidos presentan actividad
Optica, es decir, son capaces de desviar el plano de luz polarizada que atraviesa una
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disoluciéon de aminodcidos. Si un aminodcido desvia el plano de luz polarizada hacia la
derecha, se denomina dextrdgiro (+), y si lo hace hacia la izquierda, levégiro (—). (No
confundir con L-aa y D-aa).

Estados idnicos pKa

El comportamiento anfétero se refiere a que, en disolucidén acuosa, los aminodcidos son
capaces de ionizarse, dependiendo del pH, como un acido (cuando el pH es basico), como
una base (cuando el pH es 4cido) o como un acido y una base a la vez (cuando el pH es
neutro). En este ultimo caso adoptan un estado dipolar iénico conocido como zwitterién.

La glicina se caracteriza por dos pKa: uno corresponde a la posicién mas acida (pKal) y el
otro a la menos acida (pKa2). Otros aminoacidos con cadenas laterales neutras presentan
valores de pKa similares a los de la glicina.

El pH en el cual un aminoacido tiende a adoptar una forma dipolar neutra (igual nimero de
cargas positivas que negativas) se denomina Punto Isoeléctrico. La solubilidad en agua de
un aminodcido es minima en su punto isoeléctrico, corresponde a un maximo en la
concentracion del zwitterion.

Aminodcido Tipo Abreviatura pK,, (-COOH) pK.:(-MH;) | pKi(R)| pl
Glicina GLU 2,34 9,73 6,06
Alanina ALA 2,35 9,69 6,02
valina VAL 2,32 9,62 5,97
Leucina Meutros apolares LEU 2,36 9,64 6,00
2,36 9,68 6,02
2,28 9,21 2,73
1,99 10,60 6,30
1,83 9,29 5,53
2,20 9,11 5,65
2,38 9,39 5,89
2,21 9,15 5,68
1,96 10,28 5,07
2,71 9,62 6,16
2,02 8,80 5,41
2,17 9,13 5,65
2,09 9,82 3,86 | 2,97
2,19 9,67 4,25 3,22
2,18 8,95 10,53 9,74
2,17 9,04 12,48 | 10,70
1,82 9,17 6,00 7.58

Isoleucina ILE
Metionina MET
Prolina PRO
Fenilalanina PHE
Tirosina MNeutros arométicos TRY
Triptéfano TRP
Serina SER
Cisteina CYS
Treonina Meutros polares TRE
Asparagina ASG
Glutamina GLM
.L}cido aspartico Acidos ASP
Acido glutdmico GLU
Lisina LYS
Arginina Basicos ARG
Histidina HIS

T|m|=mlo(pglz|d|la|lv |2 |<|n|o|Z2|-|—|<|p|o

Aguellos aminoacidos que poseen cadenas laterales que contienen grupos acidos o basicos
se caracterizan mediante tres valores de pKa. El valor del pKa extra (puede ser pKa2 o pKa3)
refleja la naturaleza de la funcién presente en la cadena lateral.

Los puntos isoeléctricos de estos aminodacidos se encuentran a medio camino entre los
valores de los pKa del monocatién y del monoanion.
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Las propiedades acido-base de la cadena lateral de los aminoacidos son importantes tanto
para las propiedades de las proteinas que los contienen como para el analisis de mezclas
de aminodcidos que pueden ser separados en base a su capacidad para dar o aceptar
protones.

2.4 UNION ENTRE AMINOACIDOS

v' Los enlaces quimicos de tipo amidico entre aminodacidos se denominan enlaces
peptidicos y a las cadenas formadas, péptidos.

v' Siel nimero de aminodcidos que forma un péptido es dos, se denomina dipéptido, si es
tres, tripéptido, si es de cuatro, tetrapéptido, etc.

v' Siesinferior a 50 (10 segun que textos) se habla de oligopéptido, y si es superior a 50
se denomina polipéptido.

v" Sélo cuando un polipéptido se halla constituido por mas de cincuenta moléculas de
aminodcidos o si el valor de su peso molecular excede de 5 000 se habla de proteina.

Union entre aminoacidos

Unién Peptidica

N\ OH

+H,0 | CONDENSACION

Los aminodcidos se unen entre si mediante uniones peptidicas para formar
cadenas lineales no ramificadas.

2.5 ENLACE PEPTIDICO.

1. En un enlace peptidico, los atomos del grupo carboxilo y del grupo amino se sitlan en
un mismo plano, con distancias y angulos fijos.

2. Los grupos de aminoacidos unidos por este enlace se denominan residuos para resaltar
la pérdida de una molécula de agua en cada enlace.
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3. El amino libre de un extremo y el carboxilo libre del otro extremo de la cadena reciben
el nombre de N-terminal y C-terminal respectivamente. Por convenio, los aminoacidos se
numeran desde el N-terminal.

4. El enlace peptidico tiene un comportamiento similar al de un enlace doble, es decir,
presenta una cierta rigidez que inmoviliza en un plano los dtomos que lo forman.

5. Ademas es un enlace mds corto que otros enlaces C-N. Esto le impide girar libremente,
los Unicos enlaces que pueden girar son los Ca-Cy los Ca-N que no corresponden al enlace
peptidico.

3. PROTEINAS
3.1 CONCEPTO

La palabra proteina viene del griego protos que significa "lo mas antiguo, lo primero”. Las
proteinas son biopolimeros (macromoléculas orgdnicas) de elevado peso molecular;
compuestos quimicos muy complejos que se encuentran en todas las células vivas.

Hay ciertos elementos quimicos que todas ellas poseen, pero los diversos tipos de proteinas
los contienen en diferentes cantidades.

Estan constituidas bdsicamente por carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno
(N); aunque pueden contener también azufre (S) y fésforo (P) y, en menor proporcién,

hierro (Fe), cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (Y). Se distinguen quimicamente de los lipidos
y de los hidratos de carbono por contener nitrégeno.

Las proteinas son las moléculas organicas mdas abundantes en las células; constituyen
alrededor del 50% de su peso seco o mas en algunos casos.

Una bacteria puede tener cerca de 1000 proteinas diferentes, pero en una célula humana
puede haber 10.000 clases de proteinas distintas.

Son polimeros de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Una proteina puede
contener varios cientos o miles de aminoacidos y la disposicién o secuencia de estos
aminodacidos determina la estructura y la funcion de las diferentes proteinas. Es asi que una
molécula de proteina puede tener miles de aminoacidos en diferentes combinaciones, lo
gue provee a cada proteina de propiedades Unicas. Los aminoacidos se unen entre si
originando péptidos. Segun su tamafio molecular, pueden ser oligopéptidos, formados por
no mas de 10 aminoacidos y polipéptidos, constituidos por mas de 10 aminoacidos. Cuando
el ndmero de aminoacidos supera los 50 y el polipéptido tiene una estructura
tridimensional especifica, entonces se habla propiamente de proteinas.

3.2 FUNCIONES DE LAS PROTEINAS

-ENZIMAS
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Es la funcién mas importante.

e las enzimas son las proteinas mas numerosas y especializadas y actian como
biocatalizadores de las reacciones que constituyen el metabolismo celular.

¢ Se diferencian de los catalizadores no bioldgicos porque las enzimas son especificas de la
reaccidon que catalizan y de los sustratos que intervienen en ellas.

- Estructurales
Es una de las funciones mas caracteristicas:
e Algunas glucoproteinas forman parte de las membranas celulares.

e Otras proteinas forman el citoesqueleto de las células, las fibras del huso, de los cilios y
flagelos.

e Histonas forman parte de los cromosomas eucariotas.

e (Coldgeno, que mantiene unidos los tejidos animales y forma los tendones y la matriz de
los huesos vy cartilagos.

e Flastina, en el tejido conjuntivo eldstico (ligamentos paredes de vasos sanguineos).

e la queratina, que se sintetiza en la epidermis y forma parte de pelos, uiias, escamas de
reptiles, plumas, etc.

e La fibroina, que forma la seda y las telas de arafias. Es una disolucion viscosa que
solidifica rapidamente al contacto con el aire.

-Transporte

Ademas de las proteinas transportadoras de las membranas, existen otras extracelulares
gue transportan sustancias a lugares diferentes del organismo.

e Hemoglobina, la hemocianina y la mioglobina del musculo estriado.

* Los citocromos transportan electrones en la cadena respiratoria (mitocondrias) y en la
fase luminosa de la fotosintesis (cloroplastos).

e Laseroalbumina transporta acidos grasos, farmacos y productos tdxicos por la sangre.

e Las lipoproteinas transportan el colesterol y los triacilglicéridos por la sangre.

-Motora /contractil

El movimiento y la locomocion en los organismos unicelulares y pluricelulares dependen
de las proteinas contractiles: la dineina, en cilios y flagelos, la actina y miosina,
responsables de la contraccién muscular.
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-Almacenamiento

En general, las proteinas no se utilizan para la obtencién de energia. No obstante, algunas
como la ovoalbumina de la clara de huevo, la caseina de la leche o la gliadina de la semilla
de trigo, son utilizadas por el embridn en desarrollo como nutrientes.

-Anticongelante

Las proteinas intracelulares y del medio interno intervienen en el mantenimiento del
equilibrio osmético en coordinacién con los tampones.

-Defensa

Inmunoglobulina, trombina y fibrindgeno.

-Hormonal

Insulina y glucagdén. Hormona del crecimiento segregada por la hipdfisis. Calcitonina.
-Homeostasis

Las proteinas intracelulares y del medio interno intervienen en el mantenimiento del
equilibrio osmdtico en coordinacién con los tampones

3.3 CLASIFICACION DE PROTEINAS
-Holoproteinas: Formadas solamente por aminodcidos. Se clasifican en:

1. Fibrosas. Mas simples que las globulares. Forman estructuras alargadas, ordenadas en
una sola dimensién, formando haces paralelos. Son responsables de funciones
estructurales y protectoras.

Tenemos: Colagenos: en tejidos conjuntivos, cartilaginosos, Queratinas: En formaciones
epidérmicas: pelos, uias, plumas, cuernos, Elastinas: En tendones y vasos sanguineos
Fibroinas: En hilos de seda, (arafias, insectos).

2. Globulares. Mas complejas que las fibrosas. Forman estructuras compactas, casi
esféricas, solubles en agua o disolventes polares. Son responsables de la actividad celular.

Prolaminas: Zeina (maiza),gliadina (trigo), hordeina (cebada), Gluteninas: Glutenina
(trigo), orizanina (arroz). Albuminas: Seroalbumina (sangre), ovoalbumina (huevo),
lactoalbumina (leche) Hormonas: Insulina, hormona del crecimiento, prolactina, tirotropina
Enzimas: Hidrolasas, Oxidasas, Ligasas, Liasas, Transferasas.

-Heteroproteinas: Formadas por una fraccion proteinica y por un grupo no proteinico, que
se denomina "grupo prostético”. Se clasifican segun la naturaleza del grupo prostético en:

1. Glucoproteinas: ribonucleasa mucoproteinas, anticuerpos, hormona luteinizante

2. Lipoproteinas: De alta, baja y muy baja densidad, que transportan lipidos en la sangre
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3. Nucleoproteinas: Nucleosomas de la cromatina, ribosomas, histonas y protaminas de
eucariotas.

4. Cromoproteinas: Pueden ser de dos tipos:

a) Porfirinicas. Hemoglobina, mioglobina que transportan oxigeno, citocromos, que
transportan electrones

b) No porfirinicas como la hemocianina (pigmento respiratorio de crustdceos y moluscos,
de color azul y que contiene cobre)

5. Fosfoproteinas: Tienen PO4Hs en el grupo prostético. La caseina de la leche.

Proteinas filamentosas

Holoproteinas :
Proteinas globulares

Cromo proteinas

PROTEINAS Glucoproteinas

Heteroproteinas Lipoproteinas

Nucleoproteinas

Fosfoproteinas

3.4 PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS

Las propiedades de las proteinas dependen sobre todo de los radicales R libres y de que
éstos sobresalgan de la molécula y, por tanto, tengan la posibilidad de reaccionar con otras
moléculas.

El conjunto de aminodacidos de una proteina cuyos radicales poseen la capacidad de unirse
a otras moléculas y de reaccionar con éstas se denomina centro activo de la proteina.

3.4.1 SOLUBILIDAD

Las proteinas son solubles en agua cuando adoptan una conformacidon globular. La
solubilidad es debida a los radicales (-R) libres de los aminodacidos que, al ionizarse,
establecen enlaces débiles (puentes de hidrégeno) con las moléculas de agua. Asi, cuando
una proteina se solubiliza queda recubierta de una capa de moléculas de agua (capa de
solvatacion) que impide que se pueda unir a otras proteinas lo cual provocaria su
precipitacion (insolubilizacion). Esta propiedad es la que hace posible la hidratacion de los
tejidos de los seres vivos.

La solubilidad depende del pH, temperatura, concentracidon idnica... A pesar de ser
solubles, la mayoria de las membranas bioldgicas son impermeables al paso de proteinas.
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3.4.2 DESNATURALIZACION Y RENATURALIZACION

La desnaturalizacidn de una proteina se refiere a la ruptura de los enlaces que mantenian
sus estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria, conservandose solamente la primaria.
En estos casos las proteinas se transforman en filamentos lineales y delgados que se
entrelazan hasta formar compuestos fibrosos e insolubles en agua.

Los agentes que pueden desnaturalizar a una proteina pueden ser: calor excesivo;
sustancias que modifican el pH; alteraciones en la concentracidn; alta salinidad; agitacion
molecular; etc... El efecto mas visible de éste fendmeno es que las proteinas se hacen
menos solubles o insolubles y que pierden su actividad bioldgica.

La mayor parte de las proteinas experimentan desnaturalizaciones cuando se calientan
entre 50 y 60 9C; otras se desnaturalizan también cuando se enfrian por debajo de los 10 a
15 oC.

La desnaturalizacion puede ser reversible (renaturalizacién) pero en muchos casos es
irreversible.

3.4.3 ESPECIFICIDAD

Es una de las propiedades mds caracteristicas y se refiere a que cada una de las especies
de seres vivos es capaz de fabricar sus propias proteinas (diferentes de las de otras

especies) y, aun, dentro de una misma especie hay diferencias proteicas entre los distintos
individuos. Esto no ocurre con los glicidos y lipidos, que son comunes a todos los seres
Vivos.

La enorme diversidad proteica interespecifica e intraespecifica es la consecuencia de las
multiples combinaciones entre los aminodcidos, lo cual estd determinado por el ADN de
cada individuo.

La especificidad de las proteinas explica algunos fendmenos bioldgicos como: la
compatibilidad o no de trasplantes de érganos; injertos biolégicos; sueros sanguineos; etc...
o los procesos alérgicos e incluso algunas infecciones.

3.4.4 CAPACIDAD AMORTIGUADORA

Las proteinas, al estar constituidas por aminoacidos, tienen un comportamiento anfétero
y esto las hace capaces de neutralizar las variaciones de pH del medio, ya que pueden
comportarse como un acido o una base y por tanto liberar o retirar protones (H*) del medio
donde se encuentran.

Pagina 12 de 21




3.5 ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

La estructura tridimensional de una proteina es un factor determinante en su actividad
bioldgica. Tiene un caracter jerarquizado, es decir, implica unos niveles de complejidad
creciente que dan lugar a 4 tipos de estructuras: primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria.

Cada uno de estos niveles se construye a partir del anterior.

La estructura primaria esta representada por la sucesién lineal de aminoacidos que forman
la cadena peptidica y, por lo tanto, indica qué aminoacidos componen la cadena y el orden
en que se encuentran. El ordenamiento de los aminoacidos en cada cadena peptidica, no
es arbitrario sino que obedece a un plan predeterminado en el ADN.

Esta estructura define la especificidad de cada proteina.

La estructura secundaria estd representada por la disposicién espacial que adopta la
cadena peptidica (estructura primaria) a medida que se sintetiza en los ribosomas. Es
debida a los giros y plegamientos que sufre como consecuencia de la capacidad de rotacién
del carbono y de la formacion de enlaces débiles (puentes de hidrégeno).

Los tipos de estructuras secundarias mds comunes son la hélice-a y la hoja o lamina
plegada B. Ambas estructuras mantienen su forma mediante puentes de hidrégeno que
se establecen entre los grupos -CO- y -NH- del enlace peptidico. En este caso, el -CO- actua
como aceptor de H y el NH como donador de H, de esta manera, la cadena polipeptidica
adoptara conformaciones de mayor estabilidad.

La estructura secundaria en a-hélice se forma al enrollarse helicoidalmente sobre si misma
la estructura primaria.

La estructura terciaria esta representada por los superplegamientos y enrrollamientos de

la estructura secundaria, constituyendo formas tridimensionales geométricas muy
complicadas que se mantienen por enlaces fuertes (puentes disulfuro entre dos cisteinas)
y otros débiles (puentes de hidrégeno; fuerzas de Van der Waals; interacciones idnicas e
interacciones hidrofébicas).

Desde el punto de vista funcional, esta estructura es la mas importante pues, al alcanzarla
es cuando la mayoria de las proteinas adquieren su actividad bioldgica o funcion.

Muchas proteinas tienen estructura terciaria globular caracterizada por ser solubles en
disoluciones acuosas, como la mioglobina o muchos enzimas. Las conformaciones
globulares se mantienen estables por la existencia de enlaces entre los radicales R de los
aminoacidos.

Las funciones de las proteinas dependen del plegamiento que adopten.
Esta estructura esta altamente influenciada por la estructura primaria.

Sin embargo, no todas las proteinas llegan a formar estructuras terciarias. En estos casos
mantienen su estructura secundaria alargada dando lugar a las Ilamadas proteinas
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filamentosas, que son insolubles en agua y disoluciones salinas siendo por ello idéneas para
realizar funciones esqueléticas. Entre ellas, las mds conocidas son el coldgeno de los huesos
y del tejido conjuntivo; la queratina del pelo, plumas, uiias, cuernos, etc...; la fibroina del
hilo de seda y de las telarafias y la elastina del tejido conjuntivo, que forma una red
deformable por la tension.

La estructura cuaternaria estd representada por el acoplamiento de varias cadenas
polipeptidicas, iguales o diferentes, con estructuras terciarias (protomeros) que quedan
autoensambladas por enlaces débiles, no covalentes. Esta estructura no la poseen,
tampoco, todas las proteinas. Algunas que si la presentan son: la hemoglobina y los enzimas
alostéricos.

Segln el niumero de protdmeros que se asocian, las proteinas que tienen estructura
cuaternaria se denominan:

-Dimeros: hexoquinasa.

-Tetramero: hemoglobina, canal de K+

-Pentameros, como la ARNpolimerasa.

-Polimeros: capsida del virus de la poliomielitis, de 60 subunidades proteicas, y
filamentos de actina y miosina de las células musculares, etc).

Niveles de organizacion de las proteinas

Estructura primaria de las proteinas
es la secuencia o cadena de amino acldos

Amino Acidos

Hoja Plisada Hélice Alfa

Estructura secundaria de las proteinas
se produce cuando la secuencia de amino acidos
estan unidas por enlaces de hidrogeno

Hoja

Plisada Estructura terclarla de las proteinas
se produce cuando clertas atracclones estan presentes
entre las hélices alfa y hojas piegadas

Hélice

Alfa

Estructura cuaternaria de las proteinas
es una proteina formada por mas de una
cadena de amino acidos
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3.6 SINTESIS DE PROTEINAS

La sintesis proteica se produce mediante TRADUCCION del ADN, en el citoplasma donde se
encuentran los ribosomas, como en el reticulo endoplasmatico rugoso.

El ARN-m transporta la informacién genética codificada en forma de ribonucledétidos desde
los cromosomas a los ribosomas.

Los ribonucledtidos son leidos en una secuencia de triplete de nucledtidos llamados
CODONES (Cada uno de estos tripletes).

Se produce en tres fases:

INICIACION: es el resultado de la asociacidon de las subunidades del ribosoma y el
acoplamiento del primer aminoacil-ARN-t con el coddn de iniciacion mediante el
emparejamiento de bases anticodon-coddn. El coddén de iniciaciéon suele ser el AUG.

ELONGACION: Consiste en la adicién de aa" al extremo carboxilo de la cadena, mediante
un nuevo aminoacil-ARN-t. El ribosoma continda trasladando los codones restantes hasta
que llega al codén de terminacion (UAA, UGA, UAG)

TERMINACION: Se produce cuando 1 de los tres codones de terminacién entra en el sitio
Ay no es reconocido por ningin ARN-t. Es reconocido por un tipo de proteina “factores de
liberacion” que produce la hidrélisis del enlace éster y libera la proteina recién sintetizada.

4. METODOS DE AISLAMIENTO, CUANTIFICACION Y APLICACIONES EN LABORATORIOS

El aislamiento de las proteinas es un método de segregacion de un Unico tipo de proteina
a partir de un grupo de proteinas que se encuentran en una mezcla. Este proceso es
importante en el estudio de la funcién de la proteina, asi como su estructura individual
y como interactuia con otros nutrientes en el organismo. Existen diferentes técnicas de
aislamiento de proteinas y, a través de ellas, se puede determinar las propiedades de
las proteinas tales como tamaiio, fisico-quimica y la afinidad de unién.

En el Aislamiento/purificacion de proteinas hay que tener en cuenta:

e -Naturaleza de la biomolécula: ADN, ARN, proteinas, lipidos.
-Tipo de proteina: membrana, solubilidad.
-Localizacidn celular: citoplasma, extracelular, nuclear, agente.
-Abundancia: complejidad (isoformas); rango dinamico.
-Estabilidad de la proteina: hormona, enzima, otras proteinas, la temperatura.
-Finalidad de la proteina: desnaturalizacidn, actividad.
-Complejidad de la muestra de partida: sangre / tejidos.
-Contaminantes: proteasas, problemas purificacion.

Es necesario:

e -Evitar la degradacidn, -Evitar la fosforilacion
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tener en cuenta el almacenamiento, la temperatura.
-Refrigeracion, Hielo, Congelacion/descongelacion.

-Tampones.

-Uso de guantes.
-Resuspension/ agitacion
-Sales.

4.1 METODOS
-Extraccion

La extraccidén es una técnica de aislamiento de proteina en la que el tejido se divide en
una solucién para obtener la proteina a estudiar. El tejido se somete a procedimientos
tales como ciclos de congelacién, sonicacion, homogeneizacion, filtracién o
permeabilizacién utilizando disolventes organicos. Después de que las proteinas solubles
han sido separadas de las no solubles, la proteina de interés puede separarse de las
membranas celulares y finalmente se extrae el ADN.

-Precipitacion y solubilizacion diferencial

La precipitacion y solubilizacidn diferencial es una manera rentable de aislar proteinas a
granel. Este método utiliza la precipitacién con sulfato de amonio, durante el cual se
anade al tejido este compuesto de manera creciente con el fin de recoger las diferentes
fracciones de la proteina precipitada.

-Precipitacion isoeléctrica

Las proteinas tienen un punto isoeléctrico (pl) diferente entre si. Cuando igualamos el pH
de la solucion al pl de una proteina, ésta se encontrara con carga neta neutra y precipitara,
quedando el resto en suspensién

-Ultracentrifugacion

Otra técnica de aislamiento de proteina es la ultracentrifugacién, que utiliza la fuerza
centrifuga por medio de un dispositivo de ultracentrifuga para separar particulas de
diferentes masas de una mezcla dada. Las particulas presentes en la mezcla se mueven
hacia afuera de acuerdo con su masa, con las proteinas menos densas girando mas
lentamente que las mas densas. Cuando se centrifuga el tiempo suficiente, las proteinas
se segregan en funcién de su densidad, ya que permanecen en suspension en los lugares
en los cuales su densidad de flotacion se equilibra con la fuerza centrifuga aplicada. Hay
dos tipos de técnicas de ultracentrifugacién: centrifugacion y centrifugacion en
gradiente de sacarosa.
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-Dialisis

Por su elevado peso molecular, las proteinas pueden separarse de otros solutos de bajo
peso molecular de la solucién por medio de los procedimientos de dialisis y ultrafiltracion,
por medio de membranas semipermeables sometidas a presién.

Tras la separacion de las moléculas pequeiias, en el interior del saco queda una mezcla de
proteinas que pueden separarse segun su tamano. Para ello, se utilizan dos técnicas: la
cromatografia y la electroforesis.

-Cromatografia

También se pueden aislar proteinas por medio de un procedimiento de cromatografia.
Una mezcla de proteinas se vierte en una columna rellena de diferentes materiales con
los cuales pueden interactuar las proteinas presentes. Las proteinas se detectan de
acuerdo al material con el que interactian asi como por su nivel de absorbencia. Existen
muchos procedimientos de cromatografia, como exclusiéon de tamafio, interaccién
hidréfoba, intercambio idnico, de afinidad, de inmunoafinidad, de unién a metal y
cromatografia liquida de alto rendimiento.

e Cromatografia de exclusion molecular: es un proceso de filtracién por medio de un gel
separador (sephadex).

La técnica se fundamenta en el distinto tamano de las particulas proteicas. Al hacer pasar
las proteinas disueltas en un tampdn a través de la columna de cromatografia, aquellas de
mas bajo peso molecular quedan adsorbidas en los poros del gel, mientras que las de mayor
tamafio van quedando excluidas a diferentes velocidades, dependiendo de su tamafo y
forma.

e Cromatografia de intercambio idnico: se basa en la diferente carga de las moléculas
proteicas a separar. La columna contiene una resina de intercambio idnico (anidnica o
catidnica). Las proteinas son retenidas en funcién de su tipo de carga.

e Cromatografia de afinidad: se fundamenta en la actividad bioldgica de las moléculas
proteicas a separar. Dependiendo del soporte empleado, algunas proteinas tienen una
afinidad bioldgica por esta fase (ligandos), quedando separadas con respecto a las menos
afines.

-Electroforesis

La mayoria de las biomoléculas poseen una carga eléctrica, cuya magnitud depende del pH
del medio en el que se encuentran. Electroforesis a la técnica mediante la cual se separan
las biomoléculas en disolucién cuando se ven sometidas a un campo eléctrico.

Cada molécula se desplaza por efecto del campo, alcanzando una velocidad constante al
equilibrarse la fuerza impulsora (fuerza del campo eléctrico) con la resistencia al avance
(fuerza de friccién o rozamiento) impuesta por el medio en el que se desplaza.
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Tipos: La electroforesis en gel de acrilamida con dodecil sulfato de sodio, que se conoce
por su acrénimo SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) que es la mas
habitual, Isoelectroenfoque, electroforesis bidimensional.

Como las proteinas tienen carga eléctrica, para un pH determinado, tendrdn una carga neta
distinta entre si: unas emigran mas que otras, con una separacién en bandas.

- Si el pH de la solucién coincide con el pl: la carga de la proteina es nula.

- Si el pH estd por debajo del pl (medio acido): estaran con carga positiva (cation).
- Si el pH estd por encima del pl (medio basico): estardn con carga negativa (anién).

Para la electroforesis de las proteinas en suero se utiliza un buffer con un pH de 8,6. Con
este pH, las proteinas se van a comportar como aniones y la migracién electroforética se
va a realizar hacia el dnodo.

-Inmunotransferencia

Es una técnica utilizada para la deteccion y cuantificacién de proteinas. Permite separar e
identificar una proteina de interés especifica a partir de una mezcla compleja de proteinas,
por ejemplo, un lisado celular. La inmunotransferencia tiene aplicaciones en ambitos como
el diagndstico, la biotecnologia, la biologia molecular o la protedmica, entre otros, y se usa
mucho para evaluar los niveles de expresidn proteica en las células, asi como los cambios
en el tamafio y otras propiedades.

-Concentracion

Una vez terminado el proceso de aislamiento, la proteina separada se somete a un
proceso de concentracidn como liofilizacién, en el que la proteina se seca y se separa de
todas las demas particulas solubles mediante ultrafiltracidn, donde la solucién de
proteina se pasa a través de membranas permeables por medio de bombas o
centrifugaciéon. Una vez concentrada, la solucion de proteina se puede utilizar para el
estudio.

4.2  CUANTIFICACION DE PROTEINAS

-Espectrofotometria. Método basado en la absorcién de luz por una sustancia. Utiliza el
espectro electromagnético, con equipos que miden en diferentes longitudes de onda.

Se basa en la Ley de Lambert-Beer que afirma que la cantidad de luz absorbida por un
cuerpo depende de la concentracién en la soluciéon.

Los tipos de Espectrofotdmetros son:

e Colorimetros (regidn visible del espectro).
Densitémetros de geles de electroforesis (analisis de muestras en l[dminas)
Espectrofotometros de flujo continuo (cromatdgrafos, p.ej.)
Lector de placas de ELISA
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Ensayos de cuantificacidn: Los principales métodos empleados para la determinacion de
proteinas totales son los siguientes:

-Bradford: utiliza Coomasie Blue. Absorbancia a 595 nm proporcional a la cantidad de
colorante unido.

-Micro BCA: utiliza reaccién del Cu+ y enlaces peptidicos. Los iones cobre reaccionan con
acido bicinconinico. Absorbancia a 562 nm.

-Lowry: utiliza reacciéon del Cu+, producido por la de grupos OH con el reactivo de Folin-
Ciocalteu fenol con Absorbancia a 750 nm, proporcional a la cantidad de colorante unido.

-Biuret: como BCA usa reacciéon del Cu+ y enlaces peptidicos en solucién alcalina. No lleva
revelado y se mide a Absorbancia a 546 nm. Se determinan las proteinas totales existentes
en el suero. Se utiliza el reactivo de Biuret. El reactivo reacciona con sales clpricas en medio
alcalino dando compuestos de color violaceo con una intensidad de color que depende de
la cantidad de proteina.

El color obtenido se debe a un compuesto formado entre las sales cupricas y los grupos
carboxilo y amino de las proteinas. Se mide la absorbancia por fotocolorimetria. Es el
método mas usado para la determinacién de proteinas totales plasmaticas o séricas. Se
puede utilizar para otras muestras bioldgicas siempre que tengan una concentracién de
proteinas superior a 1 g/dl.

-Método de Kjeldahl: se basa en determinar el contenido total de nitrégeno de la proteina.

Las proteinas son aisladas del suero por medio de un precipitante (por ej. Acido Tungstico).

Se afiade 4cido sulfurico (mas calor) en un matraz de Kjeldahl hasta ser disueltas.

Después se valora el acido y como conocemos la concentracién inicial de éste, podemos
conocer la concentracidon de NH3. Dado que lo que realmente medimos es el nitrégeno de
la proteina y como sélo hay un 16% (valor medio) de N en las proteinas, se calcula:

x=N * 6,25

4.3 APLICACIONES EN LABORATORIOS

La deteccidn, cuantificacion y analisis de proteinas son cruciales para investigar una gran
variedad de procesos bioldgicos. La medicion de la concentracién de proteina es necesaria
en procesos que abarcan desde la purificacién y marcaje de proteinas hasta la preparacién
de muestras para electroforesis.

Se aplica para el diagndstico de enfermedades, en biotecnologia, en biologia molecular y
en protedmica.

En los laboratorios de Sanidad y Genética Animal se utilizan técnicas donde las proteinas
son utilizadas como reactivo; o bien, para detectarlas y asi comprobar:
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El estado sanitario ganadero.

Deteccién de enfermedades de declaracién obligatoria e investigar brotes.

Mejora ganadera.

Deteccién ETTs: Para la deteccidn de proteina pridnica patdgena de la Encefalopatias
Espongiformes Transmisibles por Inmunoensayo de doble anticuerpo (método
sandwich); Deteccidén de proteina pridnica resistente a la proteinasa K de las
Encefalopatias Espongiformes; Transmisibles por Western blot
(Inmunotransferencia); Detecciéon de proteina pridnica patdégena de las
Encefalopatias Espongiformes Transmisibles por

Inmunoensayo de captura utilizando un polimero quimico.

En el diagndstico de enfermedades animales, una técnica que es ampliamente
utilizada en los laboratorios de sanidad animal es el ensayo de inmunoadsorcidn
ligado a enzima (ELISA). Técnica que se puede utilizar tanto para detectar
anticuerpos como antigenos.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 15

ACIDOS NUCLEICOS. CONCEPTO Y TIPOS. METODOS DE AISLAMIENTO,
CUANTIFICACION Y APLICACIONES EN LABORATORIOS.
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1. ACIDOS NUCLEICOS: CONCEPTO

Los 4cidos nucleicos son biomoléculas con funcién de almacenamiento y expresion de la
informacién gendmica en los organismos.

Su presencia es comun a todos los organismos vivos y a los virus, y, dada su funcién, son las
moléculas que permiten el almacenamiento de la informacidn basica necesaria para el
desarrollo de los organismos, asi como su transmision entre generaciones.

En cuanto a su estructura, se trata de
biopolimeros compuestos por largas
cadenas de subunidades denominadas
nucledtidos. Estos nucledtidos estan 2 Ts
formados por un aztcar estructural, en o H
concreto una pentosa (que puede ser una oo
ribosa o una desoxirribosa) unida mediante
un enlace N-glicosidico a una molécula denominada base organica nitrogenada,
conformando la estructura conocida como nucleésido. Los

nucledsidos se uniran mediante un enlace éster a una

molécula de dacido fosférico (que en la estructura

polimerizada aparece como un grupo fosfato), _—

conformando asi el nucleétido. Fosfodiester

HOCH, o

H H
I I
c

#
C
I
aC
I
H

1. Pentosas presentes en los dcidos nucleicos. Fuente: Cultek

Las largas cadenas se forman a través de enlaces
fosfodiéster, que permiten la union del grupo fosfato de
un nucleétido al azucar estructural del nucledtido
consecutivo. 2. Estructura de los enlaces fosfodiéster.

.. . , Fuente: Cultek
Las bases organicas nitrogenadas que estas moléculas

presentan en su estructura tienen algunas particularidades que hacen posible su
conformacion (y por tanto su funcion), y que también resultan clave para comprender su
utilidad para el desarrollo de pruebas diagndsticas:

e Suestructura es aromatica (y por tanto plana) y son hidrofdbicas, lo cual permite a los
acidos nucleicos adoptar su estructura caracteristica.

e Son capaces de absorber luz en el espectro ultravioleta, lo cual resulta de utilidad para
el desarrollo de técnicas para su deteccidn.

Existen cinco tipos de bases organicas nitrogenadas, y la presencia de una u otra dara
lugar a la diferenciacién de los nucledtidos. Pueden ser diferenciadas por su estructura
guimica en dos grupos:
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NH;

o Pirimidinas. Su estructura |

estd conformada por un N\ﬁ/c\'f "\ﬁ/”-\;l/" "’c\i/°\.l/"

Unico anillo aromadtico . . s WL L N W

(denominado anillo .I. l

H
Cytosine Thymine

pirimidinico). Son la ;
citosina, la timina Lo
p—

- H I |
(presente Unicamente en el | ; \T/C\N,C\,m,

ADN) y el uracilo (exclusivo "

Purine ring Guanine Adenine
del ARN)
3. Estructura de las bases orgdnicas nitrogenadas. Fuente: Cultek

Purinas. En su estructura
presentan dos anillos aromaticos (purinicos). Son la adenina y la guanina.

e Dada su estructura quimica, las bases
organicas nitrogenadas pueden formar
enlaces entre si, dos a dos, mediante
puentes de hidrégeno. La
complementariedad que permite que se
formen estos enlaces se da entre:

Par Adenina-Timina Par Guanina-Citosina

o Laguaninay la citosina B o )
4. Unidn entre las bases orgdnicas nitrogenadas por

. .. - complementariedad.
o Laadeninay la timina o el uracilo

Estas particularidades les confieren a los acidos nucleicos algunas de sus caracteristicas
basicas:

e Presentan una secuencia, definida por el orden en que se presentan los nucledtidos
(segun la base nitrogenada que presentan) en la cadena. Esta secuencia determinara
el orden en que se incorporaran los aminoacidos durante la sintesis de proteinas.

Dada su complementariedad, los acidos nucleicos pueden replicarse, generandose
una cadena nueva al afadirse los nucledtidos complementarios a la cadena original.
Ademas, esta complementariedad permite la formaciéon de ARN a partir del ADN. Esta
caracteristica es la base para muchas de las técnicas que se utilizan en la actualidad
para la deteccién de los acidos nucleicos.

Para comprender la funcién de los acidos nucleicos se debe atender a lo establecido por el
dogma central de la biologia molecular. Este relaciona estas moléculas con la transmision de
informacién genética, proponiendo que la sintesis de proteinas tiene lugar en dos pasos en
los que interfieren los acidos nucleicos:

e La transcripcion, en la cual a partir de una molécula de acido desoxirribonucleico
(ADN) se forma una molécula de acido ribonucleico (ARN, en concreto ARN
mensajero)

La traduccion, consistente en la sintesis de polipéptidos mediante la incorporacién
secuencial de aminodcidos a partir de la secuencia del ARN mensajero. En esta fase,
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ademas, actlan otros tipos de moléculas de ARN, como en ARN de transferencia y el
ARN ribosémico.

2. TIPOS DE ACIDOS NUCLEICOS

Segln su composicién quimica y estructura, se pueden diferenciar dos tipos de acidos
nucleicos:

e Acido desoxirribonucleico (ADN). Es la principal molécula de almacenamiento de la
informacién genética en los organismos. Se encuentra tanto en el ndcleo como en
algunas organelas (como las mitocondrias o los plastos) de los individuos eucariotas.
En organismos procariotas se encuentra en el nucleoide y en otros elementos
genéticos, como los plasmidos.

Acido ribonucleico (ARN). Sus funciones estan relacionadas con la formacién de
proteinas a partir de la informacién contenida en el ADN. En cualquier caso, en algunos
virus también actia como molécula de almacenamiento de esta informacién. De
forma general, se encuentra y lleva a cabo su funcion en el citoplasma de las células.

2.1. ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

El ADN es la biomolécula encargada de almacenar la informacion genética en todos los
organismos celulares y en la mayoria de los virus.

Las cadenas de ADN estan conformadas por la polimerizacién de desoxirribonucleétidos (es
decir, nucleétidos cuyo azucar aromdtico es la desoxirribosa). Para su funcion es
tremendamente importante su estructura, que puede ser definida a nivel primario,
secundario, terciario y cuaternario.

La estructura primaria consiste en la secuencia de nucleétidos presentes en una cadena de
ADN. Esta secuencia, como ya se ha definido en apartados anteriores, se define en funcién del
orden en que las bases organicas nitrogenadas aparecen en los nucleétidos que conforman la
cadena. Teniendo en cuenta los enlaces que intervienen en la polimerizacién (que se dan entre
el carbono 3’ de un nucledtido y el grupo fosfato unido al carbono 5’ del nucleétido
consecutivo), y dado que por tanto el primer nucleétido de la cadena tendra libre el grupo
unido al carbono 5’ y el ultimo tendra libre el carbono 3’, la secuencia de nucledtidos se
ordena en sentido 5’ - 3.

En cuanto a su estructura secundaria, esta define la caracteristica doble hélice de ADN. Esta
fue propuesta por Watson y Crick a principios de la década de 1950, basandose en el andlisis
de la informacién disponible en ese momento, incluida la generada por otros grupos de
investigacion. Cabe mencionar las aportaciones de Rosalind Franklin (quien trabajaba en
grupo de Maurice Wilkins), que utilizé la técnica de cristalografia de rayos X para dilucidar la
estructura de esta molécula. Este descubrimiento supuso la concesion del Premio Nobel de
Medicina a Watson y Crick en 1962.
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Se trata de una doble cadena, conformada por dos cadenas complementarias antiparalelas
(pues el extremo 5’ de una cadena se enfrenta el extremo 3’ de la opuesta) unidas a través de
puentes de hidrégeno entre sus bases orgdnicas nitrogenadas. Dada su estructura quimica,
entre la adenina y la timina se forman dos puentes de hidrégeno, mientras que entre la
citosina y la guanina se forman tres puentes de hidrégeno. Estas cadenas unidas giran en torno
a un eje, estabilizandose estos giros mediante puentes de hidrégeno adicionales entre los
nucledtidos. Segun el sentido del giro (dextrégiro o levégiro) y su amplitud pueden definirse
tres modelos diferentes:

e En el ADN-B, el modelo propuesto por
Watson y Crick, el giro es dextrégiro, y en
cada vuelta hay 10,4 pares de bases, con un
paso de rosca (distancia que se avanza en
un giro) de 34 Armstrong.

A-DNA B-DNA Z-DNA
d(AGCTTGCCTTGAG) d(CGCGAATTCGCG) d(CCCGCGTTTTCGCG)

La conformacién en ADN-A es mas ancha,
también con un giro dextrdgiro, pero con
11 pares de bases por vuelta y un paso de
rosca de 28 A.

El ADN-Z es un modelo de conformacidon > Modelos de la hélice de ADN. Fuente: Encyclopedia
L. ‘- ” os life sciences. DOI: 10.1038/npg.els.0003122
levégira y en “zig-zag”, con 12 pares de

bases por vuelta y un paso de rosca de 45 A.

Dada esta estructura de doble cadena, siempre que en una de ellas se encuentre una base
organica nitrogenada, en la cadena antiparalela se encontrara la base complementaria a esta.
Por eso, el contenido de la molécula en una base y su base complementaria siempre sera el
mismo, es decir, el contenido en adenina igualara al de timina, y el koo g Sl
contenido en guanina igualara al contenido en citosina. Por ello, el %MW"\_
contenido total de purinas y de pirimidinas siempre sera coincidente. ’fqﬁ\\’w\ N

Este hecho se conoce como ley de Chargaff. i

hélice
de ADN
Cromatosoma =

Esta estructura secundaria se “empaqueta” en una estructura terciaria, “;7 =
conocida como super-hélice o ADN superenrollado. Este :
empaquetamiento se da alrededor de proteinas, fundamentalmente

histonas, pero también proteinas no histdnicas (como las protaminas).

La unién del ADN con las histonas da lugar a los denominados b
nucleosomas. La molécula de ADN superenrollada alrededor de las S \\j)
histonas (con una conformaciéon en forma de “collar de perlas”) se

) . 6. Estructura terciaria del
denomina cromatina. ADN. Fuente: Cultek

En los organismos eucariotas, la cromatina se enrolla dando lugar a una
estructura cuaternaria conocida como solenoide. En la fase de division celular, se da una
compactacion a mayor nivel, dando lugar a la formacion de los cromosomas.
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2.2. ACIDO RIBONUCLEICO (ARN)

El ARN es una molécula que, en general, no presenta funcién de almacenamiento de la
informacion genética (excepto en algunos virus), sino que interviene en diferentes fases de la
sintesis de proteinas a partir de la informacidn genética contenida en el ADN. Por ello, se
sintetiza a partir de este, por polimerizacion de una cadena de ARN empleando el ADN como
molde.

En cuanto a la conformacién de las cadenas de ARN, es muy similar a la expuesta para el ADN,
pero formada por ribonucleétidos (nucleétidos cuya pentosa es la ribosa) en lugar de los
desoxirribonucledtidos presentes en el ADN. Ademas, entre las bases orgdnicas nitrogenadas
presentes puede encontrarse el uracilo, en lugar de la timina.

Ademas, una diferencia fundamental con la estructura del ADN es que el ARN se presenta en
diferentes conformaciones monocatenarias, en lugar de formar dobles cadenas.

Existen multiples tipos de ARN, con diferentes funciones. Sin embargo, existen tres tipos
principales de ARN que se encuentran en mayor proporcion en los organismos y que participan
a diferentes niveles en la sintesis de proteinas:

e El ARN mensajero (ARNm) consiste en una Unica molécula, i~
lineal, formada por polimerizacién a partir de una cadena de
ADN y que por tanto presentara una secuencia

complementaria a esta. El ARNm es el producto de la fase de

@

transcripcion, y es la molécula intermedia que permite la E —
transmision de la informacion genética a la sintesis de E  Coladepolin
proteinas. En los organismos eucariotas, es fundamental “
distinguir ademas entre las regiones exdnicas (o exones), que

serdn las regiones de los genes que codifican para la sintesis

de proteinas, y las regiones intrdnicas, no codificantes. Para

eliminar estas regiones no codificantes y que por tanto NO s menseros aanm de procerioos oo

terias) (1) y de eucariolas (2)

intervendrédn en la sintesis protei ner lugar un
tervendran en la sintesis proteica, debe tener lugar u S Estructura del ARNIm.
proceso de “splicing” o corte. Fuente: Cultek

El ARN ribosomal (ARNr) se encuentra conformando las

subunidades ribosomales, unido a proteinas. La sintesis proteica tiene lugar en estos
organulos, por lo que el ARNr tiene un papel activo, fundamentalmente estructural,
en dicha sintesis. Asi, permiten la unidn de las moléculas de ARNm a los ribosomas por
complementariedad de bases. En cualquier caso, se sabe que el ARNr también
presenta una funcion catalitica.

El ARN de transferencia (ARNt) presenta una estructura tridimensional caracteristica,
en forma de hoja de trébol, y se trata de la ultima molécula de ARN encargada de
intervenir en la sintesis de proteinas, ya que permite la transferencia de un
aminodcido (unido en su extremo 3’) a la proteina en formacidon mediante su unidn
temporal al ribosoma. Esto lo hace gracias a la complementariedad entre el ARNm vy
una region del ARNt compuesta por tres pares de bases, denominada anticodén. La
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secuencia complementaria en el ARNm se e
denomina codoén. Cada coddn codificard para
un aminoacido determinado, lo cual puede
darse gracias a que el ARNt que presenta el
anticodon especifico estard unido a dicho
aminodcido. Qué coddn dard lugar a cada uno
de los aminoacidos proteinogénicos esta
determinado en el denominado “cédigo
genético”, que asocia ambos elementos. Este
codigo genético es degenerado (existen mas
codones que aminodacidos, por lo que varios tripletes diferentes pueden dar codificar
para el mismo aminoacido), y no solapado (cada nucleétido forma parte de un Unico
codoén). Ademas, es universal, ya que esta correspondencia se da en todos los
organismos, existiendo algunas excepciones (principalmente, el cédigo genético
mitocondrial).

3 binding site

8. Estructura del ARNt. Fuente: Cultek

Existen ademas otros tipos de ARN, clasificados en el grupo de ARN no codificante (en el que
también se incluyen los ya mencionados ARNr y ARNt), entre los cuales cabe destacar:

e Micro-ARN (mi-ARN o miRNA), moléculas que intervienen en la regulaciéon de la
expresion génica.

ARN pequeiio de interferencia (ARNpi o siRNA), que también interviene en la
regulaciéon de la expresion génica a través de la supresion de la expresion de ciertos
genes mediante un proceso conocido como ribointerferencia.

ARN asociados a Piwi (piRNA), que regulan la expresidon génica al impedir la expansién
de transposones.

En cuanto al ARN gendmico presente en algunos géneros de virus, puede tratarse de una
molécula lineal o circular, y de cadena doble o simple. A su vez, el ARN monocatenario puede
presentar polaridad positiva o negativa.

Para la traduccidn del material genético a una proteina, se requiere una molécula de ARNm,
monocatenaria y de polaridad positiva. Asi, en el caso de los virus que presenten ARN
monocatenario de polaridad negativa, asi como en los virus de ARN bicatenario, debera tener
lugar un paso intermedio de formacién de ARNm complementario mediante la accién de ARN
polimerasas.

En el caso particular de los retrovirus, se requiere la formaciéon de ADN complementario
intermedio para la replicacidon, para lo cual entra en juego la enzima transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa.
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3. METODOS DE AISLAMIENTO

El aislamiento de los acidos nucleicos es un primer paso fundamental para la posterior
aplicacion de otros métodos para su deteccién, habiendo cobrado una gran importancia con
el desarrollo e implementacién de las técnicas moleculares, como la PCR o la secuenciacién.

Para poder separar los acidos nucleicos del resto de componentes celulares, se llevan a cabo
las denominadas técnicas de extraccidn.

Existen multiples técnicas para llevar a cabo esta extracciéon, asi como multiples kits
comerciales e incluso equipos robéticos para su automatizacion.

En términos generales, en el caso de organismos celulares las técnicas para la extraccion y
aislamiento de acidos nucleicos incluyen una fase de lisis celular para la destruccién de las
estructuras celulares, permitiendo la liberacién de los acidos nucleicos. Para la separacion de
estas moléculas del resto, se pueden emplear diversos métodos que se basan en las
propiedades fisicoquimicas de los acidos nucleicos:

e Precipitacién mediante el uso de sales y alcoholes. En primer lugar, las proteinas se
desnaturalizan y eliminan por precipitacion salina, tras lo cual se precipita el ADN en
solucion mediante la adicién de alcoholes (como el isopropanol o el etanol).

Extraccion con solventes organicos. El uso de este tipo de solventes permite la
eliminacion de moléculas con diferentes caracteristicas fisicoquimicas, que se
eliminardn al disolverse en estos. Mediante la adicién secuencial de fenol y cloroformo

y la posterior centrifugacion se da lugar a la diferenciacién de dos fases: un
sobrenadante acuoso que se debe recoger, en el cual se encuentran en solucién los
acidos nucleicos, y una fase organica que contiene las proteinas (disueltas en el fenol)
o los lipidos (disueltos en el cloroformo).

Extraccion por adsorcidon en columna de silice. Se trata de la técnica empleada en la
mayoria de kits comerciales para la extracciéon. Para ello, se afaden soluciones salinas
gue permiten la retencién de los acidos nucleicos en la columna, tras lo cual se realiza
el lavado para eliminar las particulas que no han quedado retenidas y finalmente la
elucidn de los acidos nucleicos con agua o soluciones hipotdnicas.

Extraccion mediante separacion magnética, empleando esferas magnéticas a las
cuales se unen los acidos nucleicos, que posteriormente se lavaran para alcanzar un
alto nivel de purificacién del material extraido. Es la técnica empleada en muchos de
los robots que permiten la automatizacion de la extraccion.

Es frecuente combinar algunas de estas técnicas, por ejemplo realizando en primer lugar una
extraccién con solventes organicos y posteriormente la precipitacion del ADN aislado
mediante la adicion de alcoholes.

Tras este aislamiento de los acidos nucleicos, en multiples ocasiones resulta necesario
aumentar el nimero de moléculas en la muestra para realizar los analisis pertinentes. Para
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ello, se emplean técnicas de PCR, que ademas permiten aislar inicamente el segmento
gendmico de interés para el analisis tras su amplificacion.

Ademas, también se puede hacer la separacién de fragmentos de acidos nucleicos mediante
técnicas de electroforesis, que permiten la separacidn en funcién del tamaiio de los mismos
(ya que, en el caso de las moléculas de acido nucleico, todos los fragmentos presentaran la
misma carga eléctrica). Para ello, sin embargo, es necesario que exista la cantidad suficiente
de cada uno de los fragmentos a separar para poder visualizarlos.

Asi, mediante la extraccion de acidos nucleicos seguida de la realizacién de una PCR, se puede
aislar de forma sencilla el segmento gendmico de interés, obteniendo cantidad suficiente del
mismo y separandolo del resto de componentes celulares.

4. METODOS DE CUANTIFICACION

La cuantificacion de acidos nucleicos es un paso fundamental previo a la utilizaciéon de los
acidos nucleicos extraidos para poder llevar a cabo las técnicas de biologia molecular.

Conocer la cantidad de acido nucleico extraido, asi como su nivel de pureza, es fundamental
para poder evaluar si la muestra es apta para el analisis posterior.

A este fin, las técnicas empleadas con mayor frecuencia son los métodos de
espectrofotometria. Estos se basan en la capacidad de absorbancia de la luz emitida a una

longitud de onda especifica por parte de las moléculas presentes en una solucion. Asi, en
funcidon del nivel de absorbancia a una longitud de onda caracteristica de los acidos nucleicos,
los espectrofotdmetros son capaces de determinar la cantidad de acidos nucleicos presentes
en la muestra. Ademas, comparar este valor con la absorbancia obtenida a otra longitud de
onda especifica puede proporcionar informacién sobre otros compuestos potencialmente
presentes en la solucidn, y por tanto sobre el grado de pureza de la muestra analizada.

e Cuantificacion de ADN. Para la cuantificacidn, se realiza la lectura a una longitud de
onda de 260 nm. Ademas, se puede medir la absorbancia a 280 nm y 230 nm para
obtener informacién sobre la pureza de la muestra:

o En cuanto al cociente A260/280, se considera que el ADN de pureza dptima
deberd presentar un valor de 1,8 a 2,0. Por debajo de valores de 1,6 para este
cociente, se considera que puede existir una contaminacion por compuestos
aromaticos (por ejemplo, fenoles), mientras que cocientes por encima de 2,1
podrian indicar presencia de ARN en la muestra.

El cociente A260/230 debe encontrarse entre 1,8 y 2,2 para muestras de
pureza Optima. Un cociente por debajo de 1,8 es indicativo de presencia de
contaminantes. Por debajo de 1,5, la muestra debe considerarse altamente
contaminada. Algunas de las moléculas contaminantes que absorben a 230 nm
son las sales, los fenoles o los carbohidratos.
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Cuantificacion de ARN. Como en el caso del ADN, la longitud de onda empleada seran
los 260 nm. En cuanto a la pureza de la muestra:

o El cociente A260/280 deberia encontrarse, en muestras de pureza 6ptima,
entre 2,0 y 2,2. Muestras con cocientes inferiores a 1,7 se consideran
contaminadas.

En cuanto al cociente A260/A230, debe encontrarse en valores de 2 o
ligeramente superiores. Sin embargo, no existe consenso sobre el valor
minimo de este cociente para considerar aceptables las muestras de ARN. De
forma general, se suelen considerar aceptables valores por encima de 1,5.

En cualquier caso, aunque las técnicas mds empleadas sean las de espectrofotometria, existen
otros métodos para la cuantificacion de los acidos nucleicos presentes en una muestra tras la
extraccion:

e Estimacion de la concentracion y la integridad de las muestras mediante fluorimetria,
mediante el uso de fluoréforos de unién al ADN de doble cadena. Esta técnica presenta
la desventaja de que el ADN presente en la muestra debe mantenerse integro, y
ademas no es util para el andlisis de ARN monocatenario.

Andlisis de la calidad e integridad de los acidos nucleicos mediante electroforesis en
gel de agarosa. Cargando las muestras en un gel de agarosa se puede comprobar su
integridad, ya que, en caso de que los dcidos nucleicos presentes se encuentren

degradados, la banda predominante se presentard con menor definicion y
acompafada de una estela a lo largo de su trayectoria por el gel.

Métodos comerciales para la determinacién de la cantidad y calidad de los acidos
nucleicos presentes en la muestra, como los sistemas TapeStation de Agilent®,
basados en sistemas de electroforesis.

A pesar de que hasta ahora se han mencionado técnicas empleadas para determinar la
cantidad y calidad de las muestras de acidos nucleicos como un paso previo a la realizacion
de técnicas moleculares, resulta necesario mencionar que la cuantificacion del ADN presente
en una muestra puede ser el fin ultimo del analisis en algunos casos. Resulta fundamental,
por ejemplo, en el analisis de la presencia de eventos transgénicos, ya que la legislacion
establece limites legales a la misma.

Para estos fines, la PCR cuantitativa resulta la técnica de eleccion. Para realizar la
cuantificacion, se puede realizar una PCR a tiempo real, que permite determinar la cantidad
de ADN presente en la muestra interpolando el valor de Ct de una muestra sobre los valores
de una curva patrén, o bien una PCR digital. En cualquier caso, las técnicas de PCR seran objeto
exclusivo de un tema (tema 20).
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1. APLICACIONES EN LABORATORIOS

Los acidos nucleicos son moléculas a partir de las cuales se puede obtener gran informacién
sobre los organismos y su filogenia, lo cual resulta de vital importancia en areas como la
sanidad y la genética, tanto humana y animal como vegetal.

El drea de la genética resulta el ejemplo mas claro de la aplicabilidad del analisis de los acidos
nucleicos, ya que este andlisis resulta la base de los estudios genéticos. Asi, entre las multiples
aplicaciones, se pueden mencionar:

En el caso de la genética humana, el estudio de los acidos nucleicos, incluida su
secuencia y organizacion estructural, ha permitido grandes avances en la
determinacién de genes causantes de enfermedades hereditarias. En genética
veterinaria también se han realizado descubrimientos importantes en este sentido,
pero se trata de un area que aun presenta un gran potencial de crecimiento.

En genética veterinaria, ha permitido desarrollar analisis para determinar la presencia
de genes de interés ganadero (fundamentales para los programas de mejora vy
fomento de razas), la determinacién de relaciones de parentesco entre animales y su
identificacion individual, o la determinacién de genes relacionados con la
susceptibilidad a enfermedades, como por ejemplo el gen Prnp, que determina la
susceptibilidad al scrapie.

En el drea de la genética vegetal, el estudio de los dcidos nucleicos permite determinar

caracteres de interés, por ejemplo en relacidn con la resistencia o susceptibilidad
frente a las plagas, o bien con caracteristicas como la forma o el tamafio de los frutos.
Ademas, permite la determinacidny la cuantificacién de eventos transgénicos, de gran
importancia para asegurar el cumplimiento de la legislacion vigente.

En el drea de sanidad, en la que también resultan fundamentales, se puede destacar su
utilidad en:

Andlisis moleculares para determinar la presencia de agentes patégenos. Ya que la
secuencia de acidos nucleicos es exclusiva para cada individuo, y que en la misma
existen regiones conservadas dentro de una misma especie, género, o familia, el
analisis de los mismos permite determinar la presencia de una determinada especie
patégena en la muestra.

Analisis filogenéticos que permitan establecer el origen de cepas o la epidemiologia
de los brotes, analizando las relaciones entre las secuencias de acidos nucleicos de los
patégenos a analizar.

Determinacién de la presencia de genes relacionados con las resistencias a
antimicrobianos.

Determinaciéon de la patogenicidad de los aislados en funcidon de la secuencia de
determinadas regiones genéticas. Se emplea frecuentemente en el caso de los virus
Influenza, por ejemplo.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 16

ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA/VISIBLE Y FLUORESCENCIA:
CONCEPTOS Y APLICACIONES EN LABORATORIOS
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1. INTRODUCCION

Desde un punto de vista histérico, el término espectroscopia significaba “la rama de la ciencia
que estudiaba la resolucién de la luz” (o sea, la radiacidn visible), es decir, el estudio de
espectros. Con el paso del tiempo, el significado de la espectroscopia se amplio al estudio no
sélo de la luz sino de cualquier otro tipo de radiacion electromagnética.

2. PROPIEDADES DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

La radiacion electromagnética (REM) (por ejemplo, la luz visible) es un tipo de energia que se
transmite por el espacio a grandes velocidades. Muchas de las propiedades de la luz pueden
explicarse atendiendo a sus propiedades ondulatorias, pero hay otras, como el fendmeno de
absorcién o el de emision por parte de la materia, que sélo pueden explicarse atendiendo a
sus propiedades como particula. Es por ello que se dice que la luz presenta una dualidad onda-
corpusculo (uonda-particula). Estos dos puntos de vista de la radiacién, como particulay como
onda, no se excluyen entre si, sino que mas bien se complementan.

2.1. PROPIEDADES COMO ONDA

Atendiendo a su naturaleza ondulatoria, la luz se podria describir como una serie de campos
eléctricos y magnéticos que oscilan perpendicularmente entre si, y perpendiculares a la
direccion de traslacion por el espacio dando lugar a ondas transversales:
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/
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Como cualquier otro fendmeno ondulatorio, se pueden definir, entre otros, dos parametros
importantes:

e Longitud de onda (A): distancia recorrida por un ciclo completo (por ejemplo, de cresta
a cresta de la onda). La longitud de onda se expresa en unidades de longitud (en la

regidn ultravioleta-visible se mide en nanémetros (1 nm = 10° metros)).

Frecuencia (u): niumero de oscilaciones completas que realiza la onda por segundo. La
frecuencia se expresa en ciclos por segundo (s o Hertzios (Hz); 1 Hz es igual a 1
ciclo/s).

En el vacio, el producto de estos dos pardmetros es constante e igual a la velocidad de
traslacion de la luz: ¢ = A - v donde c es la velocidad de la luz en el vacio (3:108 m/s).
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2.2. PROPIEDADES COMO PARTICULA

Por otro lado, la luz se puede describir como una particula. En este caso se dice que la luz se
compone de particulas llamadas fotones, de energia proporcional a la frecuencia de la
radiacidon. También se puede describir como paquetes de energia. La energia que tiene un
foton es proporcional a la frecuencia de la radiacidn, y se describe mediante la ecuacion:

E=h-v

donde h es la constante de Planck (6,6.103* J-s). Teniendo en cuenta ambas ecuaciones
llegamos anteriores a:

E=h--
A

De donde se deduce que, a menor longitud de onda, mayor energia tiene esa radiacién.
2.3. EL ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

El conjunto de REMs se llama espectro electromagnético y comprende un intervalo enorme
de longitudes de onda y energias. Se puede dividir en regiones para poder conocer sus
propiedades. En la figura se muestran las zonas del espectro segun la clasificaciéon mas
aceptada. Como se puede observar la zona del UV y la del visible (correspondiente a
radiaciones percibidas por nuestro ojo) es muy pequefia en comparacién con la gran amplitud
del espectro EM.

Cuando hablamos de una radiacién determinada (de una unica longitud de onda A),
fisicamente es imposible aislar dicha radiacion del resto que la acompafia. Existen dispositivos
que pueden filtrar la luz, pero no se puede obtener una luz monocromatica al 100% (una
radiacion monocromatica es practicamente imposible de obtener), sino que con lo que
habitualmente se trabaja es con un pequefio rango, haz o intervalo de radiaciones segun la
exactitud del dispositivo de seleccién (monocromadores o filtros), pero nunca una sola.

Espectro visible por el ojo humano (Luz)
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UV-Vis

En el caso que nos ocupa, nos centraremos Unicamente en la zona del ultravioleta, en adelante
UV (190-350 nm) y visible (350-750 nm).
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3. INTERACCION DE LA RADIACION ELECTROMAGENETICA CON LA MATERIA

Cuando la REM interacciona con la materia se pueden producir varios fenémenos
dependiendo de su comportamiento posterior. En la tabla siguiente se describen alguno de
dichos fendmenos aunque existen muchos mds

Fenémeno

Esquema

Efecto

Métodos instrumentales
empleados Ej.

Absorcion

La radiacion (lo) incide
sobre la muestray parte se
absorbe disminuyendo la
intensidad de la radiacion
emitida (l;)

Espectrofotometria y fotometria
(rayos X, UV, luz visible, IR)
Resonancia magnética nuclear

Emision

monocromador

: ! I
i - i 3
i { qeycwacvon

Iuz no absorbida

emision

fuente de huz

A

=

P dw

La radiacién incidente es
absorbida produciéndose
la emision de radiacion de
distintas  caracteristicas
que la incidente

Espectroscopia de emision (rayos
X, UV, luz visible, de electrones, de
Auger)

fluorescencia,

fosforescenciay

luminiscencia (rayos X, UV y luz
visible)

Dispersion

/=)

Detector
| spectrophotometer
BR | turbidimetry

B Q
Ty

o

Detector,

Detector

forward light scatter
nephelometry

90° light scatter

nephelometry

La radiaciéon incidente se
dispersa en todos los
angulos como
consecuencia de la
interaccidon con la muestra
o materia particulada
presente

Turbidimetria;
Nefelometria;
Espectroscopia Raman

Reflexion

\

Rayo de luz
incidente

&

Linea

noral / Rayo reflejado

v Vidrio

La radiacion incidente se
refleja

Espectroscopia infrarroja  de
reflexién-absorcidn (RAIRS)

Refraccion

1
ILinea normal
Rayo incidente

Superficie

1%}

Rayo refractado

La radiacién incidente se
refracta

Refractometria
Interferometria

Difraccion

Haz de Luz

o)

La radiacién incidente
interacciona con un objeto o
rendija y el objeto difractante
o rendija se convierte en una
nueva fuente secundaria de
propagacion de la onda.

Métodos de rayos X
Difraccidn electrénica
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La radiacion incidente

) el polarizada cambia el plano  Polarimetria

Rotacién : - i ® de polarizacion al Dispersion dptica rotatoria
; d interaccionar  con la  Dicroismo circular

muestra.

En todas estos fendmenos no se produce modificacion de la materia ya que se emplean
radiaciones de “baja energia” como es la del rango espectral que nos ocupa; cosa que si ocurre
en otras como: Efecto fotoeléctrico (que arranca electrones de la corteza de atomos
facilmente ionizables = bajo potencial de ionizaciéon), Efecto Compton (que arranca electrones
de capas inferiores de los atomos), reacciones fotonucleares (se arrancan protones del nucleo
y se producen nuevos elementos), etc.

3.1. ABSORCION DE RADIACION

De todas las propiedades antes citadas, la absorcidn, es sin duda alguna la mds ampliamente
utilizada con fines analiticos en el laboratorio. Cuando un haz de luz atraviesa una molécula,
ésta tiene la capacidad de absorber un fotdn lo que genera que un electrén salte a un estado
excitado de mayor inestabilidad, por lo que rdpidamente vuelve a liberar esa energia
“sobrante” (generalmente en forma de calor) y vuelve al estado inicial que es mas estable.

Estado Estado
excitado base

violeta,

‘ - El estado inicial se denomina estado fundamental y el
:Ni'.i o, . estado mas energético se llama estado excitado. La
weia o2 2 absorcion de radiacion produce el paso de electrones del
estado fundamental al excitado (excitacion). En el proceso
contrario (relajacion) se produce una liberacion de energia.
Esta energia liberada en la relajacion puede ser en forma no
F Y Y radiante (es lo mas habitual por ejemplo térmica,

Energia Energia

absorbida  emitida calentando el entorno).

rofo

Nivel 3

Para estudiar la absorcidon de luz por parte de una sustancia, se hacen incidir sobre ella
radiacion electromagnética de un amplio rango de energia (A). Normalmente se estudia un
rango de radiaciones y se va aumentando (o disminuyendo) la longitud de onda de las
radiaciones incidentes desde un extremo del rango hasta el extremo opuesto (en el caso que
nos ocupa, desde la zona UV al visible o viceversa). Asi se obtiene un espectro de absorcién
de la sustancia, que se puede representar graficamente como se muestra en la figura.

Cada uno de los picos/maximos del espectro
corresponde, aproximadamente, a una transicién

energética de un enlace molecular, por lo tanto el
espectro es Unico de cada molécula. Es como una
“huella digital” de esa molécula donde quedan
registrados todos los enlaces y sus transiciones
250 450 550 correspondientes. Se podria pensar que a partir de
Longitud de Cnda (nm) - ,
un espectro de absorcién de una molécula
podriamos identificarla. El problema es mds complicado de lo que parece. En realidad, la

Ahsorbancia
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espectroscopia de absorcidon UV-visible no sirve para identificar estructuras o moléculas, para
esto se emplea la espectroscopia de absorcion infrarroja. La utilidad real de la espectroscopia
de absorcién UV-visible es la cuantificacion.

3.2. CUANTIFICACION. LEY DE BEER (LAMBERT-BEER)

La importancia de la absorcién de radiacion electromagnética es que la cantidad de radiacién
absorbida por un analito presente en una disolucién se puede relacionar cuantitativamente
con su concentracion, de modo que, si conocemos la cantidad de luz absorbida podremos
calcular su concentracién (- mediante el calibrado).

Cuando se irradia una disolucion de una sustancia, parte de la luz se absorbe, parte se refleja,
parte se dispersa y parte traspasa la misma (o se transmite). Se define la transmitancia (T)
como la fraccion de radiacion incidente transmitida (o no absorbida) por la disolucion. Si la
intensidad radiante que incide sobre la disolucién es I, y I la intensidad radiante que es
transmitida, entonces:

1
T =-—
Io

Experimentalmente se observa que la intensidad de la energia transmitida (I) disminuye
geométricamente (exponencialmente) con la concentracién “c” y con la distancia “b”
recorrida a través de la disolucién (o paso de luz). Operando matematicamente se obtiene

finalmente la expresién de la Ley de Beer:
—logT =a-b-c=A4

donde “a” es una constante llamada absortividad e indica la absorcién de cada analito por
unidad de concentracién y unidad de distancia (espesor de la muestra/cubeta) recorrida por
el hazy “A” es la absorbancia. Cuando se usan concentraciones molares (moles/litro) se usa la
absortividad molar (g) y se expresa en L/mol - cm. La absortividad (normal o molar) es un
valor constante caracteristico de cada sustancia.

La Ley de Beer expresa la relacién directa entre la absorbancia (A) de un analito y su
concentracion en disolucion. Se puede definir la absorbancia como una medida de la cantidad
de luz absorbida por una disolucion.

En la practica esta ley no se cumple exactamente, existiendo zonas donde el comportamiento
real se aparta del tedrico (a concentraciones elevadas), debiendo trabajar siempre a
concentraciones adecuadas, normalmente del orden de la partes por millon (ppm). Debe,
ademas, construirse una recta de calibracidén para determinar la concentracién de un analito
a partir de las medidas de absorbancia. El procedimiento de la calibracidn se basa en medir la
absorbancia de varias disoluciones patrén (de concentracién conocida), en las mismas
condiciones que se mide la absorbancia de la disolucidon problema. Con esos datos de
absorbancia y concentracidn se construye una grafica representando la absorbancia frente a
la concentracion. Con la ayuda de una calculadora, Excel, ..., se hace una regresién por
minimos cuadrados y se obtiene la ecuacién de la recta de calibrado. De esta forma
obtenemos una relacion matematica entre la concentracidn y la absorbancia. Posteriormente,
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se puede medir la absorbancia de la muestra problema y mediante interpolacion gréfica en la
recta, o empleando la funcién de calibrado calcular la concentracidn del analito.

4. BASES MOLECULARES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION UV-VISIBLE

La espectrofotometria de absorcidn es una técnica molecular. Tal y como se ha descrito, las
moléculas absorben generalmente radiacion UV o visible en forma de una o mas bandas de
absorcion. Como se observa en la figura siguiente, si la radiacidn incidente (lo 6 Po) posee una
energia (una longitud de onda adecuada) puede producir el transito de electrones en las
moléculas presentes en la muestra de un nivel elemental (0) a un excitado (1 o 2) generando
picos/bandas de absorcidn que caracterizan el espectro de esta sustancia.

Radiacién g e AR Radiacién ~—E, = hv, = hclA,
incidente o transmitida
Py P

Az A

En este caso se dice que la muestra posee dos bandas o picos de absorcidn a A1y Az. Cualquier
otra radiacién que incida sobre la muestra de mayor o menor energia (que no sea
exactamente igual la diferencia energética entre los niveles 1 o 2 involucrados) no produce
absorcion debido a que: a) no todos los niveles energéticos estan permitidos en las moléculas
(depende de la naturaleza intrinseca de la molécula considerada, de sus &tomos
constituyentes y su disposicién) y, b) a que la energia esté cuantizada (constante de Planck E
= h-v = h:c/A). Esto hace que la absorcién solo se produzca irradiando con la energia
correspondiente exactamente a la diferencia energética de los niveles implicados. Asi pues, se
dice que a tal o cual energia (longitud de onda o frecuencia) la molécula absorbe y en caso
contrario no. Cualquier otra radiacion de mayor o menor energia no produce estos dos
transitos electrénicos y por tanto la sustancia no posee mas bandas de absorcidn. Los niveles
energéticos no son tan simples como se ha indicado en la figura anterior.

Lo habitual es que juntamente con los niveles
Electronic + vibrational + electrénicos (los considerados en este tema) se
rotational energy levels X . X
encuentran otros niveles debidos a otro tipo de
transiciones energéticas posibles como los niveles
vibracionales y rotacionales, lo cual hace que lo
gue inicialmente eran picos ahora sean “bandas”
mds anchas complicindose sensiblemente los
700 espectros. (Véase la figura adyacente). La
absorcién se produce a varias longitudes de onda
gue originan amplias bandas de absorcidn, por lo que no hay picos bien definidos sino bandas
de absorcidn. Esto confiere poca selectividad a la técnica para identificacion de especies,
siendo mas util en andlisis cuantitativo.

Absorption

IS
S
S

500 600
Wavelength [nm]
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Los principales tipos de moléculas que experimentan el fendmeno de la absorcién en el UV-
Vis son:

e compuestos organicos con grupos no saturados (dobles y triples enlaces), donde hay

electrones de enlace que pueden saltar a otros orbitales. En este grupo se incluyen la
mayoria de las moléculas organicas que poseen anillo bencénico (benceno, naftaleno,
etc.) Estos grupos funcionales que absorben en VIS o UV se llaman croméforos.

compuestos de coordinacion (complejos) de metales de transicién. Ej. Fe (SCN)?* rojo

intenso.
iones de metales de transicién, de lantdnidos y de actinidos. Ej. color azul de la
disolucion de Cu?*.

En la tabla siguiente se muestran los maximos de absorcidn de algunas de estas sustancias:

COlllp“eStO Amf\x’ nm Emix

Benceno CeHg 204 7900
Tolueno CeHsCH;, 207 7000
m-Xileno CcH,(CH;), — —

Clorobenceno CecH5Cl 210 7600
Fenol CeHsOH 211 6200
lon fenolato CeH;O™ 235 9400
Anilina CeHsNH, 230 8600
Ion anilinio CcHsNH;* 203 7500
Tiofenol CeHsSH 236 10 000
Naftaleno CioHg 286 9300
Estireno CH;CH=CH, 244 12 000

Cuando la especie quimica a medir absorbe en el visible (la disolucién tiene color) la técnica
se llama vulgarmente colorimetria. Y los aparatos utilizados se llaman colorimetros. También
se comercializan kits de analisis rapidos que tienen unas tablas de referencia de comparacion
de colores (o disoluciones preparadas y de color estable). La disolucion problema se mezcla
con los reactivos adecuados en un pequefio tubo de ensayo y se compara con la tabla de
colores de referencia. En esta tabla esta asignada la concentracién de analito que corresponde
a cada color, con lo cual se puede determinar, de forma semicuantitativa, la concentracién en
la muestra problema. Este método no tiene una gran exactitud, pero en muchas aplicaciones
es suficiente (ej. cloro en piscinas, nitratos en aguas de embalses, etc. Un ejemplo mas de esto
es la lectura de pH mediante tiras reactivas). En muchos casos la especie estudiada no absorbe
en el UV-Visible, pero si lo hace un complejo formado con otro compuesto. Por ej. el ion
fosfato no absorbe en el VIS, pero forma un complejo con el ion molibdato y el vanadato
(fosfomolibdovanadato) que tiene una gran intensidad de absorcién a 430 nm (azul), y se
emplea para analisis de fésforo en aguas, suelos, etc. En estos casos la determinacion
espectrofotométrica es indirecta, ya que previamente se hace reaccionar la muestra con unos
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reactivos adecuados (reaccién colorimétrica) y posteriormente se mide la absorbancia de la
mezcla.

Ventajas de la espectrofotometria:

e gran aplicabilidad, ya que hay muchas especies absorbentes y posibilidades de formar
complejos con las que no lo son.
elevada sensibilidad, se pueden determinar concentraciones hasta 10° M
(moles/litro).
selectividad media
permite automatizacidn del proceso, se usa en sistemas de andlisis en continuo.
sistema no destructivo en medidas directas debido a que aprovecha las propiedades
intrinsecas de los analitos.

Como principal desventaja de la técnica esta la posible interaccion de particulas que
interfieran el paso de luz. Por ello, las disoluciones han de estar exentas de sdlidos en
suspension.

5. INSTRUMENTACION EN ESPECTROSCOPIA UV-Vis
La mayoria de los instrumentos espectroscépicos constan de cinco componentes:

A. Una fuente estable de energia radiante que se hara incidir sobre la muestra.

B. Un selector de longitudes de onda que permita el aislamiento de una regién reducida
de longitudes de onda que posteriormente se hace incidir sobre la muestra.
Uno o dos recipientes con la muestra. Si hay dos uno de ellos se utilizara para el blanco)
Un detector de radiacidn que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica
medible.
Un transductor de sefial y posterior procesador que genere un dato numérico
(absorbancia)

En la figura siguiente podemos observar los componentes de un instrumento espectroscépico

y su disposicién.

Detector

Cubeta con
muestra

rendija

rendija

Fuente de rem
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5.1. FUENTE

Fuente: es el dispositivo emisor de radiacidon electromagnética esto es, una lampara. Las
espectroscopias de absorcidn y de fluorescencia requieren una fuente de radiacidn externa
de una intensidad constante y suficientemente intensa para facilitar la deteccién y medida.
Generalmente emite una banda muy amplia de radiaciones continuas que cubre todo el
espectro deseado. Para cada zona del espectro UV-Vis-IR hay un tipo de lampara especifica
que ofrece radiacién homogénea:

e Visible: [dmparas de filamento de wolframio (o tungsteno) incandescente. Son
similares a las bombillas de luz amarilla comunes hasta hace poco en los hogares.
Ultravioleta: lampara de hidrégeno o de descarga de deuterio. A veces estdn
refrigerados con agua para disipar el elevado calor que producen.

Fluorescencia: lampara de Xendn.

Infrarrojos: fuentes especiales de éxidos de tierras raras (disprosio, holmio, erbio) o
carburos (de silicio). Estos emiten radiaciéon en IR (1,5 a 2,0 mm) a elevadas
temperaturas (1000-20009C).

5.2. SELECTOR DE RADIACION O DE LONGITUD DE ONDA

De toda la radiacidn que emite la lampara mediante este dispositivo se selecciona la radiacion

de la energia deseada (A). Su objetivo es controlar la pureza de la radiacién seleccionada
consiguiendo el menor ancho de banda. Existen dos tipos de selectores de longitud de onda:

e FILTROS: Se trata de cristales tintados que al incidir la luz “blanca” (de todos los
colores) absorben todas las radiaciones excepto una banda de luz monocromatica
(similares a los cristales de unas gafas de sol). Es necesario cambiar el filtro para poder
seleccionar otra longitud de onda deseada.

MONOCROMADORES: es un sistema que consta de un conjunto de lentes, espejos y
rendijas para dispersar, separar, enfocar y restringir la radiacion no deseada. Los
monocromadores mas comunes son:
- PRISMA: producen una refraccion de la luz, siendo el

angulo de refraccion mayor cuanto menor es la

longitud de onda de la radiacién. Después del prisma

hay una rendija por donde se selecciona la radiacién

deseada. Segun el tipo de radiaciones se usan prismas

de vidrio (VIS), cuarzo o silice (UV) y cristales de cloruro

sédico (NaCl) para IR.

Pagina 11 de 23




Haces incidente w reflejado
a la longitud de onda

RED DE DIFRACCION: Es una lamina metdlica (de  wniuese

onda mayares
que la

aluminio generalmente) altamente pulida sobre la s

Perpendicular a

que se han hecho una gran cantidad de estrias (lineas
paralelas). Estas estrias actian como centros de

dispersién de todas las radiaciones incidentes.

Cuando sobre una sustancia se hace incidir radiacién previamente seleccionada en orden
creciente (o decreciente) de energia (A) y se registra la absorbancia generada a cada longitud
de onda se obtiene su espectro caracteristico de absorciéon. Un espectro de absorcidon es un
registro de la intensidad de la absorcidén por una muestra en funcién de la longitud de onda (o
frecuencia) de la radiacién incidida. Un espectro de absorcién muestra que longitudes de onda
son absorbidas por la molécula en estudio.

5.3. RECIPIENTE DE MUESTRA

Son cubetas que establecen el “paso de luz” donde se coloca la muestra a analizar
(generalmente ligquida). Varian mucho segun la técnica a utilizar, pero como caracteristica
comun deben ser transparentes en la regién de longitud de onda que se va a medir:

e Visible: se usan cubetas cuadradas de vidrio de, generalmente, 1 cm de lado.

e UV: se usan cubetas cuadradas de cuarzo de, generalmente, 1 cm de lado ya que el
vidrio no es transparente a la radiacién UV y la absorberia impidiendo que llegara a la
muestra

Infrarrojo: cubetas de cloruro sédico (NaCl) o cloruro de plata (AgCl).

Recordar que la absorbancia depende de la longitud del paso de luz por la muestra (cubeta);
de tal forma que al aumentar la longitud aumenta la absorbancia y consecuentemente a
mayor longitud mayor sensibilidad se puede conseguir. Se puede emplear cubetas de otros
espesores distintos 5 cm, 5 mm etc. dependiendo de la sensibilidad requerida. En
espectroscopia UV-Vis las cubetas de cuarzo son deben serlo solo en dos de sus caras
enfrentadas que son por las que debe pasar el haz de luz

5.4. DETECTOR

Un detector (6 transductor) es un dispositivo que produce una sefial eléctrica cuando recibe
un fotdn. Esta sefial eléctrica luego es convertida en unidades de intensidad radiante
transmitida o absorbida. Existen varios tipos de detectores, cuyo uso depende de la regién de
longitud de onda en la que se trabaja:

e FOTOTUBO o TUBO FOTOMULTIPLICADOR: para la zona del VIS y UV. Con el mismo
principio de funcionamiento que la célula e :/mm

VoS
N TN

fotoeléctrica. Al golpear un fotén en el catodo Lo

. . , \ Y. T ]
(cargado negativamente), este emite un electrén moron 1 A2 L N Ny
que se dirige hacia el anodo (cargado b

N
PHOTOCATHODE PHOTOMULTIPLIER TUBE (PMT)

negativamente) que arranca nuevos electrones
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que se dirigen hacia el siguiente anodo y asi sucesivamente; ello provoca una
corriente eléctrica que es medida por un voltimetro. Al final la intensidad de Ia
corriente eléctrica generada dependera del n2 de fotones que llegaran inicialmente.
Esta intensidad de corriente se transforma en un numero.

FOTODIODO ARRAY (o detector de diodos en fila): sobre un semiconductor se fabrican
diodos en serie, unos junto a otros, de manera que al incidir sobre él una radiacién
difractada, se puede tener una sefial instantanea para un amplio rango de longitud de

onda de forma simultanea, permitiendo asi una espectroscopia muy rapida.

5.5. PROCESADOR Y TRANSDUCTOR DE SENAL

En los instrumentos mas antiguos la senal se mostraba en un medidor de aguja que tenia una
escala en unidades de transmitancia y de absorbancia. Los instrumentos mas modernos tienen
un display digital, en el que aparece el valor numérico de absorbancia o el valor de
concentracién cuando puede realizar automaticamente los cdlculos a partir de una funcion de
calibrado.

5.6. EQUIPOS DE HAZ SIMPLE Y HAZ DOBLE.

En los instrumentos de doble haz la luz proveniente de la fuente es dividida en dos haces
después de salir del monocromador mediante un sistema de espejos divisores (Figura). Esta
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Celda de 1

referencia
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I
I g —rvv* Sistema de lectura
7 Divisor

Fotode. | Amplificador i “/

(U~ | monocromador S\ de haces tector 2 |de diferencias

Celda de
la muestra

divisiéon produce dos haces de luz, uno de ellos se dirige a la celda de referencia, que contiene
el blanco, y el otro haz se dirige hacia la celda de muestra. Los dos haces de luz después de
atravesar la celda de referencia y la de muestra llegan a detectores separados para obtener la
sefial correspondiente como diferencia entre el haz de luz de la muestra y el del blanco o
referencia. Los sistemas de doble haz tienen la ventaja de que cualquier variacién en la
intensidad de la fuente, la eficiencia de la red, la reflectividad de los espejos, la
fotosensibilidad del detector, etc., afecta simultdneamente a los dos haces. En consecuencia,
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la relacidn de energia de los dos haces permanece siempre constante.

5.7. LECTORES DE PLACAS MICROTITTER

Un lector de placa habitualmente utilizado como analizador de ELISA es un espectrofotometro
especializado. A diferencia de los espectrofotometros convencionales que permiten efectuar
lecturas en un rango amplio de longitudes de onda, este dispone de filtros o rejillas de
difraccién que limitan el rango de longitudes de onda a aquellas que se utilizan en la técnica
ELISA, la cual generalmente se realiza con longitudes de onda comprendidas entre los 400 y
los 750 nm —nandmetros—.

Algunos analizadores operan en el rango ultravioleta y pueden efectuar analisis entre los 340
y los 700 nm. El sistema éptico utilizado por muchos fabricantes utiliza la fibra éptica para
llevar la luz hasta los pozos de la placa, donde se encuentra la muestra bajo andlisis. El haz de
luz que atraviesa la muestra tiene un didmetro que varia entre 1 y 3 mm. Un sistema de
deteccidn recibe la energia luminica, proveniente de la muestra, la amplifica, determina la
absorbancia y, la convierte en datos que permiten interpretar el resultado de la prueba.
También hay analizadores de ELISA que emplean sistemas luminicos de doble haz. Las
muestras del ensayo de ELISA se colocan en placas de diseio especial, las cuales disponen de
un numero definido de pozos o vasos, en los cuales se lleva a cabo el procedimiento o ensayo.
Son comunes las placas de 8 columnas por 12 filas, con un total de 96 pocillos.

6. METODOLOGIA DE TRABAJO EN ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Andlisis cualitativos: es decir, determinar la presencia de determinados grupos funcionales en
las muestras. La presencia de absorcidon en UV puede ser indicativa de la presencia de dobles
enlaces conjugados. Algo similar ocurre en el visible una coloraciéon determinada puede indicar
la presencia de alguna sustancia (por ej. coloracion azulada puede indicar presencia de Cu?*,
amarillo-verdosa de Fe, etc. en aguas El poder resolutivo de la técnica en si es limitado y puede
informar de la presencia de algunos compuestos. Mas aplicacidn tiene como sistema de
deteccidén en cromatografia liquida donde la obtencion del espectro de una sustancia (pico) y
posterior comparacion con librerias puede evidenciar su presencia. En este punto es una
herramienta potente.

Andlisis cuantitativo: determinar las cantidades de ciertas sustancias. Requiere previamente
la obtencidn del espectro de la sustancia de interés para fijar (conocer) las longitudes de onda
de los maximos de absorcidon y posteriormente realizar el analisis cuantitativo por
interpolacion mediante calibrado obtenido por diluciones de patrones de la sustancia de
interés.

7. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR

Hasta ahora en la espectroscopia de absorcion hemos visto que la radiacion una vez que incide
sobre la muestra (molécula) parte de ella se invierte en producir los transitos electrénicos
adecuados y una parte de ella atraviesa la muestra sin mas. La relacién entre la “cantidad”
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incidente y la transmitida nos da una idea de la “absorciéon” producida. Posteriormente los
electrones excitados regresan a su estado fundamental (relajacién) desprendiendo la energia
que se les administré para su excitacion en forma principalmente de calor.

Estados excitados sencillos Estado excitado triple

Conversion Relajaciones

interna vibracionales
;

Cruce
intersistemas

Conversion
interna
y externa

Absorcién Fluorescencia Fosforescencia

Relajacién —
Sy _ vibracional —1=

Estado

fundamental g
2 Ap Ay

En ocasiones el proceso de relajacion no conduce a los electrones al nivel fundamental
directamente sino a un estado intermedio de menor energia desde el que si regresan ahora al
estado fundamental, pero desprendiendo energia en forma de radiacién que no es de la
misma magnitud (A é v) que la absorbida.

En la figura anterior se esquematiza desde el punto de vista de los niveles energéticos
implicados los fendmenos de absorcion, fluorescencia y fosforescencia. En la fluorescencia
una vez excitados los electrones a niveles superiores de energia como consecuencia de la
irradiacion sufrida (excitacion), éstos no regresan al estado fundamental emitiendo energia
térmica, sino que antes pasan por un estado excitado intermedio (S1) desde el que ahora si
regresan al estado fundamental, pero emitiendo energia radiante (no térmica) obviamente de
mayor longitud de onda (menor energia).

El fendmeno de la fluorescencia se produce en un intervalo de tiempo muy pequeno después
de la absorcidn (o excitacién) de unos 10~ segundos a diferencia de la fosforescencia que
puede durar minutos y horas ya que en la fosforescencia estan implicados fendmenos de
cambio del spin del electrén. En el caso de la fosforescencia se presenta cuando una molécula
excitada se relaja hasta llegar a un estado electrénico excitado metaestable, que se denomina
estado triplete, el cual tiene un promedio de vida mayor de 10~ segundos.
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La fluorescencia y la fosforescencia se parecen en que la excitacidn se consigue mediante la
absorcion de fotones. Como consecuencia, se alude a menudo a los dos fendmenos con el
término mas general de fotoluminiscencia. Uno de los aspectos mas interesantes de los
métodos luminiscentes es su inherente sensibilidad, con limites de deteccidon que son casi
siempre de uno a tres drdenes de magnitud inferiores a los encontrados en la espectroscopia
por absorcion.

La fluorescencia y la fosforescencia se observan
con mas facilidad a un angulo de 90° respecto al
haz de excitacién ya que de esta forma al detector
solo llega la radiacion fluorescente “emitida” sin
interferencia de la radiacién incidente no
absorbida empleada en la excitacion. Si el detector
estuviera en linea con la cubeta y la lampara como
en el caso de la espectroscopia UV-Vis al detector
llegaria junto con la radiacion fluorescente emitida el excedente de la radiacidn excitante no
absorbida.

Filtro de excitacién

7.1. ESPECIES FLUORESCENTES

Todas las moléculas absorbentes en UV serian potencialmente fluorescentes. Sin embargo, no
lo son porque su estructura permite para los electrones excitados caminos de relajacién no
radiante (térmicos). En general, los compuestos que poseen elevada conjugacion (dobles
enlaces “=" alternados) como los compuestos aromaticos o mejor varios anillos aromaticos en
su estructura son los que presentan una mayor fluorescencia molecular. Ademas, cuanto mas
rigida es la molécula como consecuencia de enlaces adicionales “puente”, mas se favorece el
proceso de fluorescencia (ej. quinina, morfina, heroina).
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Aquellas sustancias que son fluorescentes presentan pues dos
tipos de espectros: uno de excitaciéon (que es el mismo de
absorcion) y otro de emision fluorescente. El espectro de
emision fluorescente se encuentra desplazado respecto del de
absorcion a longitudes de onda superiores (menor energia) lo
gue se conoce como desplazamiento de Stokes.

Desplazamiento Stokes
« >
|
§

Absorcién ||

7.2. CUANTIFICACION. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION EN LA INTENSIDAD DE
FLUORESCENCIA

En el fendmeno de la fluorescencia ocurre algo similar a lo descrito para el fenédmeno de
absorcion: la intensidad de la fluorescencia de un compuesto es proporcional a la
concentracion del mismo mediante la siguiente expresion:

F=K-c

Donde “K” es una constante caracteristica de cada sustancia fluorescente. Al igual que pasaba
con la Ley de Beer para la absorcidn, en fluorescencia también hay desviaciones de la ecuacion
anterior. Para solventar estas desviaciones es necesario trabajar siempre a concentraciones
del orden de las partes por billon (ppb), esto es 2 o 3 drdenes de magnitud inferiores a las de
la espectrofotometria UV-Vis.

La metodologia de trabajo es similar y se requiere de la preparacidon de un calibrado previo
empleando patrones de concentracién conocida con los que obtener una funcién de calibrado
y asi posteriormente mediante interpolacién realizar la cuantificacion de muestras
desconocidas.

7.3. INSTRUMENTACION EN FLUORESCENCIA

En la figura siguiente se esquematiza un espectrofluorimetro de doble haz.

Los componentes son basicamente los mismos descritos para espectroscopia UV-Vis. Sin
embargo, el equipo es algo méas complejo. Brevemente consta: (El flujo de radiacion en la
figura va de derecha a izquierda)

1. Unafuente de radiacion: [dmpara de Xendn que emite un amplio haz de radiacién 200-
1000nm
Un monocromador de excitacidn que permite seleccionar mediante una red de
difraccién (o también podria ser un prisma) la longitud de onda de excitacion
Un divisor del haz (splitter) que consta de un sistema de espejos divisores que
permiten dirigir el haz de radiacion alternativamente (milisegundos) a la cubeta de
muestra o a la cubeta compensadora de absorbancia que contiene la referencia o
blanco.
Uno o dos compartimento de muestra con una cubeta que en el caso de fluorescencia
debe ser de cuarzo las cuatro caras.
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Un monocromador de emisidn con el que seleccionar la longitud de onda de medida
de la fluorescencia generada.

Un detector y tubo fotomultiplicador que transforme la radiacién fluorescente (UV)
generada en una corriente eléctrica proporcional.

Monocromador de la emisidn Monocromador de la excitacion
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Las diferencias esenciales entre un espectrofotémetro UV-Vis y un espectrofluorimetro son
gue éste ultimo:

a) dispone de dos monocromadores para seleccionar en cada caso la longitud de onda de
los maximos de excitacién y emisién.

b) la cubeta debe ser de cuarzo en dos caras perpendiculares de las cuatro disponibles (o
las cuatro lo que es mads habitual), por una de ellas incide la radiacidn de excitacion y
por la perpendicular sale la fluorescencia emitida

7.4. APLICACIONES

El fendmeno de la fluorescencia permite disponer de una técnica muy sensible (de uno a tres
d6rdenes de magnitud mayor que la espectroscopia de absorcidén, obteniéndose limites de
deteccion inferiores) y selectiva (ya que no todas las moléculas son fluorescentes).

Tiene una gran aplicabilidad en la cuantificacién de moléculas organicas en productos
alimenticios, farmacéuticos, clinicos y naturales. Al igual que en espectroscopia de absorcién,
pueden analizarse especies que no son fluorescentes (como es el caso de las moléculas
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inorganicas) mediante su reaccidon con otras que si lo son llamadas fluorégenos como
benzoina, 8-hidroxiquinoleiana, rojo de alizarina, flavanol, etc.; su mayor aplicacién es en el
anadlisis de moléculas organicas (como los farmacos) o bioquimicas (adenina, cisteina,
guanidina, proteinas, triptéfano...).

HO

0
0 OH OH HO
/N ||‘ |_ Flavanol
) O
\ H

SO,Na

8-hidroxiquinoleina Benzoina Rojo de Alizarina R

Las aplicaciones de ambas técnicas (espectrofotometria y fluorescencia) en cualquier
laboratorio son inmediatas. A continuacidn, se describen de forma muy resumida, algunos
ejemplos de aplicacién a los laboratorios de sanidad animal.

8. APLICACIONES DE LA ESPECTROSCOPIA UV-VIS y FLUORESCENCIA. APLICACIONES EN
LABORATORIOS DE SANIDAD Y GENETICA ANIMAL.

La espectrofotometria UV/Vis o la fluorescencia pueden utilizarse como sistema de deteccién
en Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR); bien para el analisis de compuestos
organicos que absorben luz UV-Vis o que muestran fluorescencia; o bien para aquellos que
previa derivatizaciéon con el agente adecuado les aporta absorcion UV-Vis o mediante un
fluorégeno que les confiere fluorescencia. Para resultados precisos, la respuesta del
instrumento al analito debe compararse con la respuesta a un estandar, lo que conlleva el uso
de curvas de calibracion. La respuesta (por ejemplo, el area/altura de pico) para una
concentracion particular se conoce como factor de respuesta.

8.1. ESPECTROFOTOMETRIA

a) Cuantificacion de proteinas. Existen multiples ocasiones en laboratorios de sanidad en las
que conocer el contenido de proteina es de interés, por ejemplo, en la contrastacién
laboratorial de vacunas como la perineumonia. La cuantificacidén de proteina es una de las
mas amplias aplicaciones de la espectrofotometria UV-Vis. Estos métodos son muy
inespecificos ya que casi todas las proteinas reaccionan por igual con los diferentes
reactivos descritos por lo que si la muestra contiene varias proteinas todas son
determinadas conjuntamente. A ello se une la dificultad de encontrar patrones puros de
la proteina de interés por lo que habitualmente se emplea un patrén comun en todos ellos
como la albumina de suero bovino (BSA). Son por tanto métodos semicuantitativos que
permiten tener una idea del orden de magnitud del contenido en proteina de la muestra.
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Muchos de estos métodos se basan en: a) la propiedad intrinseca de las proteinas para

absorber luz en el UV, b) la formacion de derivados quimicos, o c¢) la capacidad que tienen

las proteinas de unir (adsorber) ciertos colorantes.

Absorbancia a 280 nm: La mayoria de las proteinas absorben a 280 nm. Es un
método rapido y sencillo pero tiene la desventaja es que la muestra debe estar
pura, ya que otras proteinas distintas de las de interés y moléculas no-proteicas
como el DNA, también absorben a esa longitud de onda.
Ensayos colorimétricos: Los ensayos colorimétricos involucran la adicion de una
sustancia quimica que es capaz de reaccionar con determinados residuos
aminoacidicos. El resultado de estas reacciones es el cambio de color en la
solucién, que es cuantificado mediante una medida de absorbancia. En general,
estos métodos son mas sensibles que la cuantificacién por absorbancia directa a
280 nm. Se suele utilizar albimina sérica bovina (BSA bovine seric albumin) como
patrén para obtener la funcién de calibrado. Los ensayos colorimétricos mas
utilizados son:
=  ENSAYO DE BRADFORD (595nm): Se basa en la unién de un colorante,
Comassie Blue G-250 (también Serva Blue) a las proteinas. El colorante,
en solucion 4cida, existe en dos formas una azul y otra naranja. Las
proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-
colorante con un coeficiente de extincion mayor que el colorante libre.
Este método es sensible (1-15 pg), simple, rapido, barato y con pocas
interferencias. La desventaja es que es altamente sensible a
detergentes y lipidos.
ENSAYO DE LOWRY (750 nm): se trata de una reacciéon rédox en
presencia de iones Cu2+ de los enlaces peptidicos de los aminodcidos
Tyr, Trp y Cys. Es rapido, sencillo y relativamente sensible.
ENSAYO BCA (Acido bicinconinico) (562nm): El 4cido bicinconinico es un
compuesto capaz de formar un complejo purpura intenso con iones
Cul+ en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método
analitico capaz de monitorizar el ion cuproso producido en una reaccién
entre las proteinas con Cu2+ en medio alcalino (reaccién de Biuret). La
proteina presente en la muestra reduce el Cu2+ a Cu+ que forma un
complejo altamente coloreado con BCA. Es mas sensible que Lowry. Los
complejos coloreados son muy estables. Aunque es altamente
susceptible a interferencias, no interfiere con detergentes y lipidos.

METODO DE BIURET: Se basa en la formacién de un complejo coloreado

entre el Cu2+y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medio basico
dando un color purpureo que se cuantifica espectrofotométricamente
(540 nm). Como estandar se utiliza una solucién de albumina.
Proteina + Cu2+ - Complejo Cu-Proteina (purpura)
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La intensidad de coloracidn es directamente proporcional a la cantidad
de proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de
manera que pocas sustancias interfieren. La sensibilidad del método es
muy baja y soélo se recomienda para la cuantificacién de proteinas en
preparados muy concentrados (por ejemplo en suero).

b) Elisa: (acrénimo  del inglés Enzyme-Linked  ImmunoSorbent  Assay: “ensayo  por
inmunoadsorcion ligado a enzimas”) es una técnica deinmunoensayoen la cual
un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
una enzima capaz de generar un producto detectable, como cambio de color
(espectrofotometria) o fluorescencia. Se usa en muchos laboratorios para determinar si
un anticuerpo particular estd presente en un suero.

Cuantificaciéon de ADN: uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion del ADN
es el analisis de la absorcién UV, ya que los nucleétidos poseen maximos de absorciéon
alrededor de 260 nm (por ejemplo, dATP: 259 nm; dCTP: 272 nm; dTTP: 247 nm). Este
método proporciona una estimacion simple y precisa de la concentracién de una muestra,
pero sélo si ésta se encuentra pura, sin contaminacién significativa de proteinas o
solventes orgdnicos que absorban a longitudes de onda cercanas. Para evaluar la pureza

de la muestra debe determinarse la proporcion Abs260 nm/Abs280 nm. Si la relacién es

mayor a 1,6 puede estimarse que la muestra es lo bastante pura para confiar en la
cuantificacién espectrofotométrica.

Determinacién de ADN vy proteinas mediante electroforesis en gel: cuando se ha
completado la electroforesis y producida la separacién; los componentes de una muestra
pueden ser visualizados (“revelados”) mediante la adicién de un colorante especifico para
hacerlas visibles. Se emplean compuestos como el bromuro de etidio, para los acidos
nucleicos, o tinciones como de plata (las proteinas se visualizan en color negro) o Azul
Coomassie para proteinas. La intensidad de la fluorescencia o coloracidon adquirida es
proporcional al contenido de la muestra.

Protedmica: Al igual que con el ADN, las proteinas absorben la luz ultravioleta a una
longitud de onda especifica, lo que permite la medicién directa usando un
espectrofotdmetro. Se puede distinguir asi productos transgénicos.

8.2. FLUORESCENCIA

a) Analisis de residuos de medicamentos veterinarios. Algunos medicamentos veterinarios
son fluorescentes, y se pueden analizar de forma muy selectiva mediante fluorescencia.
Es el caso de las avermectinas (es un grupo de moléculas con propiedades antihelminticas)
gue si bien no son fluorescentes “per se” pueden adquirir esta propiedad mediante una
reaccion de derivatizacién previa. Son determinas por cromatografia liquida con deteccién
por fluorescencia.
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b) Cuantificacion de anticuerpos frente a las especies lisas del género Brucella (Brucella
abortus, Brucella melitensis y Brucela suis) por la técnica de polarizacién fluorescente
(FPA). La técnica de Fluorescencia Polarizada en microplaca (FPAm) es un ensayo basado
en la tecnologia de fluorescencia polarizada, y disefiado para determinar la presencia de
anticuerpos anti brucelares en el suero de bovinos, ovinos y caprinos. La presencia de
anticuerpos es indicadora de infeccion o de una vacunacién. El antigeno marcado y los
anticuerpos (suero positivo) incubados en solucién se unirdn en una molécula de mayor
tamafiio y peso molecular, y esto se traduce en una mayor capacidad de emisién de luz.
Cuando no hay anticuerpos presentes (suero negativo), no hay cambio en el tamano y peso
molecular, entonces la molécula gira mas deprisa dando lugar a una menor emision de luz
polarizada.

Deteccién molecular del Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTB) mediante PCR Real
Time. La PCR cuantitativa (o PCR en tiempo real) se realiza en un termociclador con
capacidad de hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de
onda determinada y de detectar continuamente la fluorescencia emitida por
el fluorocromo excitado.

Técnicas de inmunofluorescencia: Deteccidn e identificacion molecular de Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis (MAP), agente causal de la Paratuberculosis, mediante
PCR a tiempo real.

Secuenciacion de ADN: lasecuenciaciéon del ADNes un conjunto de métodos
y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la determinacion del orden de
los nucledtidos (A, C, Gy T) en un oligonucleétido de ADN. Una de esas técnicas es la de
secuenciacion por terminador fluorescente. En una secuenciacién por terminador
fluorescente se marcan cada uno de los cuatro di-desoxinucleétidos que terminan la
cadena con un colorante fluorescente generando fluorescencias a diferentes longitudes
de onda dependiendo del nucledtido existente al final de la cadena.

Determinacién de ADN y proteinas mediante electroforesis en gel. idem. que en el caso de

la espectrofotometria UV-Vis. Si el reactivo es fluorescente bajo la luz UV, se puede
visualizar o simplemente hacer una fotografia de la placa bajo dicha luz.

Microscopio de fluorescencia: se usa para detectar sustancias fluorescentes o sustancias
marcadas con fluorocromos (o fluoréforos). Los mas comunes son el DAPI (4',6-diamino-
2-fenilindol) que tifie el nucleo de las células y el GFP (o proteina verde fluorescente) que
se usa, por ejemplo, para ver el crecimiento de bacterias patogénicas.
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CROMATOGRAFIA. CONCEPTO, TIPOS Y APLICACIONES EN
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1. INTRODUCCION

En la historia del analisis quimico hay un antes y un después de la aparicién de la
cromatografia. Anteriormente, el andlisis de cualquier sustancia era entendido como un
proceso dedicado especificamente a esa sustancia, es decir, todas las etapas del proceso
analitico estaban encaminadas a extraer y purificar dicho compuesto aislandolo de la matriz
en la que se encontraba para poder posteriormente realizar la oportuna medida fisica o
quimica. Esto suponia que existian tantos métodos de analisis como combinaciones de
matrices-sustancias uno pueda imaginar.

Con el advenimiento de la cromatografia a mediados del siglo pasado, en una misma muestra
podian ser analizados dos, tres, cinco, diez analitos simultdneamente, hasta los varios
centenares que pueden determinarse simultdneamente hoy dia gracias a los potentes equipos
desarrollados que en conjuncién con los sistemas informaticos permiten adquirir sefiales a
una velocidad del orden casi de los milisegundos.

La cromatografia es una técnica de separacion de mezclas de analitos presentes en una misma
muestra que posteriormente pueden ser identificados y cuantificados de manera univoca. Se
basa en el principio de la retencidn selectiva, que consiste en el distinto comportamiento de
los componentes de una mezcla sobre un soporte especifico (como un papel, un sdlido, un
liquido, una resina) y una fase liquida o gaseosa que fluye a través del soporte.

2. CROMATOGRAFIA. CONCEPTO

La etimologia de la palabra cromatografia es curiosa. Por las palabras griegas que la forman
significaria: “escritura en colores”. El desarrollo de la cromatografia se debe al botanico ruso
Mikhail S. Tswet estudiando los pigmentos naturales que se encuentran en las plantas
(conocidos como carotenoides y clorofilas). Tswet empacd material adsorbente en una
columna de vidrio vertical de unos cuantos centimetros de diametro (2-3) rellena de un sélido
(carbonato célcico) con el que pretendia “filtrar” el extracto de clorofilas. Posteriormente, por
dicha columna vertical vertid una disolucién que contenia la mezcla de pigmentos
provenientes de las hojas molidas de una planta. Pasados unos minutos, el material empacado
en la columna habia adquirido una coloracion diferente por segmentos. Es decir, se habia
logrado la separacién de los pigmentos naturales de la planta. En cada segmento de color
definido habia un pigmento diferente.

La cromatografia se define como:

Una técnica analitica de separacion basada en la migracion
diferencial de los analitos en un lecho o fase fija (fase estacionaria),
impulsados por una fase en movimiento (fase movil).

La separaciéon se da como resultado de la mayor o menor capacidad para ser retenidos los
diferentes componentes de una muestra por la fase estacionaria, es decir; se basa en los
repetidos procesos de interaccion durante el movimiento de los componentes de una mezcla
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arrastrados por la fase movil (en movimiento) a lo largo de la fase estacionaria (fija),
produciéndose la separacion debido a las diferentes afinidades de los componentes de la
mezcla entre la fase estacionaria y la movil. Atendiendo a la naturaleza de la fuerza impulsora
en movimiento que empuja a los analitos la cromatografia se divide en cromatografia de gases
(es un gas el impulsor) y cromatografia de liquidos. En la figura siguiente se muestran los tipos
de cromatografia atendiendo a las fases moviles y fijas:
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3. CROMATOGRAFIA DE GASES

Su utilidad fundamental es para la separacién de compuestos organicos que son volatiles (en
un rango de temperaturas 30-500 9C). Es una técnica cromatografica en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en una columna cromatografica contenida en un horno. La modificacién
de la temperatura del horno con el tiempo permite volatilizar los compuestos presentes en la
muestra progresivamente y su movimiento a lo largo de la columna. La elucién se produce
empujados la fase movil de gas inerte. A diferencia de otros tipos de cromatografia, la fase
movil no interactia con las moléculas del analito; su Unica funcién es la de transportar el
analito a través de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases (CG): la
cromatografia gas-sélido (CGS) y la cromatografia gas-liquido (CGL), siendo esta ultima la que
se utiliza mas ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (CG).
En la CGS la fase estacionaria es sélida y la retencidn de los analitos en ella se produce
mediante el proceso de adsorcién. La CGL utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido
inmovilizadas sobre la superficie de un sélido inerte.

3.1. DESCRIPCION DE UN CROMATOGRAFO DE GASES
Un cromatégrafo de gases consta de varios médulos:
a) gas portador (fase movil),

b) sistema de inyeccidn (microjeringa) para depositar la muestra en la columna,

Pagina 4 de 18




c) Columna cromatografica

d) Horno termostatizado para mantener la columna a la temperatura apropiada (o la
secuencia del programa de temperatura),

e) Detector que “ve” los componentes de la muestra conforme eluyen de la columna, y
f) Sistema de integracién de la sefial y procesador de datos (registrador).

Jeringa de inyeccién

delamuestra Procesador - amplificador

Regulador de

flujo injector

—

tp

Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
X programable

\ Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

3.1.1. Gas portador

El gas portador o fase movil suele ser: He o N, fundamentalmente, aunque también se ha
utilizado CO2 e H,. La eleccidon del gas esta con frecuencia determinada por el tipo de detector
gue se utilice. Los gases portadores utilizados en cromatografia no afectan, en principio, a la
separacion ya que no tienen ninguna influencia sobre los procesos de sorcién-desorcion o de
particidn que se producen en la columna, por lo que no afectan a la selectividad de ésta.

3.1.2. Muestreador automatico

Un muestreador automatico se encarga de tomar la muestra contenida en un vial (0,5-2ml)
de un médulo donde se puede disponer de numerosas muestras (>50). El muestreador
permite enjuagar la jeringa con una muestra que contiene disolvente para lavar las trazas de
analitos presentes en la muestra anterior, luego aspira una cantidad de la muestra medida
con precision, y la introduce en la columna. La operacidén que no requiere atencion personal
libera al operador para otras actividades.

3.1.3. Sistema de inyeccion

El sistema de inyeccion de un cromatégrafo es un punto extremadamente critico, y la
utilizacion de una técnica de inyeccion inadecuada o una mala eleccién del sistema de
inyeccidén pueden echar a perder completamente la capacidad de separacion de una columna.
El método mas tradicional de inyeccidon de muestra implica el uso de una microjeringa para
inyectar una muestra liquida o gaseosa a través de un diafragma o “septum” de goma de
silicona, en una cdmara de vaporizacidn instantanea situada en la cabeza de la columna. El
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modo estandar, adecuado para aproximadamente 95% de las aplicaciones de las columnas
empacadas (o empaquetadas), es la inyeccion directa. La muestra es inyectada con una jeringa
hipodérmica a través de un séptum de goma (o hule) de silicona autosellante, a un alineador
de vidrio (glass insert) contenido en un bloque metalico. Una vez inyectada la muestra, ésta
es vaporizada de forma instantdnea, mezclandose con el gas portador. El bloque se calienta a
una temperatura que se fija en un valor suficientemente alto para convertir practicamente en
forma instantdnea la muestra liquida en vapor. La muestra, una vez vaporizada, es arrastrada
rapidamente por la corriente de gas portador en direcciéon a la columna. La cantidad de
muestra inyectada es del orden de uL para liquidos y algo superior para gases. Existen
fundamentalmente dos modos de inyeccidon en un cromatégrafo de gases:

a) Inyeccién con division de muestra (split). Este tipo de inyeccion es el mds sencillo de
los que se utilizan en cromatografia capilar. El inyector de “split”, consta basicamente
de los mismos elementos que un inyector normal, con la Unica adicién de un sistema
de division de flujo a la salida de la cdmara de mezcla. Por medio de este tipo de
inyector, el flujo de gas portador que pasa a través del inyector (y por lo tanto también
de la muestra vaporizada), se divide en dos; una parte es introducida en la columnay
la otra escapa fuera del sistema a través de una valvula reguladora de la proporcién de
gas que es introducido en la columna. Generalmente se inyecta una muestra de 1 uL
pero sélo entra al capilar 0.01 pL; el resto es desechado (split). Esta técnica impide la
sobrecarga de la columna, pero desperdicia una porcién significativa de la muestra
reduciendo la sensibilidad.

Inyeccion sin division “splitless”: la totalidad de la muestra inyectada llega a la
columna, que se mantiene durante la inyeccién a una temperatura inferior al punto de
ebullicion del componente mas volatil de la muestra. La totalidad de la muestra
inyectada, l6gicamente condensa en la cabeza de la columna, actuando en este caso
el disolvente condensado en la columna a modo de trampa donde se concentran los
componentes a analizar (efecto solvente). Transcurrido un tiempo adecuado, se abre
en el inyector una valvula de purga con el fin de expulsar el disolvente vaporizado que
pudiera quedar en el inyector; al mismo tiempo, se comienza un programa de
calentamiento de la columna para realizar el analisis. La utilizacion de la técnica de
“splitless” permite un aumento notable de la sensibilidad, por lo que es muy adecuada
para el analisis de trazas.

Inyeccién en columna on-column. Este sistema posibilita la introduccién de muestras
directamente en el interior de columnas capilares.

Desorcion térmica. La muestra liquida/sélida se deposita sobre una superficie en una
camara termostatizada. Seguidamente es desorbida (volatilizada) a elevada
temperatura bajo una corriente de gas portador. Una vez desorbidos los vapores de la
muestra, estos son retenidos en una trampa criogénica hasta la finalizacion del proceso
de desorcion, efectudndose la inyeccidon en este momento por medio de un
calentamiento muy rapido de la trampa fria.

Inyectores de espacio de cabeza. La técnica de andlisis por espacio de cabeza es
aplicable al analisis directo de contaminantes muy volatiles en muestras sélidas o
liquidas. El fundamento de esta técnica consiste en analizar una alicuota de la
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atmadsfera que se encuentra en contacto con la muestra con el fin de determinar en
ella la fraccién vaporizada de los componentes que se encuentra en equilibrio con la
muestra sélida o liquida. Para realizar un analisis por medio de esta técnica, la muestra
se introduce en un vial herméticamente cerrado y se somete a una temperatura
previamente fijada durante un tiempo suficiente para que las dos fases (gas y liquido,
o gas y solido) alcancen el equilibrio. En esencia, un analizador de espacio de cabeza
consta de un horno, convenientemente termostatizado, donde se mantienen las
muestras a una temperatura generalmente muy elevada, y de un sistema de muestreo
capaz de inyectar en el cromatdgrafo una alicuota del vapor generado por la muestra
que contiene el vial. Muy util en el andlisis de perfumes, de constituyentes organicos
volatiles de muestras como orina, respiracion y muestras ambientales.

Pirolisis. En la técnica de pirolisis (o fragmentacién térmica controlada) la muestra se
introduce en un pirolizador (horno) que la calienta a temperatura muy elevada y
suficiente para llevar a cabo su descomposicién quimica. Se forman fragmentos
voldtiles que se introducen automaticamente en columna para su analisis.

3.1.4. Columna cromatografica

Al igual que sucede en todas las técnicas cromatograficas, la columna es el corazén del
cromatégrafo de gases. Una columna para cromatografia de gases estd formada por un tubo,
qgue puede ser de diversos materiales (preferiblemente inertes), dentro del cual se encuentra
la fase estacionaria. Esta puede ser un sdlido activo (cromatografia gas sdélido), o con mayor
frecuencia un liquido depositado sobre las particulas de un sdélido portador (columnas
empaquetadas o de relleno) o sobre las propias paredes del tubo (columnas tubulares
abiertas). Existen dos tipos de columnas atendiendo a la disposicion del relleno en su interior:

a) Columnas empaquetadas. Las columnas empaquetadas consisten en un tubo

(normalmente de vidrio o acero inoxidable) con un diametro interno que varia entre 2
y 5 mm y de una longitud que oscila entre 1 y 5 m, enrollado de una forma adecuada
para poderse introducirse en el interior del horno. En estas columnas el relleno ocupa
todo el espacio interior.
Columnas tubulares abiertas - Columnas capilares. Una columna tubular estd formada
por un tubo (normalmente de vidrio o silice fundida) de un diametro comprendido
entre 0,2y 0,8 mm, en cuya pared interna se dispone la fase estacionaria. Las columnas
capilares ofrecen una elevada eficacia (son frecuentes valores de 30.000 a 50.000
platos frente a los 2.000 - 4.000 de una columna empaquetada. El plato tedrico es
una forma de medir la eficiencia de una columna). Este tipo de columnas permiten
conseguir buenas resoluciones sin recurrir a fases estacionarias de gran selectividad,
lo que simplifica mucho el problema de la eleccion de la fase estacionaria
(practicamente todas las separaciones se pueden realizar con tres o cuatro columnas
diferentes).

El relleno de las columnas consta de un soporte sdlido sobre el que se deposita la fase
estacionaria. La mision de los soportes sdlidos utilizados en algunos tipos de columnas es la
de proporcionar una superficie sobre la que se deposita la fase estacionaria liquida en forma
de pelicula uniforme. Como soportes, se han utilizado sélidos inertes de todo tipo, microbolas
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de vidrio, carbdn grafitizado, metales, silices, fluoropolimeros, polimeros porosos, etc. aunque
los mas utilizados son los soportes preparados a base de tierras de diatomeas sinterizadas
(Chromosorb, Gas Chrom, etc.);

3.1.5. Fase estacionaria

La fase estacionaria tiene en cromatografia de gases un papel fundamental, ya que la fase
movil es cromatograficamente inerte y las separaciones son debidas exclusivamente a las
interacciones especificas que se dan entre los componentes de la muestra y la fase
estacionaria. En cromatografia de gases, pueden llevarse a cabo la mayoria de las separaciones
utilizando unos cuantos tipos de fases estacionarias de uso frecuente como:

a) Polisiloxanos: Los polisiloxanos o siliconas son, con mucho, el grupo de fases
estacionarias de mds amplia utilizacién debido a su elevada estabilidad térmicay a la
posibilidad de modificar quimicamente su estructura de base para obtener fases con
diferentes polaridades y selectividades.

Poliésteres: Los poliésteres utilizados con mas frecuencia como fases estacionarias son
los adipatos y succinatos de etilenglicol, dietilenglicol y butanodiol; particularmente,
es muy utilizado el polietilenglicol succinato (PEGS): son fases estacionarias
moderadamente polares. Las columnas preparadas con este tipo de fases presentan el
problema de su escasa estabilidad ya que los poliésteres son facilmente hidrolizables,
pueden reaccionar con algunos componentes de las muestras (por ejemplo aminas) y
ademads son muy sensibles a la oxidacion.

Polietilenglicoles: son fases estacionarias muy utiles para la separacion de compuestos
polares y con posibilidades de formacion de enlaces de hidrégeno. Este tipo de fases
estacionarias se preparan por polimerizacion del éxido de etileno.

Fases estacionarias ligadas: En general, uno de los factores que influyen en la
temperatura limite de utilizacién de las fases estacionarias en el horno de un
cromatodgrafo de gases, es la tendencia de éstas a ser arrastradas (desorbidas) por la
corriente de gas portador a medida que la viscosidad de la fase va disminuyendo por
efecto del aumento de temperatura fendmeno que se conoce como “sangrado” que
da lugar a la aparicidn de picos no pertenecientes a la muestra que pueden interferir
0 enmascarar algun componente de la muestra. Una solucion a este problema,
consiste en inmovilizar quimicamente la fase estacionaria sobre la superficie del
soporte o la pared del tubo capilar mediante procesos quimicos. Las fases
inmovilizadas ofrecen temperaturas de utilizaciéon mads elevadas que las fases
convencionales, teniendo ademds un menor nivel de sangrado a temperaturas
elevadas; ademads las columnas contaminadas por componentes no volatiles de las
muestras pueden ser regeneradas mediante un lavado con disolventes adecuados.
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3.1.6. Horno de columna

La temperatura de la columna es una variable importante y ha de ser controlada con precision.
Por ello, normalmente se introduce dentro de un horno termostatizado que puede alcanzar
temperaturas de hasta 300-500 2C. Posee un sistema de control digital que permite establecer
gradientes de temperatura precisos en funcion del tiempo transcurrido desde la inyeccion de
la muestra en la columna, de esta forma se pueden ir volatilizando los diferentes componentes
de la muestra e ir avanzando de forma secuencial de manera que se favorezca su separacion.

3.1.7. Detectores

Una vez que los componentes de la muestra han sido separados por la columna, se hace
preciso el disponer a la salida de ésta de un sistema de deteccidn, capaz de sefalar la elucién
de un componente de la muestra y ofrecer, al mismo tiempo, una sefial eléctrica proporcional
a la cantidad de substancia que pasa a través de él y que es transformada en un valor
cuantitativo (drea de pico o altura). Los detectores mas importantes son:

- Detector de ionizacion de llama

El detector de ionizacidon de llama es tal vez el mas ampliamente utilizado en cromatografia
de gases. Este tipo de detector es en la practica de respuesta universal, ya que es selectivo
hacia los compuestos que presenten enlaces C-H, por lo que son muy pocos los compuestos
gue no dan senal en él. El efluente de la columna se mezcla con hidrégeno y con aire para
luego quemarse eléctricamente si en el efluente eluye algun compuesto organico. La mayoria
de los compuestos orgdnicos cuando se pirolizan a la temperatura de una llama de
hidrégeno/aire, producen iones y electrones que generan una corriente eléctrica proporcional
a la cantidad de muestra que se estd quemando. La intensidad de la corriente eléctrica
generada se transforma en un dato cuantitativo (area o altura). Este detector como es obvio
es insensible al H20, CO2, SO2 y NOx (no arden)

- Detector de captura de electrones.

En este caso el efluente de la columna pasa sobre un emisor B, como niquel-63 o tritio
(adsorbido sobre una Iamina de platino o titanio) que emite una corriente de electrones. En
ausencia de especies organicas, resulta una corriente constante entre un par de electrodos.
Sin embargo, la corriente disminuye en presencia de moléculas organicas que tiendan a
capturar electrones. Este detector es de respuesta selectiva para compuestos con elevada
afinidad electrdnica siendo sensible a grupos funcionales electronegativos: halégenos (Cl, Br,
1), peroxidos, quinonas y grupos nitro.

- Detector de masas.

Este detector se basa en las propiedades fisicas que poseen las moléculas cargadas o
ionizadas. Tras acelerarse por medio de campos eléctricos son introducidas en el seno de un
campo magnético. Cualquier carga que acelerada penetra en el seno de un campo magnético
experimenta simultdaneamente una fuerza perpendicular al campo y al vector que describe su
movimiento inicial acelerado. Esta fuerza depende entre otras magnitudes de la masa de la
molécula. La desviacidén de su trayectoria sera pues proporcional a su masa. Basado en este
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principio opera del detector de masas. Una vez ionizada la molécula y antes de llegar al sistema
de deteccion puede sufrir fragmentaciones como consecuencia de la estabilizacion de la carga
presente en la molécula ionizada. Los enlaces pueden sufrir un reordenamiento que puede
dar lugar a la apariciéon de fragmentos de la molécula (de diferente masa por tanto). La
molécula ionizada adquiere cierta inestabilidad y es susceptible de producirse ciertas rupturas
y/o reordenamientos de enlaces dando lugar a fragmentos de la molécula original. Un
espectro de masas es, en consecuencia, una informacidn bidimensional que representa un
pardmetro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de iones producidos en
funcion de la relacion masa/carga de cada uno de ellos. Los procesos que tienen lugar en un
espectrometro de masas son de naturaleza quimica; en consecuencia, la presencia y la
abundancia en el espectro de determinados tipos de iones, identificables a partir de su masa,
serd funcién de la estructura y reactividad quimica del compuesto; pudiendo ofrecer una
enorme cantidad de informacion sobre su estructura.

En cromatografia de gases el efluente de la columna es sometido a un bombardeo con
electrones que producen la ionizacién y posterior fragmentacion de la molécula lo que
permite identificar la sustancia en base al ion que inicialmente se genera (que informa del
peso molecular de la sustancia) y al resto aparecidos tras la fragmentacion.

3.2. ANALISIS CUALITATIVO EN CROMATOGRAFIA DE GASES. iNDICE DE RETENCION

lIIII

El indice de retencién fue propuesto por primera vez por Kovats en 1958 como un
parametro para caracterizar analitos a partir de los cromatogramas. El indice de retencién
para un soluto dado puede deducirse del cromatograma de una mezcla del soluto y de al
menos dos alcanos normales (de cadena lineal como metano, etano, propano, ..., hexano, ...
dodecano... etc.) que tengan unos tiempos de retencion tales, que el del soluto considerado
guede entre los dos alcanos. Los alcanos normales son los patrones en los que se basa la escala
de indices de retencion. Por definicién, el indice de retencién para un alcano normal es igual
a 100 veces el numero de carbonos del compuesto sin considerar el relleno de la columna, la
temperatura u otras condiciones cromatograficas. Los indices de retencién de un compuesto
se deducen por interpolacidn a partir de un cromatograma de una mezcla del soluto de interés
y dos 0 mds alcanos patrén. Es una forma de conocer el comportamiento de un analito referido
al comportamiento de la serie de los alcanos sobradamente conocida.

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

En ésta, un liquido (fase mdvil) circula en intimo contacto con un sélido u otro liquido
inmiscible (fase estacionaria); al introducir una mezcla de sustancias (analitos) en la corriente
de fase movil, cada analito avanzard a lo largo de la columna con una velocidad diferente que
dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone que después de terminado
el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las sustancias que la componian eluiran
(saldran de la columna) con un tiempo diferente; esto es estardn separadas. La fase movil
suele ser un disolvente organico miscible con agua; en el 99 % de los métodos acetonitrilo o
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metanol o mezclas de con agua. Estas mezclas podran ser constantes en el tiempo durante la
inyeccion de una muestra o bien variar durante el tiempo en una misma inyeccién
(cromatograma o “run” como se conoce habitualmente el “analisis” de una muestra en un
cromtografo)

La forma mas habitual de clasificar la cromatografia liquida es en base a la naturaleza de la
fase estacionaria, ya que es ésta la que impone fundamentalmente el mecanismo de
separacion; de este modo, se pueden enumerar cuatro tipos de técnicas:

a) Cromatografia de adsorcion (liquido-sdélido): La fase estacionaria es un adsorbente y
la separacion se basa en innumerables etapas de adsorcidn-desorciéon a nivel
molecular.

Cromatografia de reparto (las dos fases son liquidas; la fase estacionaria consiste en
un relleno de silice al que se encuentra enlazada quimicamente una fase liquida C-
18, C8 etc.); la separacidn en este caso se basa en un proceso de reparto o particion
del soluto entre la fase moévil y la fase estacionaria (liquida también).

Cromatografia de intercambio idnico: Este tipo de cromatografia se da cuando la fase
estacionaria presenta en su superficie grupos ionizados capaces de retener
selectivamente a iones de signo contrario que circulan en la fase mévil (ej. R-NHs*, R-
SOs, etc.)

Cromatografia de exclusién molecular: La fase estacionaria, en este caso, es un
material poroso de tamafio de poro controlado, que permite la entrada a través de
sus poros de ciertas moléculas de manera selectiva dependiendo de su tamaiio y
dejando fuera otras de mayor tamafio; haciendo de esta forma que algunos
compuestos de la muestra se retrasen frente a otros por ser mas tortuoso su camino
durante su permanencia en la columna.

Otra divisidn de los dos primeros tipos de cromatografia atendiendo a polaridad de la fase
estacionaria:

a) Cromatografia de fase normal: La fase estacionaria presenta puntos activos de alta
polaridad y las interacciones que se producen con el soluto son especificas del grupo
activo. La fase estacionaria puede ser un sélido adsorbente (silice SiO, o alumina Al,O3),
o bien, un soporte (silice) al que se unen quimicamente moléculas orgdnicas que
presentan grupos funcionales de alta polaridad (ciano -CN, amino —NH, etc.)

b) Cromatografia de fase reversa (inversa): La fase estacionaria tiene una naturaleza
apolar (cadenas hidrocarbonadas (C-18, C-8, grupos fenilo, etc.) y las interacciones que
se producen son procesos de reparto...; C-18: es una cadena hidrocarbonada de 18
carbonos. C-8: idem de 8 carbonos.
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4.1. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO LiQUIDO

Los componentes bdsicos de un cromatdgrafo de liquidos son:

Bomba o dispositivo de
Fase mévil suministro 'y mezcla de

| Columna eluyentes.

Horno de ._-r-"'"f Registrador Inyector
termostatizacion

i Columna

- Detectory

Sistema de control, recogida y
tratamiento de datos.

4.1.1. Bomba

La misién de la bomba es la de suministrar un caudal constante de la fase movil a través de la
columna. Habitualmente varia desde los 10 pl/min (columnas microbore, analiticas) hasta los
10 ml/min (columnas semipreparativas). Estas ultimas se utilizan mas que para analisis, para
fraccionar una muestra recogiendo tras la separacion cromatografica cada uno de sus
constituyentes o analitos en sendos tubos mediante el empleo de un colector de fracciones.
Desde el punto de vista de la composicion de la fase movil en cromatografia liquida es posible
trabajar en dos modalidades:

a) isocrdtico, cuando la fase movil mantiene la misma composicién durante la elucién
(cromatograma, run) de una muestra.

b) gradiente, cuando la composicién de la fase movil cambia segin una funcién
dependiente del tiempo habitualmente lineal. Es decir, al principio del cromatograma
(tras la inyeccidén) la fase mévil es mas rica en uno de los componentes (acuoso) vy al
final del otro (organico).

4.1.2. Sistemas de inyeccion

Entrada del Eluyente haciala  Entrada del Eluyente y muastra Existen dos tipOS de inyeCtores
eluyents columns aluyents €~ haciala manuales: de jeringa (casi en desuso)
A c ;Dlumm y de valvula (que son los mas
utilizados incluso en los sistemas de
inyeccion  automatizados).  Este
ultimo (figura) consiste en una
* + valvula de seis vias, dos de las cuales
Entrada de Salida de Entrada de Salida de estan conectadas entre si por medio

la muestea la mussta la mussta la muesira
8 b de una espira ("loop"). La
introduccion de la muestra en la
columna se lleva a cabo en dos etapas; la primera se realiza a presién atmosférica, y consiste

en cargar la muestra en la valvula con ayuda de una jeringa (a); en la segunda, mediante un
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giro de la valvula, se hace pasar el eluyente impulsado por la bomba a través de la valvula
arrastrando la muestra hacia la columna (b) donde se inicia el proceso cromatografico.

4.1.3. Columna

La columna es el elemento fundamental de un cromatégrafo de liquidos, puesto que es en ella
donde tiene lugar la separacién; por lo tanto, resulta fundamental una correcta eleccién de la
columna adecuada para cada separacién. Las columnas mds utilizadas en cromatografia de
liquidos son las de relleno; estas columnas consisten en un tubo, generalmente de acero,
relleno de una fase estacionaria adecuada al tipo separacion que se pretende llevar a cabo. El
didmetro interno varia entre 1 y 5 mm y su longitud varia entre 5y 30 cm.

Las caracteristicas de la columna que influyen sobre su capacidad de separacion son:

Didmetro: Para las separaciones a escala analitica (algunos microlitros de muestra por
inyeccion) se suelen usar columnas de pequefios didmetros (1 a 6 mm).

Longitud de la _columna: mayores longitudes de la columna permitirdn obtener mayores
eficacias (mejores separaciones) al permitir mayor tiempo de interaccion de los analitos con
el relleno.

Relleno: Las fases estacionarias en cromatografia de liquidos o relleno, estan constituidas
generalmente por particulas de materiales rigidos o semirrigidos, como la silice, aunque
también es posible encontrar rellenos basados en polimeros sintéticos. Existe una amplia
gama de formas, tamafios y didmetros de poro que permiten tener casi una columna

especifica para cada aplicacién analitica.

Fase enlazada: Fase enlazada es una fase estacionaria que se une de forma covalente a las
particulas de soporte (relleno) o a las paredes internas de la columna.

Tamano de particula: El tamafio de particula juega un papel importantisimo en la calidad y
eficacia de la separacion. Didmetros de particula menores permitiran obtener una mayor
eficacia de la separacidn ya que se ofrece a los analitos mayor superficie de contacto durante
el proceso

Aunque en cromatografia liquida la temperatura no es un factor tan critico como en gases,
hoy dia los cromatégrafos suelen disponer de un horno para termostatizar la columna (<60
°C). Su objetivo mas que aumentar la eficiencia de la separacidon es mantener las condiciones
de la separacidén constantes entre inyecciones de manera que la separacion sea lo mas
reproducible entre muestras (inyecciones) sucesivas.

4.1.4. Detectores

Un detector para cromatografia es un dispositivo que permite medir, a la salida de la columna,
una propiedad fisica del eluyente que dependerd de su composicion. Esto es tras la columna
se dispone de una celda “transparente” (conocida como célula de flujo) por la que pasa el
liquido conteniendo los analitos separados. Durante el tiempo que por la celda esta pasando
un analito previamente separado se produce un cambio de la propiedad analitica que esta
siendo continuamente medida (absorcion, fluorescencia, conductividad, etc.) reflejdndose en
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el cromatograma como un cambio (pico). La deteccidn en cromatografia se realiza como es
obvio en continuo a lo largo de cada inyeccidn. Seguidamente se describen los mas habituales:

- Detectores de ultravioleta/visible

Cuando se hace pasar una radiacion electromagnética a través de compuestos que presentan
determinados grupos funcionales, éstos experimentan una excitacidn electrénica a causa de
la absorcion de energia, a una longitud de onda que serd especifica para cada grupo funcional.
La absorcién de energia se traduce en una disminucion de la intensidad del haz luminoso que
se ha hecho pasar a través de la muestra. En los detectores de absorcidn ultravioleta, la linea
de base representa la mdaxima transmision de luz, y cualquier desviacién de ella indicard
pérdida o absorcién de radiacién. La mayoria de los compuestos organicos pueden analizarse
por cromatografia liquida. El 65 % de las muestras analizadas por cromatografia presentan
alguna absorcién en la zona de 254 nm y mas del 90% absorben en alglin punto del espectro
que cubren los algo mas sofisticados detectores de longitud de onda variable. Este hecho,
junto con la relativa sencillez de su manejo, hace que el detector de UV sea el mas util y el mas
ampliamente utilizado de los detectores en cromatografia liquida. Existen varios tipos:

a) Detectores de longitud de onda fija: La fuente luminosa emite la mayor parte de la energia
a una longitud de onda fija de 253,7 nm ya que la mayoria de los compuestos que
absorben en UV presentan cierta absorcién esta longitud de onda. Hoy en dia estan casi
en desuso.
Detectores de longitud de onda variable: En estos detectores, se puede cambiar la
longitud de onda de medida, esto es: puede programarse la longitud de onda de trabajo
en funcién del tiempo; esto permite trabajar a diferentes longitudes de onda y por tanto
detectar cada uno de los analitos a la longitud de onda mas adecuada para cada uno (su
maximo de absorcidn para disponer de la maxima sensibilidad).
Diode Array Detector c) Detector de diodos: Con este detector en cada

oy : inyeccion se puede obtener el espectro de cada analito
una vez separado del resto (= el espectro caracteristico
del analito). Este detector ha sido muy utilizado
gracias a que permite hacer comparaciones con
espectros guardados en librerias.
d) Detectores de fluorescencia: El fendmeno de
fluorescencia tiene lugar cuando compuestos que
poseen determinados grupos funcionales especificos, se excitan con la energia de ciertas
longitudes de onda y emiten radiacidn de mayor longitud de onda que la absorbida. En
fluorescencia, la radiacion emitida se mide normalmente en direccidén perpendicular a la
de incidencia del haz de excitacidon (con objeto de evitar interferencias). Los detectores
de fluorescencia representan el tercer tipo de detectores mas comunmente utilizados en
la moderna cromatografia liquida. Se emplea para los compuestos que presentan
fluorescencia natural, asi como para los que pueden convertirse en fluorescentes por
medio de una reaccidn de derivatizacidén simple. La deteccién por fluorescencia es mas
sensible que la de UV-Vis.
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- Detector de masas.

Este detector se basa en las propiedades fisicas que poseen las moléculas cargadas o ionizadas
cuando tras adquirir una velocidad (aceleracién) son introducidas en el seno de un campo
magnético.... Idem aptdo 3.1.6.3

El efluente de la columna de cromatografia liquida se encuentra en estado liquido por lo que
antes de introducirlo en el detector de masas debe separarse de los componentes de la fase
movil (acetonitrilo, metanol, agua, ... etc.) mediante una evaporacion intensa para disponer
de las moléculas de los analitos en estado gaseoso a la vez que se ioniza por la adsorcién de
protones (H*) del medio acuoso o bien por pérdida de ellos si la molécula tiene facilidad para
ionizarse perdiéndolos. Una vez formados los iones se les hace moverse en un medio que
permite discernirlos en base a su masa. Los mas pesados se diferencian de los mas ligeros
porque corren menos o se desvian menos etc. pudiendo por tanto diferenciar unos de otros.

El detector de masas puede aportar informacién muy valiosa acerca de los compuestos como
por ejemplo su peso molecular (correspondiente al primer ion generado (M+). Con este
detector se obtiene el peso molecular con una precisidon que no puede alcanzarse por ningun
otro método; el segundo es que se puede deducir la formula del compuesto a través del
estudio de los diferentes fragmentos que aparecen en el espectro de masas. También puede
informar de la presencia de heteroatomos (Cl, Br, S, etc.) basandose en las abundancias
relativas de los distintos isétopos de esos elementos. Asi en un espectro de masas un ion
molecular con un pico a m/q M+2 con una abundancia relativa del 37 % puede indicar la
presencia de Cl, en cambio si la abundancia relativa es del 97 % pude indicar la presencia de
Br en la molécula, ... etc.

5. PARAMETROS DE INTERES EN CROMATOGRAFIA
Tiempo de retencion (tr): Tiempo que tarda en salir de la columna (eluir) un analito.

Tiempo muerto (to): Tiempo que tarda en eluir un analito no retenido (que no ha
interaccionado con el relleno). Equivalente al volumen de la columna no ocupado por el
relleno, o sea el espacio libre en el interior de la columna

Tiempo de retencion corregido (tr’): Diferencia entre el tiempo de retencidn de un analito y
el tiempo muerto:

Altura (o Area) de pico: Medida de la respuesta instrumental proporcional a la concentracidn
del analito. A mayor concentraciéon mayor altura (area)

Anchura de pico: Grado de dispersion del analito en la fase movil tras su paso por la columna.
A mayor tiempo de paso (mayor retencion) mayor ensanchamiento de banda (pico). Este
parametro se relaciona con la eficiencia de la separacién (columna).
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(2a)

0.607h

0.5h

Factor de capacidad (o factor de retencion) (K): El factor de retencidon mide la relacién entre

K=ty

to

el tiempo que las moléculas del analito estan en la fase estacionaria y el que estan en la fase
movil. Se usa para comparar las velocidades de migracidon de los solutos, y no depende de la
naturaleza del relleno de la columna o de la velocidad de flujo de la fase mdvil. Lo ideal es que
el valor de los factores de retencién de los solutos de una muestra oscile entre 1y 10. Valores
mucho menores que la unidad indican que el analito sale de la columna en un tiempo préximo
al tiempo muerto. Valores mucho mayores indican un tiempo de elucién excesivamente largo.

Resolucion (Rs): es el grado de separacion de dos picos
adyacentes se define como el incremento de tiempo entre los
picos (t2 — t1) dividido entre el ancho promedio de los mismos
(W2 — W1)/2. Se considera que dos picos estan bien resueltos
(separados) cuando Rs > 1,5.
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Separacion y resolucion

2 . cg
- Retencion relativa Sistema cromatografico

- Resolucién R Eficacia de columna

Aplicaciof

\

Selectividad (a) (adimensional): Se utiliza para comparar la eficacia entre columnas.
Determina la separacion entre picos y representa una relacion de la retencion relativa de dos
compuestos que eluyen uno a continuacion del otro. Un valor de igual a 1 representa tiempos
de retencion iguales y por lo tanto no existe separacion. Un nUmero mds grande representa
una columna mas selectiva. Cuanto mads alejado de “1”, mayor separacién entre los dos picos
involucrados.

tp

X = —

ta

6. METODOLOGIA DE TRABAJO EN CROMATOGRAFIA

La metodologia de trabajo habitual en cromatografia para el analisis de muestras
desconocidas es la realizacién de una calibracién mediante la preparacidon de patrones a
diferentes concentraciones; establecimiento de la funcidn de calibrado (drea o altura) =a+b
y posterior interpolacidn sobre dicha funcién de las muestras desconocidas para hallar su
concentracion.

Sin embargo, se pueden obtener resultados mas precisos incorporando una cantidad fija de
una sustancia (estandar interno) tanto en las muestras como en los patrones. La relacion de
la intensidad de pico de las especies de analito y los estandares internos se representa
entonces en funcién de la concentracion de analito. El estdndar interno tiende a reducir las
imprecisiones que surgen de la manipulacidn, preparacion e introduccion (inyeccion) de la
muestra en el sistema cromatografico.
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MATERIAL PARA LA PREPARACION DEL TEMA 18

ELECTROFORESIS: CONCEPTO, TIPOS Y APLICACIONES EN
LABORATORIOS DE SANIDAD ANIMAL Y GENETICA ANIMAL.
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1. FUNDAMENTOS

La electroforesis es una técnica de separacion de particulas. Se basa en el movimiento de
particulas cargadas a través de una solucidn, bajo la influencia de un campo eléctrico.

Todo campo eléctrico posee:

e Un electrodo negativo o catodo hacia donde migran las particulas cargadas positivamente.
e Un electrodo positivo o dnodo hacia donde migran las particulas cargadas negativamente.

Las particulas con carga neutra permaneceran estacionarias, no migraran. Por lo tanto, es un
campo eléctrico creado por los dos electrodos el que posibilita que haya electroforesis.

La migracion en la electroforesis va a depender de diferentes parametros:

e La diferencia de potencial o V: se mide en voltios y generalmente se aplica una diferencia
de potencial de bajo voltaje, entre 10 y 500 voltios. Pero, segln los casos se puede aplicar una
diferencia de potencial de alto voltaje, entre 500-1000 voltios. Hay que tener en cuenta que a
mayor voltaje mayor velocidad de migracion.

e Intensidad o |: se mide en amperios y cuantifica el flujo de carga eléctrica. Esta relacionado
con la diferencia de potencial a través de la LEY de OHM: V= [ x R.

Para una diferencia de potencial dada, viene determinado su valor, entre 5 y 50 mA,
multiplicado por la resistencia del soporte. Este valor da cuenta de la distancia recorrida por
la muestra.

e Resistencia o R: se mide en ohmios. Esta va a depender de la naturaleza del soporte, de sus
dimensiones (anchura, longitud y seccién) asi como de la concentracién del tampdén de
electroforesis. A mayor resistencia del soporte menor serd la movilidad electroforética.

e Temperatura: El paso de la corriente eléctrica produce calor debido al efecto Joule. El
efecto sera mayor cuanto mayor sea la diferencia de potencial y la resistencia del sistema. La
temperatura ha de ser controlada estrictamente por que puede desnaturalizar la muestra,
afectar al soporte y afectar al equipo electroforético.

2. ELEMENTOS DE LA ELECTROFORESIS
2.1. CUBETA

La cubeta suele ser de metacrilato y con capacidad suficiente para anadir el tampén y el
soporte donde van a correr las muestras. También ha de disponer de dos lugares donde se ha
de conectar el anodo y el catodo. Hay diferentes tamanos y disposiciones segun se realice una
electroforesis horizontal o vertical.
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2.2. FUENTE DE ALIMENTACION

Va a proporcionar el voltaje y el amperaje suficiente para crear el campo eléctrico. Ambos
parametros son regulables. Suelen tener también la posibilidad de regular el tiempo que esta
funcionando.

2.3. SOPORTE DE LA ELECTROFORESIS

Se precisa para que la situacion de la muestra en el campo eléctrico sea estable. Es decir, para
que contrarreste el efecto de difusion (la muestra no va de un polo a otro sino también hacia
los dos lados) y de las posibles corrientes de conveccion (debido al calentamiento, por los
diferentes gradientes de temperatura).

Se suelen usar RETICULADOS MOLECULARES que forman un entramado tridimensional que
impide o reduce dicha difusion y permite la entrada de agua en sus poros.

Las caracteristicas de un soporte ideal son:

e Debe ser quimicamente inerte.
No debe tener grupos ionizados.
No debe de interferir en el sistema de revelado.
Debe ser consistente y homogéneo.
Estable y barato.

El soporte influye en la electroforesis debido a 3 fendmenos:

e Adsorcién: retencién inespecifica de las moléculas de la muestra en el soporte que
afecta negativamente al resultado ensanchando las bandas.

Electroenddsmosis: se produce mayormente en los no restrictivos. Aparecen cargas
negativas debido a los grupos carboxilo o sulfato que afectan a la electroforesis.
e Tamizado molecular: Debido al tamafio del poro pasardn mejor o peor.

Hay diferentes tipos de soportes:
1. Segun su composicién

e Papel: sencillo, pero con elevada adsorcion debido a los grupos hidroxilo de la
celulosa. En desuso.
Acetato de celulosa: los grupos —OH estan acetilados, lo que reduce la adsorcion;
baja tincién de fondo; es posible transparentarla o disolverla para detectar y
recuperar, respectivamente, los componentes separados.
Almidon: pasta de almiddn cuyos granos se han disgregado en un tampdn caliente
(se hinchan). Actualmente se utiliza poco, ha sido sustituido por la poliacrilamida.
Agarosa: polisacarido, producto purificado de algas (composicion similar al agar-
agar). Se disuelve en caliente (50-60°C) y al enfriar solidifica formando un gel, de alta
porosidad.
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e Poliacrilamida: el gel es el resultado de la polimerizacién quimica de una mezcla de

acrilamida y bisacrilamida. Regulando la concentracién y proporciéon de ambas se
consiguen distintas porosidades, siempre menores que la de los geles de agarosa.
Agarosa+poliacrilamida: se consigue una porosidad intermedia.
Poliacrilamida con SDS: el dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulphate;
sindnimo: laurilsulfato sédico) es un detergente anidnico que se une a las proteinas,
desnaturalizandolas en una conformacion extendida recubierta de moléculas de
SDS. Como consecuencia, el tamafio de la molécula de proteina es directamente
proporcional a su longitud en aminodcidos y su carga queda enmascarada por la
mayor carga del SDS que la recubre, que es también proporcional a la longitud. Por
lo tanto, la movilidad electroforética de la proteina depende exclusivamente de su
masa molecular

2. Segun su modo de disposicidon

e Horizontal
En papel, para aminoacidos u otras moléculas pequefias; en soportes similares
(especialmente, acetato de celulosa), para proteinas.
En gel de almidén o de agarosa, para proteinas y especialmente para acidos
nucleicos. Casi siempre el tampdn cubre el gel (para evitar que se seque debido al
calentamiento sufrido al pasar la corriente), denominandose por ello “electroforesis
submarina”.
El soporte se impregna por capilaridad de disolucién tampdn, que disuelve la
muestra y mantiene el contacto eléctrico.
Se aplica la muestra depositandola (con pipeta o un aplicador especifico) como una
gota sobre el soporte (papel, acetato de celulosa) o dentro de un “pocillo” creado
en el gel.

componente que migra punto de
con carga negativa | aplicacion de componente

, @ |- la muestra que migra con
anodo \ - carga postiva

papel
/

: [ /
B o b

e

compartimentos
contampony ——o
los electrodos

Imagen 1: Soporte horizontal (Fuente: Electroforesis de proteinas y acidos nucleicos. Biomodel)

e Vertical
Se usa casi exclusivamente con gel de poliacrilamida (mas resistente fisicamente,
no se desliza), para proteinas o para acidos nucleicos de pequefio tamaiio.

Pagina 5 de 15




El gel puede rellenar tubos de vidrio (este formato ya apenas se usa) o estar
contenido entre 2 placas rectangulares.

Contacto eléctrico y disolvente gracias al tampdn que embebe el gel y llena las
cubetas o compartimentos del dnodo y cadtodo.

La muestra se deposita con micropipeta llenando un “pocillo” creado al polimerizar
el gel.

En cuanto a la composicién del gel hay dos variantes: electroforesis continua (un solo
tipo de gel) y electroforesis discontinua (2 tramos de gel de composicion ligeramente
diferente).

compartimento
superior
con tampon
y el cétodo

pocillos donde se aplican las muestras

cétodo @

bandas
en las que
se separan = ]
los componentes e T gel colocado

entre placas
colorante 3 de vidrio

indicador
del frente
de avance

anodo G_)

compartimento
inferior
con tampon
y el anodo

Imagen 2: Soporte vertical (Fuente: Electroforesis de proteinas y acidos nucleicos. Biomodel)

3. Segun su oposicidn al paso de las particulas
e Tipol: Soportes no restrictivos.

En este tipo de soportes el tamafio del poro no se opone al paso de las moléculas. Este
tipo de soporte suele ser de AGAR y pueden ser:

AGAROPECTINA: que posee grupos cargados (carbonilo y sulfato) Producen
efecto electroendosmético.

AGAROSA: que es la mas usada para separar acidos nucleicos. Hay muchos tipos
de agarosa que se diferencian por su punto de fusion (entre 35 y 959), su
resistencia fisica y su grado de electroendosmosis.

El tamafo del poro va a depender de la concentracion de agarosa empleada en
la disolucidn. Y asi, a mayor concentracién de agarosa menor tamano del poro.

e Tipo2: Soportes restrictivos.

A este tipo de soporte pertenecen los geles de poliacrilamida, en el que el tamafio del
poro opone resistencia al paso de las moléculas.
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Este tipo de geles evita la convencidn, minimiza la difusidn, participa en proceso de
separacion ya que la separacién electroforética va a depender de la densidad de carga
de las moléculas y de su tamaiio.

2.4. MUESTRA

Esta técnica es muy utilizada para separar fragmentos de acidos nucleicos, asi como de
proteinas.

La movilidad de la muestra serd mayor cuanto mayor sea la carga de la misma. Sin embargo,
cuanto mayor sea el tamafio de la muestra menor serd la movilidad debido a que la friccidn
con el medio es mayor. Las moléculas globulares se moveran también mejor puesto que
presentan menor superficie. Las moléculas con igual carga y tamafio con diferente disposicion
o forma se moveran a diferente velocidad

2.5. TAMPON

Es el liquido sobre el que descansa el gel y que bafia todos los elementos de la electroforesis.

Durante la electroforesis se produce la electrolisis del agua que hace que se liberen protones
en el dnodo (se acidifica) y grupos hidroxilo en el cadtodo (se basifica). El tampdn ayuda a
mantener el pH del medio, asi como la conductividad. El tampdn debe ser preparado

adecuadamente con el fin de que se equilibre solo el medio y no interfiera en el proceso.
Generalmente se usan tampones con fuerza iénica moderada de 0,05-0,1 M.

3. ETAPAS DE LA ELECTROFORESIS
Consta de tres fases:
3.1. SIEMBRA.

La muestra se dispone inicialmente en una pequefa zona del soporte. Si el soporte es de
agarosa se ha de preparar con anterioridad. Para ello se utiliza agua destilada y desionizada y
agarosa en polvo. La concentracion de agarosa dependera del tamano de las particulas que
queramos separar.

Se diluye la agarosa en el agua y se lleva a ebullicién. Se deja enfriar y se puede anadir el
agente para el revelado. Se deposita en un molde y se colocan los peines para hacer los
soportes para las muestras. El gel de agarosa va a la nevera a 42C hasta que solidifique.

Antes de introducirlo en la cubeta de electroforesis el gel es retirado de su molde y se retiran,
igualmente, los peines que han definido los pocillos para las muestras.

La cubeta se llena con el tampdn y se cargan las muestras que irdn con una sustancia tefiida
como el azul de bromofenol para hacer mas facil la colocacién en los pocillos del gel. Si el
soporte es de poliacrilamida
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3.2. CORRIDA

Una vez que tenemos las muestras en el gel se conectan los polos de la fuente de alimentacién
y se pone en funcionamiento regulando el voltaje/amperaje y el tiempo.

3.3. REVELADO

Se utilizan diversas sustancias. Se pueden emplear sustancias coloreadas o fluorescentes que
se unan a las proteinas o los acidos nucleicos. En el primer caso suelen ser colorantes organicos
que interaccionan con las proteinas de forma poco selectiva, principalmente electrostatica. El
azul brillante de Coomassie, el negro amido o el rojo Ponceau son tres ejemplos comunes.

Para los acidos nucleicos se usa el azul de metileno o, mds frecuentemente, compuestos
fluorescentes e intercalantes, como el bromuro de etidio. Un compuesto intercalante es aquél
que se introduce entre los pares de bases apilados del DNA. En la actualidad estd en desuso
por ser un compuesto cancerigeno. Para el revelado de ADN se utiliza Sbyr Safe o Sbyr Green.
El Sybr Safe es un colorante de cianina utilizado como tinte de acido nucleico en biologia
molecular y se une al ADN. El complejo resultante de ADN colorante absorbe la luz azul y
emite luz verde.

Otras técnicas de tincion son:

Ensayo enzimatico: si entre las moléculas separadas hay una enzima, se puede detectar
afadiendo sus sustratos (naturales o sintéticos) y sus cofactores, y detectando la
aparicion del producto, generalmente coloreado.

Autorradiografia: tanto proteinas como acidos nucleicos pueden marcarse
isotopicamente previamente a la electroforesis, en cuyo caso la deteccion se hace
mediante autorradiografia del gel.

Inmunoensayo (Western): En caso de disponer de ellos, los anticuerpos permiten la
deteccion selectiva del componente de interés (proteina o grupo marcador unido
quimicamente a la proteina o al acido nucleico antes de la electroforesis). La
permeabilidad de los geles para el acceso del anticuerpo es limitada, por lo que se hace
una transferencia de las moléculas separadas en el gel hacia una membrana de
nitrocelulosa o de nailon, la cual se somete luego a la disolucién que contiene el
anticuerpo. El wester-blot es utilizada como método de confirmacidn de encefalopatias
espongiformes transmisibles.

Deteccidén de acidos nucleicos con sondas (Southerny Northern): Las moléculas con una
secuencia determinada de nucledtidos se pueden detectar mediante hibridacion con
sondas especificas, pequefias moléculas de acido nucleico monocatenario
(oligonucleétidos) con la secuencia complementaria a la buscada y marcadas con un
isétopo radiactivo, un grupo fluorescente, etc. Para llevar a cabo con éxito la
hibridacién se requiere también la transferencia desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa o nailon.
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4. TIPOS DE ELECTROFORESIS
4.1. ELECTROFORESIS EN GEL

La electroforesis en gel es un grupo de técnicas empleadas para separar moléculas basandose
en propiedades como el tamafio, la forma o el punto isoeléctrico. La electroforesis en gel es
la mas comunmente usada en los laboratorios y tiene muchas utilidades.

Su esquema de funcionamiento y disposicién se ha usado en este tema como ejemplo para
definir los elementos de la electroforesis, asi como sus etapas.

4.2. ISOELECTROENFOQUE

También se llama enfoque isoeléctrico o IEF, de isoelectrofocusing. Se trata de una variante
de electroforesis en la que el gel (poliacrilamida) posee un gradiente de pH fijado en su
estructura. Esto se consigue incluyendo en su preparacién moléculas ionizables con valores
de pK diferentes. Como consecuencia, al avanzar los componentes de la muestra a lo largo del
gel se encuentran en entornos de pH diferente, y eventualmente alcanzan una region en la
cual el pH local es igual al punto isoeléctrico de la molécula muestra y, en consecuencia, ésta
detiene su avance. Se alcanza, pues, un equilibrio y se consigue la separacion de los
componentes de la muestra de acuerdo con su punto isoeléctrico, que ademas se puede
medir, pues se conoce la geometria del gradiente de pH fijado al gel.

. proteina con punto isoeléctrico de 6,5 (pl=6.5)

gradiente de pH inmovilizado |a carga ha
10 9 8 7 6 & Ilas «
1 | 1 1 1 ! =y

L

&n un entomo 1 al moverse, cambia el
dapH = pl H < pl, pH de su entomo
la proteina tiene a tiene con lo que fa proteina
carga negativa carga posity va perdiendo carga neta

4.3. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Tras realizar una primera separacién su resultado se somete a otra de diferente mecanismo
en direccion perpendicular. Generalmente la primera es un isoelectroenfoque en un gel
cilindrico estrecho que luego se coloca como muestra para una SDS-PAGE. SDS-PAGE es el
acronimo en inglés de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sdédico). Es una técnica
ampliamente utilizada en bioquimica, genética, biologia molecular y ciencia forense para
separar las proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética (en funcién de la longitud de
la cadena polipeptidica, masa molecular, modificaciones postraduccionales y otros factores).
Gracias al SDS las proteinas se desnaturalizan, perdiendo su conformacion tridimensional. De
este modo se obtiene un fraccionamiento que obedece a: la diferencia de peso; la longitud de
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la cadena (tamafio); y la forma de la proteina. Es el método de electroforesis empleado con
mayor profusidon para analizar proteinas.

Se obtienen asi mapas complejos de bandas, muy caracteristicos de cada muestra, cuya
utilidad principal es la comparacién con el obtenido de otra muestra similar pero conocida.

hasico - gradiente estable de pH —s  &cido

kDa
100

& Migracion en SDS-PAGE

4.4. ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSANTE

Las moléculas o fragmentos de ADN de longitud superior a 20-40 kb no se pueden resolver
(separar) empleando la electroforesis convencional en gel de agarosa. Esto se debe, en primer
lugar, a la dificultad de manejo de los geles preparados con las bajas concentraciones de
agarosa que requeririan (inferior al 0,4%). Ademads, las moléculas de ADN, que adoptan una
conformacidon mas o menos globular, poseen un tamano excesivamente grande para atravesar
los poros del gel y no se separan en funcidn de su tamafo. Para solventar este problema se ha
ideado una modificacién de la técnica, conocida como electroforesis de campo pulsante (o
pulsado, pulsed-field gel electrophoresis PFGE). Se emplean geles de agarosa al 1%, pero se
altera periédicamente la orientacion del campo eléctrico aplicado, activando
alternativamente dos pares de electrodos. El frecuente cambio de direccién del campo
eléctrico consigue que las moléculas se desplieguen y avancen a través de los poros en
conformacidon extendida. A mayor tamafio, se reorientan con mas dificultad, por lo que
avanzan mas despacio.

n® del cromosoma

-t ok
o W L) VM- OAaN

2 tamano (kb)
o

Asi se consigue separar fragmentos de ADN de hasta varias megabases, lo que supone un
avance significativo, pero aun no sirve para estudiar los cromosomas humanos enteros (de 50
a 250 Mb cada uno). Si se han podido analizar asi los cromosomas de levadura (figura arriba).
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Las muestras han de contener el ADN sin fragmentar, por lo que se requiere una preparacién
especial (al purificar el ADN por los métodos habituales se fragmenta por debajo de 100 kb).
Para obtener preparaciones con los cromosomas intactos se mezclan las células con agarosa
caliente (37°C) y se vierte en pequefios moldes de unos milimetros, de forma que al
solidificarse la agarosa (4°C) forma bloques (“insertos”) que incluyen las células intactas. En
éstos se realiza la lisis celular y la digestion de las proteinas (p.ej., con EDTA, SDS y proteinasa
K, que difunden a través de los poros del gel) sin que se alteren las grandes moléculas de ADN.
Tras una didlisis para eliminar los restos de la digestidn, se consigue un bloque de agarosa con
el DNA intacto en su interior, y se deposita el bloque entero en un pocillo del gel de
electroforesis.

5. APLICACIONES
5.1. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR

Se puede obtener una estimacion de la masa molecular (en kDa) de proteinas empleando SDS-
PAGE, y de fragmentos de ADN (en pb) empleando electroforesis en agarosa. En ambos casos,
en uno de los pocillos del gel se carga una mezcla de moléculas patrén de tamafio conocido,
con el fin de poder trazar la curva de calibrado. Para las proteinas, la validez del dato obtenido
depende de que la desnaturalizacién con SDS haya sido completa y de que se hayan separado
las subunidades gracias a la reduccién con mercaptoetanol; ademas, la presencia de
oligosacdridos en las glicoproteinas altera la movilidad, que ya no proporciona valores de masa
molecular fiables.

La electroforesis en gel de agarosa es utilizada en la deteccidén de agentes causales de ciertas
enfermedades. Por ejemplo, para la Toxoplasmosis en conejos y liebre existe un
procedimiento donde se utilizara este tipo de geles que permiten la separacién de moléculas
de ADN amplificadas en PCR junto con un patrdn de pares de bases que indicara el tamafio
(en pares de bases) del fragmento de ADN. De esta manera, se puede diagnosticar cualquier
enfermedad cuya secuencia de su acido nucleico sea conocido. Es la base principal en el
diagndstico de enfermedades en Sanidad animal en la actualidad, aunque se esté sustituyendo
por la PCR en tiempo real en donde no se requiere este tipo de electroforesis.

5.2. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Mediante isoelectroenfoque se obtiene una medida del punto isoeléctrico de las proteinas
(pHi 0 pl).

Para la identificacién de especies se utilizan métodos de electroforesis y isoelectroenfoque,
asi como variantes de estos procedimientos, especialmente donde las especies individuales
de carne o pescado son de interés.

Desde hace aiios la identificacidon de especies para alimentos ha cobrado mayor importancia,
esto se debe a la desconfianza que tiene el consumidor en el origen, composicion vy
procesamiento de los alimentos.
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Para identificar las proteinas miofibrilares: miosina, actina, a-actinina, tropomiosina y
troponina, la SDS-PAGE es una buena opcidn, utilizado para diferenciar entre distintas
especies de pescados de valor nutritivo y econdmico muy diferente, como en los distintos
tipos de atun, merluzas o incluso entre diferentes especies.

5.3. ISOENZIMAS

Las variantes de una enzima, con pequefias diferencias en su estructura y en su actividad
enzimatica, se analizan rutinariamente mediante electroforesis o, en especial, mediante
isoelectroenfoque. De hecho, los nombres de las isoenzimas derivan a veces de su movilidad
electroforética. Se puede aplicar andlogamente a las isoformas de proteinas no enzimaticas.

5.4. MAPAS DE RESTRICCION

Una de las formas de estudiar la secuencia de los cidos nucleicos, en especial el DNA, consiste
en tratarlo con distintas enzimas de restriccién, analizar mediante electroforesis en gel de
agarosa los fragmentos resultantes e intentar reconstruir la secuencia de la molécula original
formando su mapa de restriccion, uno de los tipos de mapa fisico.

Este método que permite obtener, mediante la utilizacién de enzimas de restriccion unas
secuencias de ADN determinadas, un patrén de bandas. Los patrones de bandas de diferentes
muestras son comparados con patrones de referencia y se obtiene un porcentaje de similitud
a una determinada cepa. Es método es utilizado para conocer el origen de cualquier
enfermedad durante las investigaciones epidemiolégicas, en las toxiinfecciones alimentarias
o en la determinacién de aquellas bacterias con resistencias antimicrobianas.

Asi mismo se han utilizado, por ejemplo, en la deteccién del uso fraudulento de carnes de
caballo en preparados comerciales que no lo incluyen en el etiquetado.

5.5. SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La obtencidn de la secuencia completa, nucleétido a nucledtido, también depende del analisis
electroforético de fragmentos de DNA, tanto en el método quimico de Maxam y Gilbert como
en el método enzimatico de Sanger. Se utilizan en este caso geles de poliacrilamida, debido al
tamafio pequefio de los fragmentos, pudiéndose resolver fragmentos que se diferencian en
un solo nucledtido y se denomina electroforesis capilar.

Hay muchas utilidades para este tipo de electroforesis, entre ellas la deteccién de mutaciones
anomalas en el Scrapie o la identificacidon de especies en una muestra fraudulenta.

Asi mismo mediante el empleo de marcadores moleculares basados en microsatélites y
posterior separacion por electroforesis capilar podemos determinar la filiaciéon de un
determinado animal con un alto valor econdmico. Igualmente, la electroforesis es utilizada
como parte de la determinacion de la variabilidad genética de una poblacién con el fin de
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mantener aquellos recursos zoogenéticos de gran interés productivo o cultural para el
mantenimiento o recuperacion de una especie

5.6. APLICACIONES EN LABORATORIOS DE SANIDAD Y GENETICA ANIMAL

Las aplicaciones de la electroforesis mas frecuentes en los laboratorios de Sanidad y genética
animal son:

5.6.1. Identificacién de los agentes causales de una enfermedad.

La electroforesis en gel de agarosa es utilizada la separacion de moléculas de ADN amplificadas
en la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR junto con un patrén de pares de bases que
nos indicara cuantos pares de bases tiene nuestra muestra amplificada de ADN. De esta
manera, podemos diagnosticar cualquier enfermedad cuya secuencia de su dcido nucleico sea
conocido. Es la base principal en el diagndstico de enfermedades en Sanidad animal en la
actualidad, aunque se esté sustituyendo por la PCR en tiempo real en donde no se requiere
de la electroforesis del acido nucleico amplificado ya que su identificacidn se produce en el
mismo momento que se amplifica por medicidn de la fluorescencia emitida.

El western-blot que es una inmunoelectroforesis es utilizada como método de confirmacién
de encefalopatias espongiformes transmisibles donde las muestras

5.6.2. Tipificacion de distintas especies bacterianas mediante RFLP con enzimas de
restriccion.

Es un método que permite obtener, mediante la utilizacién de enzimas de restriccién que
corta una secuencia de ADN determinada, un patrén de bandas por electroforesis de campo
pulsado. Los patrones de bandas de diferentes muestras son comparados entre si y con
patrones de referencia y se da un porcentaje de similitud a una determinada cepa. Es método
es utilizado para conocer el origen de cualquier enfermedad durante las investigaciones
epidemioldgicas, en las toxiinfecciones alimentarias o en la determinacién de aquellas
bacterias con resistencias antimicrobianas. En actualidad, esta técnica esta siendo sustituida
por métodos moleculares de secuenciacién masiva.

5.6.3. En la Identificacidn de especies.

Para la identificacién de especies se utilizan métodos de electroforesis y isoelectroenfoque,
asi como variantes de estos procedimientos, especialmente donde las especies individuales
de carne o pescado son de interés. Desde hace afios la identificacién de especies para
alimentos ha cobrado mayor importancia, esto se debe a la desconfianza que tiene el
consumidor en el origen, composicidén y procesamiento de los alimentos.

Los andlisis de identificacion de especies tienen como objetivo el autentificar al alimento,
caracteristica importante para consumidores con requerimientos especiales, tal es el caso de
personas con ciertas creencias religiosas, quienes desean estar seguros que sus alimentos
estdn libres de partes animales restringidas para su consumo. También es importante para los
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gue padecen alergia a la carne de algln tipo de animal, o incluso si se sospecha que el
producto es ilegal, pues el origen de la carne puede ser de alguna especie protegida o en
peligro de extincion, finalmente, también puede servir para identificar fraudes en alimentos,
certificando que el producto realmente esta elaborado con la carne que se declara.

Para identificar las proteinas miofibrilares: miosina, actina, a-actinina, tropomiosina y
troponina, la SDS-PAGE es una buena opcidn, utilizado para diferenciar entre distintas
especies de pescados de valor nutritivo y econémico muy diferente, como en los distintos
tipos de atun, merluzas o incluso entre diferentes especies.

5.6.4. En el estudio de variabilidad genética y control de paternidad.

Mediante el empleo de marcadores moleculares basados en microsatélites y posterior
separacion por electroforesis capilar podemos determinar la filiacién de un determinado
animal con un alto valor econémico. Igualmente, la electroforesis es utilizada como parte de
la determinacion de la variabilidad genética de una poblacidn con el fin de mantener aquellos
recursos zoogenéticos de gran interés productivo o cultural para el mantenimiento o
recuperacién de una especie.

5.6.5. Genotipado de especies resistentes a determinadas enfermedades.

Como ocurre en la determinacién de aquellas razas de ovejas resistentes a la enfermedad de
Scrapie dentro del grupo de enfermedades denominadas encefalopatias transmisibles.
Mediante la prueba de PCR se detectan aquellas razas de ovino que presentan la secuencia en

el codén del gen de la proteina pridnica mas resistente a padecer Scrapie que es
posteriormente evidenciada mediante electroforesis capilar.
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1. INTRODUCCION

La capacidad del ojo humano es limitada a la hora de estudiar lo pequefio, el ojo humano es
Unicamente capaz de distinguir objetos que tienen un tamafio real del orden de 0.1mm de
didmetro, hay una inmensa cantidad de células y microorganismos que influyen
significativamente en la vida del hombre y de los animales y que por ello, exigen ser estudiadas
en favor de un mayor conocimiento y mejora de la calidad de vida.

Mientras que una célula eucariota tipica suele tener unas dimensiones que oscilan entre 10 y
50 micrometros (um. 1 um=10-6 mm). Ademds, si queremos estudiar la ultraestructura celular
hay que tener en cuenta que el grosor de una membrana celular es de unos 7 nandmetros.
Todo ello implica que necesitamos aparatos que nos permitan aumentar al imagen de las
muestras para discriminar estructuras tisulares diminutas como son las células o sus
compartimentos. Estos aparatos se llaman microscopios.

Gracias a los avances y el progreso en el campo de la microscopia, el hombre ha sido capaz de
ver organismos y estructuras que a simple vista serian invisibles, y con ello efectuar
descubrimientos decisivos en el campo de la microbiologia, relacionados con las
transformaciones de la materia orgdnica, la investigacion de enfermedades humanas vy
animales.

Comenzaremos por comprender el significado etimolégico de la palabra microscopio, deriva
del griego "mikrds", que significa pequefio, y de “skoopéo, que significa observar. De manera
gue microscopio significa “la observacion de los pequefio”. La microscopia es la técnica que
utiliza los microscopios como instrumentos para observar los objetos y seres de tamafio
extremadamente pequefios

2. MICROSCOPIOS
2.1. ASPECTOS GENERALES
2.1.1. Historia

La historia del microscopio empieza con la invencion del microscopio compuesto, es decir, con
la idea de combinar mas de una lente para observar objetos de forma aumentada. Acorde con
esta definicidn, la historia del microscopio empezaria a finales del siglo XVI, posiblemente con
el disefio de Zacharias Janssen.

Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XVIl cuando Antonie Van Leeuwenhoek dio un paso
importante en el campo de la microscopia al descubrir una nueva técnica de fabricacion de
lentes que le permitid alcanzar aumentos de hasta 200x. Los microscopios construidos por van
Leeuwenhoek eran microscopios simples, es decir, de una sola lente. Su avanzada técnica de
fabricacion le permitia obtener lentes de gran aumento a la vez que evitaba las aberraciones
de la luz que tenian todos los microscopios compuestos del momento. Esto lo permitid
observar el mundo a un nivel de aumento inalcanzado hasta la fecha.
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A medida que el microscopio fue ganando popularidad, el nimero de empresas dedicadas a
la fabricacion de microscopios fue aumentando. En 1776 el britanico Jeremiah Sisson
construyod el primer revolver para microscopios que permitia cambiar el objetivo con el que
se observaba la muestra. Este elemento fue introducido en seguida por los fabricantes mas
importantes de microscopios.

Uno de los descubrimientos mas importantes en la materia fue demostrar que la resolucién
del microscopio 6ptico es proporcional a la longitud de onda de la luz. Gracias a este
descubrimiento, se pudo calcular que la minima distancia que puede distinguirse en un
microscopio Optico es aproximadamente 0.25 micrémetros. Por este motivo, si quiere
construirse un microscopio capaz de distinguir distancias menores a 0.25 micrometros es
necesario iluminar la muestra con sefiales de baja longitud de onda (lo cual incluye a los rayos
UV, rayos X e incluso electrones).

Sin embargo, el mejor avance en el campo de la microscopia durante el siglo XX fue el
microscopio electrénico. En este microscopio la muestra es iluminada con un haz de
electrones un lugar de con luz visible. El primer prototipo de microscopio electrénico fue
construido en 1931. Dado que la longitud de onda de un electrén puede llegar a ser 100.000
mas pequefia que la de la luz, el microscopio electrénico es capaz de alcanzar una resolucién
increiblemente superior a la del microscopio dptico.

Otros desarrollos importantes del siglo XX han estado relacionados con la forma de iluminar
la muestra en los microscopios épticos. Esto ha dado lugar al microscopio de contraste de

fases, al microscopio de contraste por interferencia diferencial y al microscopio de
fluorescencia.

2.1.2. Funcionamiento

El aumento de un microscopio es una de sus caracteristicas esenciales que define su calidad y
el tipo de muestras que se podrdn observar. El aumento total de un microscopio indica en qué
medida éste puede aumentar la imagen de la muestra observada.

En el caso del microscopio dptico compuesto, el aumento de la muestra se produce en dos
etapas, primero en las lentes del objetivo y a continuacidn en las lentes del ocular. De este
modo, es necesario conocer el aumento de estas dos partes del microscopio para conocer el
aumento total que se obtiene. El aumento total del microscopio se puede calcular facilmente
multiplicando el aumento del objetivo por el aumento del ocular.

Este proceso de aumento se puede explicar en base a la naturaleza de las lentes, que no son
mas que cuerpos con la capacidad de desviar los rayos de luz. En el caso de las lentes
convergentes, los rayos que inciden de forma paralela son desviados de modo que convergen
en un punto llamada foco. Al mirar un objeto a través de este tipo de lentes, este efecto de
convergencia genera una imagen virtual de manera que el objeto es observado a mayor
tamafio que el original.
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El principio éptico de un microscopio se basa en aplicar este proceso con dos lentes. La imagen
intermedia que se genera entre el objetivo y el ocular recibe el nombre de imagen real.

Debido ala difraccion de la luz, los microscopios dpticos estan limitados a un aumento maximo
de 1.500x. En términos fisicos, esta limitacidon es una consecuencia de la longitud de onda de
la luz. En el caso de los microscopios electrénicos, la muestra no es iluminada con luz sino con
electrones. Este permite iluminar la muestra con longitudes de onda 100.000 veces mas
pequefias que en el caso del microscopio éptico. Esto se traduce en unos aumentos muy
superiores que pueden llegar a 10.000.000x.

2.2 COMPONENTES DE UN MICROSCOPIO

Las partes de un microscopio se pueden clasificar entre las que pertenecen a su sistema
mecanico, las que pertenecen a su sistema éptico y el sistema de iluminacion.

Dentro del sistema mecdnico se incluyen todos los elementos estructurales que dan
estabilidad al microscopio y mantienen los elementos épticos correctamente alineados. Estos
elementos incluyen la base o pie, el brazo, la platina, las pinzas, el tornillo macrométrico, el
tornillo micrométrico, el revélver y el tubo.

Soporte, base o pie: Pieza maciza y pesada que asegura la estabilidad del aparato y sirve de
soporte. Sostiene un brazo inclinado del cual salen tanto la platina como el tubo del
microscopio.

Platina: Pieza metalica donde se colocan las preparaciones a observar. La forma es variada,
puede ser fija 0 movil. Posee en el centro una abertura circular, por la que pasaran los rayos
luminosos procedentes del sistema de iluminacién. Posee un movimiento de traslacion
vertical que permite enfocar el objetivo mediante dos movimientos: uno rapido mediante un
tornillo macromeétrico y otro lento mediante un tornillo micrométrico.

Tubo: Es donde estd instalado el sistema dptico. Estd constituido por dos tubos, uno mas
externo en el que estd el ocular y otro mas interno donde esta el objetivo. Este Ultimo se llama
también revolver y es una pieza giratoria que se utiliza para intercambio rapido de objetivos
en una disposicidn circular.

-» Ocular

— Tubo

Revilver « a

Objetivo «

Platina -«

Tornillo macromeétrico
Diafragma + Condensador<— & N

A Tarnillo mi otric
EGCO < . - ornillo micrometrico

» Base
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Por su parte, el sistema dptico incluye todos los elementos necesarios para generar y desviar
la luz en las direcciones necesarias y asi acabar generando una imagen aumentada de la
muestra. En el sistema dptico se incluye la fuente de luz, el condensador, el diafragma, el
objetivo y el ocular.

Objetivo: Su funcidn es la de amplificacidn del objeto. Estd formado por varias lentes para
corregir aberraciones, siendo la parte éptica mas préxima al objeto. Produce una imagen real
y lo mas amplificada posible del objeto, al tiempo que capta el mayor nimero posible de rayos
luminosos procedentes del objeto.

Podemos hablar de objetivos en seco como aquellos en los que entre la lente y la preparacién
solo hay aire.

Los objetivos de inmersién son aquellos en los que entre la lente y la preparacién existe un
liquido de indice de refraccion mas elevado que el del aire, pueden ser agua, aceite de cedro,
etc. Estos objetivos son de mayor aumento y poseen mayor poder de definicién y de
resolucién.

Hoy en dia los microscopios dpticos poseen un tambor o revélver donde se encuentran varios
objetivos. Cada uno de ellos posee lentes que permiten diferentes aumentos. Las
magnificaciones de los objetivos mas usados suelen ser de 4x, 10x, 20x, 40x y 100x. Rotando
el revolver se puede seleccionar el objetivo y por tanto el aumento al que queremos observar
la preparacion. Aparte de los aumentos, los objetivos tienen una serie de caracteristicas para
mejorar la imagen. Asi, pueden ser acromaticos, de fluorita o apocromaticos, los cuales
corrigen alteraciones cromaticas, de campo plano que eliminan la curvatura del campo de
observacion, de contraste de interferencia, etcétera.

Cuando se usan objetivos de 100 aumentos (100x) es necesario emplear un ligquido
denominado aceite de inmersién, que se aflade entre el objetivo y la muestra. Esto es debido
a que la refraccién de la luz es alta en el aire y provoca alteraciones en la imagen que se
manifiestan cuando se usan objetivos con esta capacidad de aumento. El aceite de inmersién
reduce enormemente esta refraccion permitiendo imagenes mucho mas nitidas.

Ocular: Es la parte mas cercana al ojo; Estan formados por dos lentes que se encuentran
separadas por un diafragma. Actia como una simple lupa amplificando la imagen real que
forma el objeto y ademas corrige algunas de las aberraciones residuales de la imagen formada
por el objetivo.

Puede ser monocular, binocular y triocular que posibilita el fotografiar el objeto de estudio.
Condensador: Es una lente o sistema de lentes situada debajo de la platina y que permite

concentrar la luz en la muestra que se observa.

Existen distintos tipos de condensadores, dependiendo de las necesidades y requerimientos
de nuestra observacién: de campo oscuro, acromatico, abbe, etc.

Diafragma. Se situa entre la fuente luminosa y el condensador. Permite aumentar el contraste
de la muestray la profundidad de campo, es decir, el espesor de la muestra que estd enfocado.

Ademas, se compone del sistema de iluminacion. La fuente de luz es muy importante ya que
una correcta iluminacion de la preparacion que deseamos observar es una condicidén necesaria
para poder realizar una buena observacion. Podemos obtener la fuente de luz a través de un

Pagina 6 de 19




espejo situado debajo de la platina, que recoge la luz natural y la eléctrica o a través de
[dmparas incorporadas al pie del microscopio.

El haz de luz procedente de una ldmpara se refleja mediante el espejo, que es concavo, hasta
llegar al condensador, pasando por el diafragma siendo el encargado de regular la entrada de
luz al condensador, que puede abrirse o cerrarse para mejorar la nitidez de la imagen.

El enfoque de la muestra se consigue variando la distancia de la muestra a la lente del objetivo.
Esta distancia depende de los aumentos que produzca el objetivo, mayor distancia cuanto
menores aumentos, y del tipo de objetivo. La distancia se controla mediante dos ruedas
denominadas macrométrico y micrométrico, respectivamente. La primera permite
movimientos ascendentes y descendentes amplios de la platina y la segunda ajustes finos.

Actualmente, las numerosas innovaciones tecnoldgicas en los campos de la informatica y la
electrénica han influido notablemente en el mundo de la microscopia. Esta ha mejorado
mucho con la utilizacién de nuevos accesorios como camaras fotograficas, videos o video-
impresoras que es necesario tener en cuenta a la hora de hablar de los componentes del
microscopio.

Diafragma .
9 , Objetivo

Lampara

Lente Condensador Ocular
colectora

| Muestra

2.3 PARAMETROS DE LAS CARACTERISTICAS OPTICAS

Existen una serie de parametros que definen las caracteristicas dpticas de los microscopios
compuestos:

e Poder de amplificacion: vendra definida por las distancias focales y diametros de las

lentes objetivo y ocular, y serd el producto de ambas amplificaciones:
Atotal = Aobjelivo X Aocular

Poder de resolucidn: es la capacidad de un microscopio para distinguir dos puntos
adyacentes. Depende de la longitud de onda de la luz polarizada y de una cualidad
intrinseca del objetivo llamada apertura numérica (AN). Esta depende a su vez del
indice de refracciéon del medio que existe entre objetivo y objeto a observar y también
es funcion del dngulo de penetracién de los rayos luminosos en la lente.
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Poder de definicion: es la capacidad de producir imagenes libres de aberraciones.
Depende del tipo y cantidad de lentes empleadas.

Poder de penetracion: es la capacidad para mostrar imagenes de distintos planos del
objeto. Es directamente proporcional a la longitud del tubo del microscopio, e
inversamente proporcional a la distancia focal de la lente.

3. TIPOS DE MICROSCOPIOS

Una vez vistos los aspectos generales mds destacados de los microscopios es preciso seialar
que existen distintos tipos de microscopios y también muchos criterios para clasificarlos. No
obstante, como primer gran criterio se puede fijar la clase de microscopio segun el tipo de
iluminacidn que nos permite diferenciar entre los microscopios dpticos y los electrénicos.

3.1. MICROSCOPIOS OPTICOS

De esta forma, en el microscopio éptico la muestra es iluminada mediante luz visible. Esto
significa que existe un foco de luz apuntando hacia la muestra. Esa misma luz es conducida a
través del objetivo y del ocular hasta llegar a formar la imagen en el ojo del observador. Este
es el tipo de microscopio mas habitual pero su resolucién esta limitada por la difraccion de la
luz. El aumento mdaximo que se puede obtener con este tipo de microscopio alcanza alrededor
de 1.500x.

Sin embargo, se han desarrollado diferentes tipos de microscopios épticos en los que, en lugar
de emplear luz visible, se emplea otras fuentes de luz a diferentes longitudes de onda. Entre
estos tipos se encuentran los microscopios de luz ultravioleta, de fluorescencia y de luz
polarizada.

3.1.1. De luz visible

Este es el microscopio mas habitual en un laboratorio. Esta formado por dos lentes
convergentes. Una de las lentes esta proxima al objeto, y es la que llamamos lente objetivo,
gue forma una imagen real, invertida y amplificada del mismo objeto en un plano situado
dentro del foco de la segunda lente. Esta segunda lente es la mas préxima al ojo del
observador y se llama lente ocular, da origen a una nueva imagen virtual, derecha vy
amplificada, pero invertida con relacién al objeto.

Se usan para observaciones generales, caracteristicas celulares y tisulares. Es necesario la
coloracién o tincidn y secciones finas de 5-10 um.

3.1.2. De luz ultravioleta

Los microscopios de luz ultravioleta iluminan la muestra, como el nombre indica, con luz
ultravioleta. La luz UV permite una resolucién mejor y, por tanto, mayor amplificacién que la
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gue se obtiene con el microscopio éptico de luz visible. Este tipo de luz tiene una longitud de
onda mas corta que la luz visible.

La longitud de onda se encuentra en un rango de 180-400 nm frente a los 400-700 nm de la
luz visible. Si tenemos en cuenta que a menor longitud de onda, mayor es el poder de
resolucién, la luz UV duplica el poder de resolucion.

La ventaja principal de utilizar esta técnica es que puede alcanzarse una resolucién mejor que
con luz visible. Ademas, el contraste obtenido en la muestra es distinto que en los
microscopios de luz visible de forma que con el microscopio de luz ultravioleta se pueden
observar muestras que, de lo contrario, aparecerian como transparentes.

3.1.3. De fluorescencia

Los microscopios de fluorescencia son aquellos que utilizan las propiedades de fluorescencia
para generar una imagen de la muestra. Se usa para observar sustancias fluorescentes
denominadas fluoréforos.

Una molécula fluorescente es aquella que es capaz de captar radiacién electromagnética con
una longitud de onda determinada y emitir otra radiacién electromagnética con otra longitud
de onda diferente, normalmente dentro del espectro de la luz visible.

Los fluoréforos se utilizan como marcadores para la deteccidon de otras moléculas tisulares,
normalmente mediante la técnica de inmunofluorescencia.

Los usados en microscopia absorben en el rango de la luz ultravioleta, normalmente producida
por una ldmpara de mercurio, y emiten en el rango de la luz visible.

Para seleccionar el rango de longitud de onda con que seran iluminados se utilizan filtros
especificos localizados entre la fuente y la muestra que sélo dejan pasar un determinado rango
de frecuencias.

Con un tambor de filtros se consigue iluminar la muestra con diferentes rangos de ondas
electromagnéticas y por tanto activar selectivamente a diferentes fluoréforos.

La microscopia de fluorescencia nos permite usar mas de un fluoréforo para detectar varias
moléculas tisulares de forma simultdnea siempre que el espectro de absorcién y emisidon de
estos fluoréforos no se solape, puesto que entonces seria imposible discriminarlos

Para ello, la muestra es habitualmente iluminada con una I[dmpara xenén o con una lampara
de vapor de mercurio. Estos microscopios incorporan ademas filtros de luz para aislar la luz
correspondiente a la muestra.

3.1.4. De luz polarizada

Los microscopios de luz polarizada son también conocidos como microscopios petrograficos.
Este microscopio es en realidad un tipo de microscopio déptico al que se la han afiadido
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dos polarizadores. Esto significa que la onda de luz utilizada para observar la muestra tiene
una direccion de oscilacién concreta. Este tipo de microscopio es muy uatil para
observar estructuras cristalinas de rocas y minerales.

Se construyen a partir de un microscopio ordinario, colocando un polarizador entre la fuente
de luz y el condensador, y un analizador entre el objeto y el ocular.

Se utilizan para la observacion de sustancias birrefrigentes (doble refraccidn). Al hacer rotar
el objeto birrefrigente con relacion a los filtros cruzados, éste se vera brillante sobre un campo
oscuro.

Esta técnica emplea un sistema especial de iluminacidn, basado en la propiedad que tienen
algunas sustancias de filtrar todos los planos de vibraciéon de la luz, excepto aquel que coincide
con su eje optico.

La mas corriente de estas sustancias polarizantes es el espato de Islandia, que se corta de un
modo especial, y se monta para formar lo que es conocido como prisma de Nicol.

Dos prismas de Nicol, dispuestos de tal modo que uno estd entre la fuente de luz y el objeto a
examinar (prisma polarizador), y el otro se situa entre el objeto y la lente ocular (prisma
analizador), constituyen el mecanismo de iluminacion de los microscopios de luz polarizada.
Solo dejaran pasar luz polarizada cuando, por rotacién, se hagan coincidir sus ejes dpticos.

Cualquier microscopio normal con la adicion de un prisma polarizador y un prisma analizador
puede ser utilizado para trabajos con luz polarizada. Sobre todo se utiliza para la observacion

de estructuras moleculares, organulos citoplasmaticos..

3.2. MICROSCOPIOS ELECTRONICOS.

Cuando se quieren observar estructuras celulares que estan por debajo del limite de
resolucion del microscopio 6ptico, como algunos organulos, membranas, estructuras
citosélicas, complejos moleculares de la matriz extracelular o virus, se recurre al microscopio
electronico.

Se inventd en la primera mitad del siglo XX y su aplicacién a la histologia desveld las estructuras
celulares mas pequefias denominadas en su conjunto ultraestructura celular. Por tanto,
observar ultraestructuralmente a la célula significa observarla con el microscopio electrénico.

Este tipo de microscopio tiene un limite de resolucién mas pequefio que 1nm gracias a que no
usa la radiacidon electromagnética de la luz visible sino la alta frecuencia de un haz de
electrones que incide sobre la muestra, y permite aumentos de varios millones de veces. El
microscopio electrénico no usa lentes sino imanes que concentran los haces de electrones
emitidos por un filamento. Los electrones impactan contra la muestra dentro de una camara
de vacio.

Normalmente son aparatos grandes puesto que el viaje de los electrones tiene que ocurrir en
vacio. Por eso, aparecen grandes tubos dentro de los cuales se crea y manipula el haz de
electrones.
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Existen diferentes tipos de microscopio electrénico pero su principio de funcionamiento se
basa siempre en capturar los electrones dispersados u omitidos por la muestra y asi poder
reconstruir una imagen.

Las distintas partes de que consta un microscopio electrénico se agrupan en:

Candn. Es donde se genera el haz de electrones. Esta compuesto por un catodo, que
serd un filamento de tungsteno, un cilindro, que contiene el filamento de tungsteno, y
un anodo, que es una placa circular con una abertura central y a través del cual pasa
el haz de electrones.

Las lentes magnéticas. Tienen forma helicoide con muchas vueltas, a través de la cual
pasa una corriente eléctrica de aproximadamente un amperio, credndose un campo
magnético. Hay tres clases: lente condensadora, concentra el haz de electrones sorbe
ella; lente objetivo, determina el poder de resolucién y el contraste de la muestra; y
lente proyectora, magnifica la imagen.

Pantalla fluorescente. Ciertos metales tienen la capacidad de fluorescencia, emitiendo
luz visible al ser bombardeados por un haz de electrones. En esto se basa la
microscopia electrénica para hacer visible la imagen electrdnica.

Sistema de vacio. La distancia entre el cafidén y la placa fotografica que recogerad la
imagen es de aproximadamente 1 nm, por lo que en el interior de la columna debe
haber un alto vacio para favorecer el movimiento electrénico. Este vacio se produce
mediante bombas rotativas y bombas difusoras.

Sistema de refrigeracion. Es imprescindible tanto para las bombas de vacio como para
las lentes magnéticas, para evitar un sobrecalentamiento

La ventaja principal de este tipo de microscopio es que puede obtenerse un nivel de aumento
muy superior al del resto de microscopios. Sin embargo, es necesario preparar la muestra y
colocarla en una camara de vacio de modo que no es posible observar muestras bioldgicas
vivas. Los dos tipos de microscopio electrdnicos principales son el microscopio electrénico de
barrido y el microscopio electrénico de transmision.

3.2.1. Microscopio electronico de barrido

En el microscopio electrénico de barrido es necesario que los electrones impacten contra la
muestra. En este caso, los electrones no iluminan toda la muestra simultaneamente, sino que
se hace un escaneado recorriendo los distintos puntos de la muestra.

Cuando los electrones impactan con la muestra estos pierden parte de su energia debido a
distintas interacciones. Parte de su energia inicial se transforma en calor o en emisiones de
rayos X. Ademas, se produce también la emisidon de electrones que se desprenden de la
superficie de la muestra. Estos electrones se conocen como electrones secundarios.

El principio de funcionamiento de los microscopios electrénicos de barrido se basa en medir
alguna de estas propiedades para extraer informacion de la muestra observada.
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Generalmente, esto consiste en medir la cantidad de electrones secundarios que emite la
superficie cuando es bombardeada con un haz de electrones.

La muestra se barre con el haz de electrones y los electrones reflejados por un punto de la
superficie son captados por una pantalla receptora que creard una imagen en una pantalla
digital. La imagen completa se formara cuando el haz recorra toda la superficie de la muestra
y se consiga informacién de cada uno de los puntos. Es decir, se escanea la muestra, y de ahi
el nombre de microscopio de barrido o en inglés "scanning". Este permite observar el objeto
en forma tridimensional y dafia mucho menos la muestra analizada. A medida que el haz de
electrones barre rapidamente sobre la muestra, las moléculas de ésta son excitadas a altos
niveles energéticos, de forma que emiten electrones secundarios que son los que se emplean
en la formacion de la imagen.

Esta técnica de microscopia es muy util para observar los detalles de la superficie de
microorganismos. Es habitual realizar una preparaciéon de la muestra depositando primero una
capa de metal sobre la muestra. De esta forma, existen mas electrones secundarios que
pueden desprenderse cuando se aplica el haz principal de electrones. Este proceso de
preparaciéon es en general mas sencillo que el que se debe realizar para la microscopia
electrénica de transmision.

El aumento que alcanza este tipo de microscopios es menor que el que se puede obtener con
un microscopio electrénico de transmisién. Sin embargo, la informacion tridimensional que
proporciona esta técnica lo convierte en un instrumento muy util para determinados tipos de

muestras.

Los microscopios electrénicos de barrido sirven para observar superficies tisulares. Las
muestras que se observan no son secciones, sino porciones de érganos con superficies de
interés. Se pueden observar superficies de secciones hechas con un vibratomo o con un
criostato, pero no aquellas que han sido incluidas en resina o parafina.

3.2.2. Microscopio electrénico de transmision

Por su parte, en los microscopios electréonicos de transmision se utilizan los electrones que
atraviesan la muestra.

En primer lugar, los electrones son conducidos hacia la muestra mediante las lentes
electromagnéticas. Cuando los electrones impactan contra la muestra, algunos de ellos
consiguen atravesarla y otros son dispersados. Los electrones que pueden pasar al otro lado
de la muestra son capturados por un detector dando lugar asi a una imagen.

La cantidad de electrones que atraviesa la muestra sin desviarse varia en funcion de las
caracteristicas internas de la muestra. Dicho de otro modo, hay partes de la muestra que
presentan mas transparencia a los electrones que otras. Esto da lugar a zonas mas oscuras
(menos electrones atraviesan la muestra y llegan al detector) y zonas mds claras (mas
electrones atraviesan la muestra y llegan al detector).
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Para utilizar esta técnica es necesario preparar la muestra para que sea muy delgada. De lo
contrario, demasiado espesor impide que los electrones puedan atravesarla.

En este tipo de microscopio se produce el haz de electrones en un filamento de tungsteno que
funciona como catodo. Los electrones se condensan mediante electroimanes y se focalizan
sobre una seccién de tejido. Las secciones de tejido deben ser muy finas, se denominan
ultrafinas (de unas decenas de nanometros), para permitir que sean atravesadas por los
electrones y para conseguir imagenes nitidas.

Previamente las secciones deben ser tratadas con metales pesados como el osmio, el plomo
y el uranilo.

La funcién de estos metales es similar a las tinciones usadas en el microscopio éptico, dar
color, pero sélo en tonalidades de grises, a las estructuras celulares ya que se concentran
fundamentalmente en membranas y en los complejos macromoleculares.

Los electrones que chocan con estos metales rebotardn y no cruzaran el tejido. Aquellos que
consigan atravesar el tejido chocardn contra una pantalla fluorescente que emitird un destello
luminoso tras cada choque.

Esa imagen emitida por la pantalla fluorescente es la que podemos observar nosotros. Por ello
las imagenes observadas con el microscopio electrénico son siempre en blanco y negro,
aungue posteriormente se pueden colorear con un ordenador.

Esta técnica de microscopia es muy util para visualizar los detalles internos de una muestra,

por ejemplo, estructuras cristalinas. A nivel conceptual esta técnica es similar a realizar una
radiografia de la muestra.

La principal limitacidn que tiene esta técnica es que no permite extraer informacién de la
superficie de la muestra. Es decir, no permite observar detalles como la forma o rugosidad de
la muestra que se observa. Para observar este tipo de caracteristicas es necesario utilizar la
microscopia electrénica de barrido.
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3.3. OTROS TIPOS

Ademas de los microscopios anteriormente presentados, existen multitud de técnicas de
microscopia adicionales optimizadas para distintos tipos de muestras. Entre ellos, merece la
pena mencionar el microscopio confocal, el de campo oscuro y el de contraste de fases.

3.3.1. Microscopio confocal

El microscopio confocal es un tipo de microscopio de fluorescencia. Sin embargo, a diferencia
con el microscopio de fluorescencia convencional, la muestra se ilumina punto a punto de
forma sucesiva y se reconstruye la imagen al final del proceso. Este proceso de escaneado de
la muestra es similar al que se produce en los microscopios electrénicos de barrido, ofreciendo
muchos mas detalles sobre la estructura de la muestra de estudio.

3.3.2. Microscopio de campo oscuro

Hay objetos y estructuras celulares que por su transparencia son dificiles de observar con los
métodos corrientes de iluminacién de la microscopia de campo claro. En estos casos es mas
importante el aumento del contraste entre el objeto y el fondo que la propia resolucién del
microscopio; este aumento de contraste puede llevarse a cabo mediante la iluminacidn en
campo oscuro.

Este sistema emplea un condensador especial que produce un cono vacio de luz de tal modo
gue la observacioén se realiza sobre un fondo completamente oscuro.

La microscopia de campo oscuro consiste en iluminar la muestra oblicuamente. De este modo,
los rayos de luz que llegan al objetivo no provienen directamente del foco de luz, sino que han
sido dispersados primero por la muestra. Gracias a esta modificacidn es posible ver muestras
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que de otro modo no serian visibles debido a su transparencia. También tiene la ventaja que
no requiere tefiir la muestra para aumentar su contraste y poder observarla.

La célula o el objeto a observar, aparece como una particula brillante. Este sistema es muy util
para la observacion de células vivas, microorganismos sin tefiir suspendidos en liquido.

3.3.3. Microscopio de contraste de fases

En los microscopios de contraste de fases se aprovecha de la propiedad de que la luz viaja a
distintas velocidades dependiendo del medio de propagacion. De esta forma, en el
microscopio de contraste de fases la luz atraviesa la muestra con distintas velocidades en
distintas secciones. Este efecto es amplificado para generar la imagen de la muestra.

El contraste de fase produce una imagen con areas brillantes y oscuras altamente
contrastadas, contra un fondo gris neutro.

De esta forma se visualizan mejor las estructuras internas de la célula, bacterias y el estudio
en general de preparaciones de densidad homogénea y transparente en las que la baja
capacidad de absorcion hace que la imagen obtenida no presente diferencia de luminosidad
ente sus elementos, permaneciendo practicamente invisibles los detalles.

Mediante esta técnica no hace falta utilizar tintes y, por lo tanto, pueden observarse células
vivas. Se emplea para ver muestras sin tefiir o acuosas, asi como células vivas, por ejemplo en
cultivos celulares.

4. APLICACIONES EN LABORATORIOS DE SANIDAD Y GENETICA ANIMAL.

Con relacién a las aplicaciones de las técnicas microscdpicas, son muchas las técnicas en las
gue se emplean microscopios, dado que se trata de un instrumento basico en el laboratorio.
Estas aplicaciones son debidas a que los microscopios permiten la observacién directa de
agentes patdgenos presentes en las muestras a nivel microscépico o bien, a que posibilitan
detectar ciertos efectos a este nivel que son realizados como consecuencia de una alteracién
sobre las muestras de distinta naturaleza.

En este contexto, las aplicaciones mas relevantes de las técnicas microscdpicas en los
laboratorios de sanidad y genética animal van dirigidas hacia el diagnédstico de enfermedades
animales, pero también otras como la investigacién.

4.1. APLICACIONES DIAGNOSTICAS

Sin lugar a duda, en un laboratorio de sanidad y genética animal, las aplicaciones diagnésticas
son de las mas importantes puesto que posibilitan la consecucidn de los programas sanitarios
dirigidos a la vigilancia, control y erradicacién de las enfermedades animales.
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Dentro de todo el abanico de técnicas analiticas desarrolladas en un laboratorio, las que
emplean microscopios tienen aplicacién en aquellas técnicas que sea precisa la visualizaciéon
de muestras a nivel microscépico e incluyen los cultivos celulares, las técnicas histoldgicas, las
microbioldgicas y otras de naturaleza inmunoldgica.

La preparaciéon de la muestra para estudiarla al microscopio 6ptico es diferente segin la
naturaleza del material que se quiera observar, in vivo, in vitro, observacién de morfologia y
estructuras que no se modifiquen cuando sobreviene la muerte celular, etc.

Para el estudio in vivo suelen utilizarse técnicas de contraste de fases y—ecentraste
interferencial: Estudio de protozoos, hongos, caracteres de movilidad bacteriana y
morfolégica (hay que tener en cuenta que hay determinadas bacterias que al secarse se
alteran) agrupacion, y estructuras de resistencia (quistes) de parasitos. No precisa tratamiento
pero si de la mdxima limpieza y asepsia.

Pueden preparase muestras en fresco, preparaciones humedas para observar organismos
acudticos como algas o larvas. Se pone una gota del liquido que los contiene sobre el
portaobjetos y se pone el cubreobjetos con cuidado para que no aparezcan burbujas de aire.
La técnica de gota utiliza un portaobjetos excavado sobre los que se pone el cubreobjetos,
que lleva adherido la gota del liquido que ha de ser observado. De este modo se puede
observar el movimiento de los microorganismos en medio liquido sin que estén sometidos a
la presién entre portaobjetos y cubreobjetos.

No obstante también se puede hacer una coloracidn vital en la que realmente no se tifien las
estructuras celulares sino que ocurre una acumulacion en determinadas zonas de la célula. Al
ser los colorantes sustancias tdxicas se deben emplear concentraciones bajas. Los colorantes
vitales son azul de metileno, rojo neutro, rojo congo y verde Jannus.

Para estudios in vitro hay que recurrir a técnicas que implican pasos de fijacion, inclusién,
corte y tincién para observar secciones de tejidos los suficientemente transparentes visibles
en el microscopio dptico.

4.1.1. Aplicadas a los cultivos celulares

El uso de cultivos celulares es una importante herramienta en el diagnéstico directo de
enfermedades de naturaleza virica. Esta técnica consiste en inocular la muestra de analisis a
lineas celulares concretas y comprobar qué efecto tiene la muestra sobre las células. Este
efecto se conoce como efecto citopatico y precisa del uso de microscopios.

Los cultivos celulares pueden emplearse igualmente para realizar técnicas inmunoldgicas que
consisten en la identificacion, directa o indirecta, de determinados agentes infecciosos por
medio del uso de fluordforos que son visualizados en un microscopio de fluorescencia gracias
a la especificidad antigeno-anticuerpo.

En este sentido, la inmunofluorescencia directa consiste en la captura de antigenos concretos
procedentes de agentes infecciosos por medio del uso de anticuerpos especificos marcados
fluorescentemente. De la misma forma, la inmunofluorescencia indirecta, realizada a partir
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de muestras de suero, hace posible la identificacion de anticuerpos especificos frente a
determinadas enfermedades infecciosas también gracias al uso de otros anticuerpos
especificos marcados.

Este tipo de técnicas se emplean para el diagndstico de enfermedades viricas tales como la
Fiebre del Nilo Occidental, la Peste Porcina Africana o la enfermedad de Newcastle.

4.1.2. Aplicadas a las técnicas histoldgicas

Por su parte, las técnicas histoldgicas persiguen observar la estructura de diferentes tejidos a
nivel microscépico. En el dmbito del diagndstico, estas técnicas hacen posible la identificacion
de estructuras anormales (histopatologia) debido a un proceso patolégico que bien puede ser
de naturaleza infecciosa, como sucede con los priones, u oncoldgica, entre otros.

Estas técnicas precisan de la tincidn de las estructuras tisulares para que su visualizacidn a
microscopio sea mas sencilla y determinante. En este sentido, existen diferentes tipos de
tinciones segun qué estructuras queramos visualizar.

Entre las mas populares esta la hematoxilina/eosina y también otras que se apoyan en las
técnicas inmunoldgicas y que se basan en la identificacion de agentes patoldgicos gracias a la
especificidad antigeno/anticuerpo, donde los anticuerpos van marcados de manera que su
visualizacidén al microscopio es mas evidente; se trata de las técnicas de inmunohistoquimica.

4.1.3. Aplicadas a las técnicas microbioldgicas

De manera similar a lo que sucede con la histologia, existen técnicas microbioldgicas que
consisten en observar el microorganismo directamente sobre muestras bioldgicas o bien a
partir de cultivos.

La identificacion de microorganismos al microscopio es factible gracias a caracteristicas
concretas como la forma o el tamafio. Asimismo, existen tinciones especificas que facilitan la
identificacion de microorganismos concretos al microscopio. Uno de los ejemplos es la
identificacion de micobacterias por medio de una tincidn de Ziehl-Neelsen que pone en
evidencia que estas bacterias son acido-alcohol resistentes.

De la misma forma, los microscopios también son empleados para detectar agentes
infecciosos en muestras biolégicas como sangre o heces. A modo de ejemplo, podemos
mencionar la identificacidon de protozoos como Babesia o Theileria en muestras de sangre de
equinos para detectar la piroplasmosis.

Por otra parte, la evolucidn de los microscopios ha promovido una mayor sensibilidad a la hora
de identificar distintos microorganismos o agentes infecciosos. Sirva de ejemplo mencionar
que la OIE recoge como método de diagndstico de referencia para el Scrapie, cuyo agente
etioldgico es una proteina pridnica patdgena, la observacion de fibrillas especificas mediante
microscopia electrénica (SAF — Scrapie Associated Fibrils).
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El microscopio electrénico de barrido también facilita mucho la identificacién por especie de
microorganismos como acaros u otro tipo de artrépodos con interés diagndstico.

No obstante, en la actualidad casi todas estas modalidades de identificacion de
microorganismos han sido sustituidas por métodos moleculares que resultan mas sencillos,
rapidos y fiables.

4.2. OTRAS APLICACIONES
4.2.1. Aplicaciones en la investigacion

Mas alld de las aplicaciones diagndsticas de los microscopios, la investigacion requiere de este
instrumento para el desarrollo de numerosas técnicas. Entre ellas, todas las anteriormente
mencionadas que pueden ser realizadas con fines de investigacion.

Asimismo, la creacidon de organismos modificados genéticamente con objetivo de investigar
diferentes efectos requiere el uso de microscopios. Concretamente, la transduccién de
construcciones genéticas a lineas celulares se realiza con la ayuda de fluoréforos que facilitan
la seleccién de células que han incorporado la modificacidn.
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1. INTRODUCCION

La gran complejidad de los procesos bioldgicos en los seres vivos ha sido por afios la razén por
la que los investigadores han centrado su atencidon en descifrar los mecanismos que se
esconden detras de esos procesos. Desde las primeras observaciones de Gregorio Mendel
hasta la actualidad, se tiene la nocién de que parte de la explicacion de los diferentes
fenédmenos biolégicos se encuen