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“Monitoreo de las condiciones ambientales en una
instalaciéon que mantiene y reproduce roedores con flora
definida para experimentacion.”



El presente trabajo se llevo a cabo en el Bioterio de la planta baja
edificio 2B del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Auténoma de México, bajo la direccion del
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INTRODUCCION.

Las primeras referencias en la utlizacion de animales para Ia
experimentacion, estan contenidas en escritos filosdficos de la antigua
Grecia. BPurante los siglos Il y IV aC., Aristdteles (384-322 a.C), es
reconocido como el fundador de la Biologia, al ser el primero en realizar una
diseccion, revelando las diferencias internas entre animales. Posteriormente,
Erasitratus (304-258 a.C.) probablemente fue el primero, en realizar
experimentos con animales vivos, establecid que la trdguea era un tubo y los
pulmones un drgano neumatico, a través de la utilizacion de cerdos.
Iniciando la era cristiana, Galeno (130-200 d.C.) realizd disecciones

anatdmicas en cerdos, monos y muchas otras especies (Cohen, B. 1984).

La humanidad, después de iniciada su aventura cientifica, entra en un
periodo de oscurantismo, el cual se caracteriza por el control de los

conocimientos por parte de la iglesia a lo largo de esta época.

No fue sino a partir del siglo XVI, que la experimentacién animal retomd su
rumbo despertando de nuevo el interés por Ia ciencia. Durante esta época
Andreas Vesalius (1514-1564), considerado el fundador de la anatomia
moderna, realizaba demostraciones publicas utilizando perros y cerdos,
provocando con éstas el entendimiento de la conexion que existia entre la
anatomia y Ia fisiclogia. Después, en el siglo XVil, Sir William Harvey publicd
su gran trabajo sobre el movimiento del corazon y la sangre en animates. Y
en el siglo XVII, Stephen Hales un clérigo inglés, reportd las primeras

mediciones de la presion sanguinea en un caballo (Cohen, B. 1984).

Pocas fueron las aportaciones cientificas durante estos siglos, pere sin duda

de gran valor, ya que fueron el incentive para que muchos deseosos de

conocimiento contribuyeran al enriquecimiento de la ciencia.



Durante el siglo XIX, la experimentacidn animat aportd grandes avances en
las &reas bioldgicas y médicas; siendo Francia la principal sede. Cientificos
como Claude Bernard {1813-1878) en fisiologia experimental y Louis Pasteur
(1827-1895) en microbiologia, contribuyeron enormemente en la validacion
del método cientifico que incluia el uso de animales de laboratorio. Siguiendo
los pasos de Bernard y Pasteur, en el siglo XX cuando Alexis Carrel recibe el
Premio Novel en 1912 afirma: “...nosotros hemos...probado una y otra vez
que el desarrollo de una ciencia aplicada como la cirugia resulta de realizar

lecciones de experimentacion con animales”.

Desde tiempos pasadeos y continuando hasta la actualidad, Ia
experimentacion animal, ha sido y sera una herramienta fundamental dei
método cientifico en investigacion biolégica y médica, asi como en la
educacion (Cohen, B, 1984).

La naturaleza ha sido y sera fuente inagotable de enigmas, hechos por los
cualies el hombre con su gran sed de conocimiento pretendera resolverlos.
En el caso de la experimentacion con animales, en un principic todo era
simple curiosidad, ensayos de prueba y error, con objetivos inespecificos, era
ciencia puramente descriptiva, que pocc a pococ con las aportaciones de
aquellos que han sido presa de su encanto, se ha logrado transformar en una
ciencia que aun hoy se engrandece gracias a fa curiosidad de quienes

buscan el bienestar humano,

Desde los inicios dei siglo XX el uso de los animales para la investigacion
cientifica fue tomando rumbo, hacia lo que hoy es toda una ciencia: “La

Ciencia de los Animales de Laboratorio.”
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En su concepcion moderna, el animal de laboratorio o reactivo bioiégico
Hlarmado asi por ser un animal de experimentacién, en funcién al tema de
estudio, capaz de dar una respuesta fiable y reproducible, es el resultado de
la manipulacion genética y ambiental, asi como de las mdltiples interacciones
entre estas dos. Por lo que los resultados en la experimentacidon estan
influidos profundamente por éstos factores. Se considera como premisa, el
control de éstos para que el resultado sea efecto exclusivo de las variables

experimentales y no de variables extrafias o no controladas.

Existe una gran variedad de erganismos con los que cuenta el Reino animal,
los cuales podrian ser empleados como animales de experimentacion, se
sabe que en su mayoria los mas utitizados en el laboratorio son los roedores,

por su facil manejo, uso, produccion y cuidado (Davila, A. 2001).

En la naturaleza, los animales pueden sobrevivir a los cambios en las
condiciones ambientales debido a la variacién genética, la cual da como
resultado una mayor adaptabilidad a diversas condiciones. Cuando los
animales son mantenidos en cautiverio, su medio ambiente es alterado
dramaticamente (domesticacion). Las especies utilizadas como animales de
experimentacidén no son diferentes de otros animales domesticados, en
cuanto a su tolerancia, es solo que los animales de laboratorio han perdido

adaptabilidad.

Cuando se producen animales para uso experimental, la preocupacién es
perpetuar individuos o poblaciones con variacidon genética minima. Para
algunocs tipos de experimentos éstas variaciones son de pequefia o nula
importancia, mientras que en otros tipos de experimentos pueden verse

severamente afectados (Svendsen, P. 1994).
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La investigacion animal ha alcanzado un inimaginable nivel de sofisticacion.
La respuesta biologica es el resultado de un complejo juege que implica la
intervencion de factores genéticos y ambientales, asi como la interaccion de
ellos. En investigacion biomédica se emplea equipo cada vez mas preciso,
esto ha permitido que la respuesta bioldgica de los animales para un gran

nitmero de agentes exdgenocs esté bajo condiciones controladas.

La importancia de factores, tales como la presencia de microcrganismos
patdgenos en animales utilizados en investigacion, ha sido reconccida por
afios. Los agentes microbioldgicos son a menudo el principail factor de
interferencia en la investigacion animal, ya que éstos pueden producir
enfermedad, lesiones, estimulacion inmunoldgica en el hospederg e incluso
la muerte del animal, provocando fa invalidacion de los resultados (Pakes, S.
1984). Los pequefios roedores utilizados como animales de laboratorio son
susceptibles a mas de 50 agentes virales, bacterianos, parasitos y hengos,
de los cuales se ha identificade que el de mayor importancia en las colonias
de ratones es el virus de la hepatitis murina (MHV) y en colonias de ratas
Mycoplasma pulmonis (Jacoby R. O. y Lindsey J. R. 1998, Won Y-S. et a/
2006). Sin embargo, no se les habia dado la importancia suficiente, y sélo
recientemente, se ha comenzado a apreciar la influencia de estas variables
en pruebas e investigaciones con animales. Por lo tanto, surge la necesidad
de ofrecer un medio ambiente segurc para los animales de experimentacion,
asi como de facil acceso para la comunidad cientifica usuaria de éstos y

econamicamente rentable.

El medio ambiente en el cual se mantienen los animales debe ser el
apropiado que permita el bienestar de las especies, su desarrollo vital y el
uso que se pretende de ellos {(Nacional Research Council, 2002). En México
las especificaciones para el mantenimiento cuidado y uso de los Animales de
Laboratorio se encuentran en la NOM-0562-Z00-1999, que en su capitulo &



menciona las condiciones especificas de mantenimiento y necesidades de

acuerdo a Iz especie utilizada.

En el bioterio el ambiente esta conformado por factores interdependientes
como: luz, ruido, temperatura, humedad relativa, condicion y distribucién del
aire, estos tres Ultimos reguiados por un complejo sistema de aire
acondicionado. La evidencia demuestra como la respuesta del animal a

diversos tratamientos puede variar debido al ambiente (Clough, G. 1999).

La calidad del aire puede variar considerablemente dependiendo de diversos
factores. En la actualidad el ambiente que rodea a los animales de
laboratorio, se divide en fres niveles: megambiente, esta delimitade por las
paredes perimetrales del Bioterio y determina el trafico de personas,
animales, insumos y desechos dentro de la instalacion, ademas aisia el
ambiente externo del interno y puede variar dependiendo de la localizacion
geografica, Ia proximidad con greas industriales, etc. El macroambiente, esta
delimitado por las paredes del cuarto que aloja a los animales y se encuentra
influenciado por los equipos que proporcionan aire dentro de la instalacion. El
microambiente ¢ criptoambiente, delimitado por ias paredes de Ia caja o jaula
{(alojamiento primario), es extremadamente importante por estar en intimo
contacto con el animal y los cambios que sufre modifican la respuesta de
éste al procedimiento experimental. Esta influenciado directamente por el
macroambiente, asi como por el material de cama, las paredes de la caja, el

alimento y la presencia de filtros o barreras.

La contaminacién de las ingtalaciones y los animales proviene del exterior.
por lo tanto, la tnica posibilidad de evitarla es crear un sistema de proteccién
o barrera. El concepto de alojamientc de animaies detras de “barreras”, es
actualmente utilizado para describir la serie de dispositivos, procedimientos y

rutinas fisicas involucrados en el cuidado y uso de animales, evitando la



contaminacion quimica y microbiologica proveniente del medio externo, ia

cual pondria en peligro la calidad microbiolégica de los animales.

La introduccidon de cuartos de produccidén de animales de laboratorio con
barreras, ha hecho posible la larga lista disponibie de roedores para
investigacion biomédica, los cuales se encuentran libres de muchos de fos
parasitos y microorganismos cominmente existentes en los animales de
forma silvestre. Con el desarrollo de tal sofisticacion, en el equipo vy las
técnicas de produccién animal, se tiene la necesidad de asegurar la ¢alidad

en la produccidn de los animales con respecto a su estado de salud,

Existen referencias convincentes ( Baker ef al 1979, Lindsey ef al. y Newton
1678) de como el estado microbioldgico de los animales de laboratorio tiene
profundos efectos sobre la respuesta biologica del animal, con respecto al
resultado del experimento; por eso se pretende que los animales utilizados
en investigacion, se encuentren en dptimas condiciones de salud (Pakes, S.
1984).

Durante 50 afos de investigacion con animales utilizados en
experimentacion, han surgido diversas propuestas para la implementacion de
una terminologia en relacion a la buena calidad microbioldgica del animal y
con las condiciones de alojamiento bajo las cuales se mantienen (Tabla 1).
Sin embargo, a pesar de diversos intentos ninguno de los sistemas ha sido

universalmente aceptado.

No obstante, la utilizacién de un sistema de clasificacién dentro de las
instalaciones es importante por la necesidad de conocer ef estado

microbiclégico de los organismos.



Tabla 1. Terminologia-— Calidad microbioldgica del animal de laboratorio relacionada con

las condiciones de alojamiento.

Condiciones de [Reyniers ef af,|Raibaud et af, 1966. | Otros autores
alojamiento 1949,

Gnotobidtico. Axénico Libre de gérmenes.
Técnica aislante.

Monobiotico Gnatoaxénico Exlibre de gérmenes

Dibiotico Monognotoaxeénico. Monoinfectado

. Dignotoaxénico Di-infectade

Polibidtico Polignotoaxénico. Poli-infectado
Cuartos de animales | Polibidtico Agnotoaxénoco Libres de patogenos
con sistema de Heteroaxénico especificos {SPF)
barreras
Animales en cuartos | Polibiético Agnotoaxénico Convencicnal
abiertos Holoaxénico

Modificado de “Germ free animals in biomedical research” (Gustafsson, B. 1984).

Diversos sistemas se han usadoe para clasificar el estade de salud o calidad
microbiolégica del animal, particularmente de los roedores. En Ameérica ia
terminologia utilizada es: Animales Libres de Gérmmenes {LG), Libres de
Patogenos Especificos (SPF “Specific Pathogen Free™) y Convencionales,

derivandose de estas, otras intermedias (Fig. 1).

Los animales denominados LG son aquellos libres de bacterias, honges,
protozoarios y virus, incluse de fa flora microbioldgica propia de la especie;
las limitaciones del término dependen cbviamente de la prueba de validacién
utilizada por ejempio: los animales mono-infectados son animales LG ios
cuales han sido infectados con un microorganismo conocido, esto permite
entender la biclogia del microorganismo y el efecto exclusivo del agente
causado en el individuo. Los di-infectados y poli-infectados provenientes de

animales LG, son infectados con mas de un microorganismo ne patégeno



(comensales y/o saprofitos), permitiendo determinar su relacidn y accidn en
éste, asi como efectos sinérgicos o detrimentales entre fos microorganismos.
Los animales “Libres de Patdgenos Especificos” (SPF) cuentan con una
microflora definida, tienen la cualidad de no portar microorganismos
patégenos, esto se establece en un certificado de salud, el cua!l especifica los
migroorganismes que no se encuentran presentes en dichos animales.

En los animales “Convencionales”, se desconoce su microflora y entre ésta,

se pueden encontrar microorganismos patdgenos. (Gustafsson, B. 1984).

RELACIONES ENTRE ANIMALES LG - SPF - CONVENCIONAL
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Fig. 1. Diagrama de las condiciones de Ia flora intestinal normalmente relacionada con el uso
de los animales para la investigacion.
Modificado de “The Germ-free Animal in Biomedical Research” (Gustafsson, B. 1984).



El estado de salud del animal de laboratoric provoca variacién en los

resultados experimentales, al grado de no hacerlos validos. La (nica manera

de evitar los efectos negativos de las infecciones naturales, es mediante la

erradicacion selectiva de los agentes infecciosos, para lograr un animal de

calidad microbioldgica

definida.

Tal animal debe ser protegido

sisternéticamente del riesgo de infeccion. Por ese motivo, las instalacianes

modernas son disefiadas con complejas barreras fisicas, que se manejan

siguiendo estrictos principios sanitarios, y cuye principal objetivo es la

prevencion de cualquier fuente de contaminacién (Tabla 2).

Tabla 2. Facicres que alteran I2 buena calfidad del animal de iaboratoric y por lo tanto los
resultados experimentales, asi come formas de control.

[ Factores Control de los factores.
BIOLOGICOS,
Genotipo. Endogamia, exogamia, perfil genélico, c¢ruzamientos rotatorics y

Endoflora, parasitos.
Geérmenes ambientales.
Aire.

Alimento y cama.
Agua
Plantilla, persenal
Insectos
Parasitos (endo y ecto).
tros animales y roedares salvajes.

reproduccion asistida.

Animales gnotobidticos, SPF, convencionales, técnicas gnotobicticas,
transferencia de embricnes, descontaminacion biologica.

Barrera higiénica efectiva, apropiado disefio de las instalaciones y
procedimientos de descontaminacion y esterlizacidn,

Filtros de aire (filtros que retienen polvo, HEPA), programa de
mantehimiento.

Pasteurizacidn, esterilizacion, irradiacion, PNT defimidos.
Pasteurizacidn, esterilizacion, acidificacién, fiitracion.

Air lock de paso, cambio de ropa, higiene, zoonosis, alergias.

Barreras y diseno apropiade de ias instalaciones.

Disedio apropiado de construccion (profesionales).

Cuarentena, barreras y medidas higiénicas de contencion efectiva.

FiSICOS
Alcjamiento secundario: habitacion.
Temperatura, humedad, airgacion, presién
del aire, de gases.

Luz {periode, intensidad y ¢olor).
Sanida {ruido, intensidad, frecuencia).

Algjamiento primanio: Jaulas.

Planificacion, disefio y construccidn de 1as instalaciones

Sistema de Aire acondicionade, disefio apropiade basado en ia
produccidn de calor de los animales, gjuste avtomatico de los valores
preseleccionados.

Encendido periédico automatice, reduccicn gradual. ultravioleta,
Aislamiento, prevencion del sonide originade durante el trabajo,
insonorizacidn del equipo y las instalaciones.

Superficies suaves, conductividad de |a temperatura, bienestar.

QUIMICOS
Alimento.

Cama.

Formulacién de la  dieta, elaboracion (ingredientes), lbre de
contaminantes (quimicos y micrebioldgicos), control de cafidad.

Libre de potvo, hecha de material no tratado quimicamente, poder de
absorcion adecuado, intervalo de cambio.

[ EXPERIMENTO ANIMAL.

£leccion dei modele, tamafic de la
muestra, disefio estadistico.
Administracién de sustancias,
tratamientos, operaciones quinirgicas.

Consultas bibliograficas, disefic y planificacion previa.

Métodos definidos o estandarizades, PNT definidos

PNT, Procedimientos nomalizados de trabajo. SPF: del inglés Specific Pathogen Free {libres de patdgenos
especificos); HEPA: def inglés high efficiency particulate air (fitro de particulas de aita eficencia). Modificado de
“Ciencia y Tecnologia en Proteccién y Experimentacién Animal™ (Davila, A. 2001).




Una vez establecidas las barreras de proteccion que regiran en el Bioterio,
solo queda la supervisidn periddica de éstas. Muchas de las instalaciones
empleadas para alojar y reproducir animales de laboratorio, en la Republica
Mexicana, no brindan las condiciones necesarias de calidad ambiental
requeridas para mantenerlos en optimas condiciones de salud establecidos
en |la Norma Oficial Mexicana NOM-062.Z00-1999.

Por lo tanto, es necesario que se comience a trabajar en la obtencion de
altos niveles de calidad dentro de ésta area, dependiendo del tipo de
investigacion que se realiza y la calidad microbiolégica con que requieran los
organismos. Una vez alcanzadas las condiciones necesarias de alojamiento
en las instalaciones, el siguiente paso es procurar que éstas se mantengan

sin variacién.

El Monitoreo en colonias de ratas y ratones incluye el conocimiento de la
patogénesis, epizoologia y prevalencia de los agentes infecciosos, de
pruebas de diagnostico disponibles y de las condiciones especificas de

alojamiento individual y de grupo (Livinsgton R, 2003},

Los métodos frecuentemente utilizados en un bioterio para eliminar o reducir
las poblaciones de microorganismos potencialmente patdégenos son. la
esterilizacion fisica por calor himedo (autoclave), esterilizacion quimica,

desinfeccion quimica y la antisepsia.

Esterilizacidn es el procedimiento fisico o quimico que permite la eliminacion
total de las poblaciones microbiana incluyendo las esporas existentes sobre

ia materia inerte

E! calor htimedo usade en forma de vapor, bajo presion, a altas temperaturas

y por un periodo determinado de tiempo en una autoclave (tabla 3) es

10



utilizado en la esterilizacion de equipo, instrumental y liquidos termoestables
{(Russeli, A. 1999).

Tabla 3. Variaciones de la esterilizacién con calor himedo.

Método | Tratamientc Refereacia Aplicaciones !
Calor himedo i21°C x 15 min. Medical Research | Articulos alimenticios, J
126°C x 10 min, Council (1959-60-64} materiai de cama, i
134°C x 3 min. jatlas de metal, cajasl

, botellas de agua y!
tapas e instrumental|
quirdrgico

Modificado de “The UFAW Handbook on the Care & Management of Laboratory Animals”
(Smith, M. 1998).

En el bioterio son utilizados los siguientes procedimientos de desinfeccion v
esterilizado, la autoclave: (calor himedo, 121°C a 15 Ib. de presidon x 15min.)
esteriliza los insumos a utilizar por los animales: cajas, cama, tapas,
tarjeteros, micro aisladores, alimento, agua, bebederos, asi come [a
vestimenta utilizada por e! personal gue ingresa al bioterio (uniformes, botas,
guantes, gorro y cubre bocas).

Para el monitoreo y/o validacion de los procesos de esterilizacién por calor

himedo se utilizan cinco principales métodos:

1.-Prueba de esterilidad: en esta el producte o material esterilizado es
analizado para descartar la presencia de microorganismos.

2.-Prueba reto; se utiliza un organismo de conocida resistencia a
temperaturas altas, el cual, es adicionado al 'producto antes de Ia
esterilizacion y las muestras se analizan después de completar el proceso de
esterilizado y se determinara el indice de mortalidad.

3.-Prueba de indicadores biclégicos: implica determinar la viabilidad de los
microorganismos después del proceso de esterilizado. Para el caso del ia

esterilizaciébn por calor himedo se utlizan esporas de Bacilus

stearothermophilus.
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4. -Prueba fisica: en las cuales se utilizan termopares colocados en diferentes
posiciones sobre la carga a esterilizar para monitorear la temperatura.
5.-Indicadores quimicos: son sustancias que reaccionan a las altas

temperaturas que se manejan en la esterilizacién (Hugo, W. 1999},

La esterilizacion quimica se realiza en los cuartos de alojamiento, los cuales
son desocupados, aspirados, lavados, secados y sometidos a un proceso de
aspersion con el esterilizante quimico, CLIDOX®-S en concentracion de 1:5:1
de base, agua y activador respectivamente, antes de ser utilizados se retiran

los residuos de este.

La desinfeccidn, se refiere a [a serie de procedimientos fisicos y quimicos
empleados para disminuir las poblaciones de microorganismos gue tienen

capacidad patégena, en superficies inanimadas (Bazaga, S. 2001).

La desinfeccidn quimica del material utilizado en el bioferio, se realiza
empleando diversos productos eliminadores de gérmenes. £n la actualidad,
podemos encontrar gran variedad de agentes desinfectantes disponibles,
que funcionan para diversos propdsitos, en las areas de medicina,
biomedicina, vejcerinaria. y otras. Entre los que se encuentran: los fenoles, los
acidos organicos € inorganicos, aldehidos, alcoholes, entre otros, los cuales

actan, de forma especifica contra algunos patdégenos (Hugo W, 1998).

La antisepsia, es lo mismo que la desinfeccidn, solo que éstz se realiza

sobre tejidos u organismos vivos.

En el bioterip, el material a esterilizar como bebederos, c¢ajas, tapas, micro
aisladores, es previamente lavado con detergente alcalino Extran MAQ1® a
base de NaOH, el cual elimina residuos biologicos, se recomienda su uso en

solucion al 2% y solucidon al 20%. Para materiales mas sucios, ast como



también en paredes y pisos del area de lavado se utiliza una solucion de
agua con detergente enzimatico Cidezyme® en una concentracién de 8-16 mi
/ litro de agua. _

La limpieza de los pisos y paredes dentro del bioterio se realiza con una
solucién de agua y pastillas de cloro Presept® a razon de 2 pastilias /5 litros
de agua, obteniéndose una concentracién de 560 ppm de cloro disponible.
En el vestidor el personal que ingrese al bioterio debera seguir un estricto
programa de registro y antisepsia (Tablas 4 y 5), que incluye la utilizacion de
un antiséptico Savon Doux® para el cuerpo o manos segln sea e! caso.
Dentro de! bioterio los animales son manejades con pinzas, las cuales son
sumergidas en Cloruro de Benzalconio Dermo Cleen® para lograr su
desinfeccion, asi como cualquier otro material quirtrgico utilizadc en los

animales.

CLIDOX".S Pharmacal Ressarch L X izante ¥ Wwa 3 base de didwdo de clore.

Extran MAQY 3Egasa $ A de C V| delergume concentrade alcaling | NaQH, pentasodio inpalifosialo)

Cidezyme % Johnsen & Johnson Company, detergenie anzimaico.

Presept ® Johnson & Jehnson Gampany, labletas efervescentas desinlectantss 2.5 gr. con £0% go Dichlororsocyanurale de sodio (NaDCG) pracursor ds

acdo Ipocioroso.
Savon Doux, Laboralorias ANIOS,

Derme Clean @ solucidin concentrada de Cloruro de Benzaiconio. formula: cads 100ml Clorura da Benzalconie 1g. Nitnto de sadio {anuoadaree; 08y
vahieylo c.b.p. 100m



Tabla 4. Procedimiento de ingreso, Nivel de Seguridad 1.

Universidad Nacionai Auténoma de México
Instituto de Investigacicnes Biomédicas
Bioterio
Manual de Procedimientos

Ingreso de Personas

Nivel de Seguridad |

1.
2.
3.

4.
5.

o ~No

10
i

12
13
14

15

17

Registre su entrada en la oficina.
Verifiqgue que ia puerta de la regadera correspondiente a su sexc, esté abierta.

Cerciorese de que la luz de! piloto locatizade en 1a parte supericr de la puerta esté

apagado.

Si el piloto se encuentra encendido, no podra acceder, espere.

Una vez en el interior del area de ingreso de persconas, accione el interruptor
localizado en el muro, el cual apagara &i piloto, éste cerrara ias puertas de
acceso.

Cologue sus prendas en el locker elegido y tome {a llave.

Abra iz puerta de la regadera.

Lave sus manos con el jabon liquido® desinfectante y el cepillo, enjuague y repita

la operacién una vez mas.
Pase al vestidor.
. Tome el paquete de papel que contiene la ropa correspondiente a su talla.

. Deposite el bulto en la banca y abra el paguete, verificando que |a tira indicadora

de esterilidad este activada, de no ser asi, tome otro paquete.
. Vistase en el orden que aparece su ropa.
. Accione el interruptor, el piloto se prendera y podra saiir.

. Teme asientc en la banca “cambio de botas”, obtenga un paquete de acuerdo a

su talia.
. Coleque la primera bota, sin tocar el piso pase su pie al area seca.
Posteriormente coloque I3 bota en el siguiente pie y pase al area seca.

de su pijama.
. Dirijase al cuarto de trabajo.

14

16. Obtenga los guantes de acuerdo a su tamadio y ajastelos por arrita de los puiios




Tabla 5. Procedimiento de ingreso, Nivel de Seguridad I1.

Universidad Nacional Auténoma de México,
Instiwitc de Investigaciones Biomédicas.
Bioterio.

Manual de Procedimientos.

Ingrese de Personas

Nivel de Seguridad 1l

Dby

15.
16.

17.
18,
19.

20.
21
22.

23.
24.

26.

Registre su entrada en la oficina (ver formato anexo)

Verifigue que la puerta de la regadera comrespondiente a su sexo, esté abierta,

Cercidrese de que el pilole localizade en a parte superior de la puenta esté apagado.

3i el pilote se encuentra encendido, no podra acceder, espere.

Una vez en el interior del drea de ingreso de persenas, accione ef interrupter localizado en
el muro, el cual apagara el piloto, éste cerrara las puertas de acceso.

Proceda a desvestirse por compieto.

Abra €l casillero asignado y saque sus sandalias.

Coleque su ropa dentro del casillero.

Calce sus sandalias.

. Pase ala regadera.

. Abra las llaves y espere a que €l agua alcance |a temperatura deseada.

. Remoje su cuerpo per completo.

. Cierre la llave del agua.

. Tome el jabdn desinfectante iiquidos, apliquelo con la gasa estéril en todo el cuerpo, en el

siguiente orden:

Cabello

Cara

Cuelio

Extremidades superiores, del hombro a la mano

Tronco

Exiremidades inferiores, de la ingle al pie.
Deje actuar el jabén per un minuto.
Proceda a refirar el jabén con agua durante 3 minutos. Iniciando desde la cabeza hasta fas
extremidades inferiores.
Abra 12 puerta de la regadera y pase al vestidor.
Reccja el bulto de ropa correspondiente a su talla,
Deposite el bulto en la banca y abra el paquete. verificando que la tira indicadora de
esterilidad este activada, de no ser asi, tome otro paquete.
Utilice Ia toalla para secarse y una vez terminado esle proceso cuéiguela arnba de la
banca.
Vistase en el orden que aparece su ropa.
Accione el irterruptor, el piloto estacd apagado y podra salis.
Tome asiento en la banca “cambio de botas”, sbtenga un paquete de acuerdo a su ialla.
Cologue 12 primera bota, sin tocar el piso pase su pie al Zrea seca. Posteriormente Cologue
la bota en el siguiente pie y pase al area seca.

. Obtenga los guantes de acuerdo a su tamano y ajistelos por arriba de los pufios de su

pijama.
Dirijase ai cuarto de trabajo.

-
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La calidad del aire dispeonible para los animales de laboratorio es de suma
importancia particularmente por dos aspectos: primero por su estado fisico
en terminos de temperatura, humedad y la velocidad, a la cual se mueve y en
segundo porque éste puede actuar como vector de diversos materiales como
polvo y particulas contaminadas quimica y microbioldgicamente (Clough, G.
1999).

Ei sistema de aire acondicionado permite el contro! de factores como la
temperatura, la humedad y la inyeccion de aire estéril, propicia gradientes de
presidn dentro de la instalacién dirigiendo el aire de los sitios con menor

contaminacion a aquellos de mayor.

La esterilizacion final del aire, se realiza mediante filtros de alta eficiencia
(HEPA), especializados en eliminar gran cantidad de particulas (Tabla 6) del
medio externo e inyectarlas al inferior del bioterio. Estos filtros también son
utilizados dentro del aire acondicionado de hospitales y otras instalaciones
simifares (Schonholtz, G. 1976).

Tabla 6. Método utilizado en la filiracion del aire

Método | Tratamiente Referencia Aplicaciones f
Fittracion Filtros HEPA del inglés | Dyment {1976) Sistemas de;
high efficiency ventilacién.

b
particulate air (filtrc de ;
particulas  de  alta i
eficiencia) con ‘
eficiencia de filtracién !
en particulas “0.5um de ;
99.987% ]
Modificade de "The UFAW Handbook on the Care & Management of Laboratery Animals”
(Smith, M. 1999).

Las cajas utilizadas en el bicteric son de materiales termoestables {
policarbonato, polisulfonato, polipropileno) resistentes a las condiciones de
esterilizacién, el procedimiento para la reutilizacidn de éstas, comprende: la

eliminacion de residuos sélidos, inmersion en agua con detergente alcaiino?,
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lavado de las paredes, eliminacion de los residuos del detergente mediante
el enjuague, secado, llenade (material de cama), ensamble, empacado en

bolsas especiales para autoclave y esterilizacion.

La cama o lecho del animal empleada en el bioterio SANI-CHIPS®, Harlan
Teklad, Cama para Animales de Laboratorio, Laboratory Grade, es elaborada
de hojuelas de maderas duras (haya, abedul y maple), se caracterizan por su
pureza, cualidades fisicas y ausencia de contaminantes intrinsecos y
extrinsecos, tanto quimicos como microbiolégicos. Permite la esterilizacion,
sin la modificacién de sus propiedades, manteniendo sin variacién el

microambiente.

Ei agua tiene que estar siempre a disposicién del animal. Esta, al igua! que el
ambiente, esta sujeta a contaminacidn guimica y microbioldgica, por lo tanto,
sélo debera utilizarse agua previamente tratada mediante acidificacion,
cloracién, filtracidn o algan otro método de descontaminacidén, asi como,
conservar ésta condicién, aun cuando durante su consumo pueda ser
contaminada por el animal. Los recipientes deberan ser descontaminados en

condiciones similares al contenido de éstos.

El origen del agua de bebida del bioterio es; ef agua potable sometida a un
proceso de filtracidn, acidificacion, envasado vy esferilizacion, asi estara lista

para el consumo por los animales de laboratorio.

Los bebederos usados en el bicterio son decontaminados y esterilizados
para su reutilizacion, se acomodan en charolas y son llenados con agua
para su esterilizacion. Las tapas (taparroscas con pipeta de acero inoxidable)

se lavan, enjuagan y esterilizan junto con los bebederos.



Las dietas comerciales estan formuladas para satisfacer las necesidades
nutrimentales del animal, asegurando encontrarse libres de contaminacion
quimica o microbiolégica, aunque éstas pueden contaminarse durante el
transporte o almacenamiento, por lo tanto es recomendable que puedan
esterilizarse, sin menoscabo de su concentracidon nutritiva, para asi evitar

riesgo potencial de contaminacion y desnutricion, en los animailes.

La limpieza del matenal se lleva acabo por diferentes procedimientos, en el
caso de los bebederos se realizo de la siguiente manera: se les tira el agua
anterior, se sumergen el una solucidén de agua y detergente alcalino (Extran),
las paredes internas del recipiente se tallan con un escobillén, se enjuagan
para eliminar los residuos de detergente y materia organica, se acomodan en

charolas para ser lenados con agua acidificada para su esterilizacion.

Las tapas (taparroscas con pipeta de acero inoxidable) se sumergen en
solucién de agua y pastillas de clero dejandose remojar por 15 min., después
de este tiempo se talla el interior de la pipeta y las superficies con un cepill,
se enjuagan y se esterilizan junto con los bebederos.

La ropa y botas utiizadas son lavadas con detergente comercial y cloro,

secadas y empaquetada para su esterilizacion.

Las cajas después de su desinfeccion son llenadas con material de cama
para ser empaquetadas y esterilizadas.

Las tapas (rejilias de acero inoxidable} son lavadas y empaguetadas en
papel aluminio para su esterilizaciéon y almacenamiento.

Los microaisladores son lavadeos y empaquetados en bolsas para autoclave

para su esterilizacién.
El alimento es vaciado en bolsas especiales para su esterilizacion y uso

dentro del bioterio.
Todo o que entra en contacto directo con el animal, debera pasar por

alguno de los anteriores métodos de esterilizacion y/o desinfeccion,
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BIBLIOTECA CUCBA

En las unidades de alojamiento para animales de laboratorio, el contar con
buenas practicas de higiene, ayuda a prevenir la transmision de
enfermedades infecciosas ¥y a mantener la salud en general, tanto del
personal como de los animales. Ademés de estos aspectos de higiene que
incluyen la prevencion de enfermedades, estd una importante contribucion al
bienestar animal y al logro de resultados experimentales confiables (Russell,
A 1999).

La efectividad de los procedimientos utiizados en el bioterio los cuales
impiden el ingreso de contaminantes quimicos y microbiologicos que
conforman la barrera de proteccidn, es medida ern proporcion a!
funcionamiento individuai de estos, dade que el empleo de cada uno de elios

es realizadoe de forma independiente.

Es importante aclarar, que adn cuando las probabilidades de contaminacion
se reduzcan, por contar con los requerimientos minimes indispensables v se
utilicen dispositives de desinfeccion, asepsia y esterilizacion, existird la
posibilidad de gue estos no sean llevados a cabo o utilizados de forma
correcta por quien o quienes los usan, 0 que en su defecto existan fallas en
los equipos que pemitan {a introduccidn de agentes quimicos o©

microbiolégicos que favorezcan la contaminacion.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es comprobar que los mecanismos de
desinfeccion y esterilizacion utilizados en estas instalaciones evitan ei
ingreso de contaminacion microbiologia al area de produccién y alojamiento

de animales, y que el uso de los mismos es e correcto.

La transmision de enfermedades puede ser prevenida por altos grados de

limpieza general combinados con un sistema de barsreras fisicas y bioldgicas.
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Las barreras fisicas pueden facilitar el aislamiento de animales dentro de
unidades, las cuales no son directamente accesibles a personas u otros
animales ajenos a dichas unidades. La posibilidad de contaminacién con
microorganismos a partir del acceso de aire, alimento, agua, y personal, etc.,
estad limitado. Las barreras biologicas, admiten la presencia de un nivel de
flora microbiclogica, pero permiten al animal estimular su cuerpo con
mecanismos de defensa para obtener un balance entre el organismo vy el
huésped, mientras que al mismo tiempo previenen y limitan el acceso de
otros microorganismos. La interaccién y relativa efectividad de estos dos
sistemas de control pueden ser descritas por iz buena calidad microbioldgica

del grupo animal (Hansen, K. 2000).

Para mantener y reproducir animales en condiciones libres de [os gérmenes
patdgenos conocidos, no sdlo es necesario contar con las instalaciones, el
equipamiento, el personal capacitado y [os procedimientos operativos, sino
un elemento indispensable, es la verificacién del estado microbiologico de

cada uno de ellos, para asi determinar su eficiencia.

El riesgo de contaminacion esta presente, debido a la actividad realizada
dentro y fuera del bioterio, el ingreso y movimiento de personas, animales,
insumos, etc., actividades que repercuten de forma considerable en el

bienestar animal.



JUSTIFICACION:

En la actualidad los animales de laboratorio son dtiles en diversas areas de
investigacion cientifica donde se utilizan como modelos experimentales, para
ello se requiere animales en dOptimas condiciones que cuenten con una
microflora definida de acuerdo al certificado de salud, que especifica los

microorganismos que no se encuentran presentes en dichos animales.

Por lo tanto, para proporcionar a la investigacion animales confiables que
aseguren el éxito experimental es necesario implementar técnicas de
limpieza y esterilizacion que permitan conservar su buena calidad
microbiologica. El presente estudio contribuira al establecimiento de las
condiciones optimas de alojamiento en las instalaciones donde se mantienen
y reproducen los animales lo que se reflgjara directamente en su salud, asi

como en la validacidn y confiabilidad de ios resultados experimentales.



HIPOTESIS:

La contaminacién en las instalaciones donde se mantienen y reproducen
roedores para investigacion repercute en la calidad experimental, por lo que
la desinfeccion y esterilizacion del ambiente del bioterio permiten mantener la
buena calidad microbioldgica de los animales y por lo tanto 1a confiabiiidad

en los resultados.

o
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OBJETIVO GENERAL.:

Verificar el estado actual de los mecanismos (barreras) que impiden el
ingreso de microorganismos a las instalaciones del Bioterio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas.

OBJETIVOS PARTICULARES:
« Determinar la efectividad de los mecanismos de descontaminacion y
esterilizacion utilizados en estas instalaciones.
s« Promover el buen uso de los recursos de descontaminacidon y
esterilizacion.
« Identificar los sitios vulnerables, por donde puedan ingresar algunos

microorganismos potencialmente patdgenos.
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DISENO EXPERIMENTAL:

El presente trabajo, se realizé en las instalaciones del bioterio de la planta
baja edificio B2 del Instituto de investigaciones Biomédicas (11B) de la UNAM.

Distribucion del bioterio.

Ei bioterio (Figura 2) es considerado una barrera absoluta con un corredor
de distribucion (M), consta de cinco salas de alojamiento de ratones (G, H, |,
J. K}, una sala de produccion de ratén y hamster (L) y una de produccion de
rata (E).

El acceso de personas a los cuartos de alojamiento v produccion (Interior del
Bioterio) se realiza a través de los vestidores (B, C).

El material estéril ingresa por la autoclave (esterilizacion) y el resto pasa por

el transfer, previa descontaminacion en el cuarte de lavado (D).

r @
g T SO S . S :
S NEENT T i L. .
i ;v = T
| R FIGinf 18 sf x! -
i ee eleis o el &
O Autoclave. n Oficina
[ Transfer. Campanas
D Cuarto de lavade % Extraccién .
F Bodega Inyeccion de aire estéril
M Corredor J

Fig. 2. Distribucién del Bioterio planta baja Edif. 2B del 1B/ UNAM
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Dentro del bioterio todos tos cuartos cuentan con inyeccion de aire estéril (E,
G, H, |, J, K}, v la extraccidén se efectia en el pasillo, {3 sala L mantiene los

dispositivos de inyeccion y extraccién, dentro del mismo.

Los animales alojados en éstas instalaciones son considerados libres de
gérmenes patogenos especificos (figura 1}, son mantenidos bajo condiciones
controladas de alojamiento v manejo mediante |la aplicacion de métodos de
higiene y esterilizacion de todo material que pueda estar en contacto con
ellos, por lo tanto considerando la posibilidad del ingreso de contaminantes

por esta via, éstos materiales serdn motivo de monitoreo.

Se determind que las fuentes potenciales de contaminacion son:
+ Alimento.

« Agua de bebida.

+ Bebederos.

« Material de cama.

« Cajas.

« Tapas.

+« Microaistadores.

« Ropa (uniforme, gorro, cubre bocas).
» Botas.

» Guantes.

* Aire acondicionado.

e Campanas de flujo laminar.

¢ Personal.
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Por ser éstas las que se encuentran sometidas a alguno de los procesos de

esterilizacion, asepsia o desinfeccién utilizados en el bioterio y estan en

contacto directo con el animal.

MUESTRA:

Las muestras, fueron tomadas del material y personal que ingresd a las

instalaciones de mantenimiento y produccion, habiendo pasado por algunc

de los sistemas de descontaminacion. Las muestras fueron inoculadas en

medio agar nutritivo para el crecimiento de bacterias aerobias.

Tabla. 7. Limites de Confianza para la Deteccion de infeccion Usande Diferentes Tamafios
de Muestra y Coeficientes de Infeccion.

Sam —]!Estimado Asumido de Infeccion (Y4} ji
ple |1 2 3 4 5 10 15 20 25 30 40 50
Size(
N)®
5 0.05 0.10 C.14 018 [0.23 [041 056 1067 076 |083 710592 1097
10 (040 0.18 0.26 034 (040 (065 Io8C |089 |0ed [657 (099 !
15 [014 0.26 0.37 046 [054 (073 091 1095 1099
20 [cas 033 048 056 [064 [088 |C95 [099
25 o2z 0.40 0.53 064 |072 |083 |oos
36 025 G458 060 071|079 |09 |099
3 {030 0.51 0.66 076 |0.83 |0.97
40 1033 0.55 0.70 080 087 [089
45 | 0.36 0.68 0.75 084 (050 [09%
50 039 0.64 0.78 087 [092 099
80 045 0.70 0.84 091 [095
70 {051 0.76 .88 084 [097
80 1055 0.80 - |ool 096 1098
90 1060 0.84 0.94 087 1099
100 1062 0.87 0.95 098 1099
120|070 0.51 097 0.89
140 1076 0.94 0.99
160 {0.80 056 098
180 [0.84 0.97
208 1087 098
*From ILAR (1976a), Hsu et a./ (1980), and Smal..
N = fog {1- probability of detecting infection)
fog {1- assumed infection rate)

(Modificado de: Committee on Infecticus Diseases of Mice and Rats. 1881 y Wolfensohn, S.

2003}

El tamano de la muestra utilizada en el experimento se determind mediante el

analisis de la probabilidad de riesgo de infeccion por agentes externos.



Tomando en cuenta datos que muestran la prevalencia de algunos agentes
infecciosos en los Estados Unidos (Jacoby, R, 1899), utilizando para esto los
coeficientes de prevalencia y los limites de confianza mostrados en la
siguiente tabla (Committee on Infectious Diseases of Mice and Rats. 1991 y
Wolfensohn, S. 2003): para lo cual asumimos un estimado de infeccion del
25%.

Toma de muestra:

A los materiales esterilizados que ingresan al bioterio por medio de la
autoclave se hara inmediatamenie después de terminado el ciclo de
esterilizacion: bebederos (n=28), agua (n=19), bolsas de alimento (n=20),
cajas (n=15), material de cama (n=18), micro aisladores (n=18), tapas
{n=18), uniforme (n=16), guantes (n=16) y botas (n=20).

Al personal (n=15) que ingreso al Bioterio utilizando los vestidores y el
equipo alli proporcionado para su entrada, debiendo seguir los
procedimientos de descontaminacion recomendados por el manual de
procedimientos para el ingreso de personas nivel de seguridad |y Il del
Bioterio del instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM.

A el aire (20) filtrado que sale de los conductos hacia cada uno de los

cuartos dentro del Bioterio, y al de las campanas de flujo laminar {(n=16).

Figura 3. Cambio de caja de los animales dentro de la campana.
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Preparacion del medio de cultivo.

1. Preparar la cantidad de medic necesaric para la toma de muestras de
acuerdo a las instrucciones de la casa comercial, para posterior mente hacer
el vaciado en condiciones de esterilidad.

2. Las cajas se sellaran con pelicula auto adherente.

Figura 4. Material para la torna de muestra.

Toma de muestra en agua de bebida y bebederos.
Material: Hisopos estériles.

1. Introducir un hisopo al bebedero (tapon y pipeta) y/o al interior del frasco
con agua, segln sea el material del cual se obtendrd la muestra.

2. Inocular la caja.

3. Incubar a 37°C por 24 horas.
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Toma de muestra en alimento.
Material: Hisopos estériles.
Pinzas estériles.
Agua destilada estéril.
1. Al terminar el ciclo de esterilizacion, abrir la bolsa del alimento y con las
pinzas tomar al azar pellets del centro del buito.
2. Tomar una muestra de [a superficie del pellet con el hisopo e inocular una
caja.
3. Incubar a 37°C por 24 horas.

Figura 6. Toma de muestra del alimento.

Toma de muestra en ropa, botas y guantes.
Material: Hisopos esteriles.
Agua destilada estéril.
1. Dentro de la autoclave tomar la muestra destapande el paquete y pasande
el hisopo mojado de agua destilada por |a superficie del material.
2. Inocular las cajas con medio.
3. Incubar a 37°C por 24 horas.



Toma de muestra en cajas, tapas y micro aisladores.
Material: Hisopos estériles.
Agua destilada estéril.

1. 8in sacar el material de la autoclave, pasar el hisopo mojado de agua
destilada estéril por todas las superficies internas de la caja, del micro
aislador o de las tapas, segin la muestra que se desee obtener.

2. Inocular las cajas con medio.

3.  Incubar a 37°C por 24 horas.

Figura 7. Toma de muestra a cajas. Figura 8. Toma de muestra a tapas (rgjillas).

Método para la toma de muestra en aire (campanas y salidas de aire
acondicionado).
Material: Medio de cultivo.

1. Exponer las cajas con medio preparado a las salidas de aire y a las
campanas previamente en uso por al menos 10 min. Posteriormente
exponerlas por aproximadamente 10 min.

2. Incubar a 37°C por 24 horas.



Toma de muestra en material de cama.
Material: Hisopos estériles.
Vaso de precipitado de 250 ml estéril.
Pinzas esteriles.
Agua destitada estéril.

Al terminar el ciclo de esterilizacion y aun dentro de la auteclave y caliente,
abrir el paquete de cajas y tomar una porcidn del material de cama de una
caja e introducirlo al vase de precipitade que contendra de agua destilada
estéril.

Homogenizar.

Tomar una muestra con el hisopo e inocular una caja.

incubar a 37°C por 24 horas.

Figura 8. Toma de muestra a material de cama.

Toma de muestra al personal que ingresa al bioterio.
Material: Hisopos estériles.
Agua destilada estéril.
{as muestras seran tomadas de las palmas de las manos antes de colocarse

tos guantes, se inocularan en cajas de petri con medio de cultivo.
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Fueron utilizados como controles positivo y negativo: agua destilada estérit (-)
y ampolletas de Bacillus termophilus (+), muestreadas en las mismas
condiciones al resto de los materiales.

Figura 10. Control negativo. Figura 11. Control positive

Todas las muestras se incubarcn a 37 °C y fueron revisados a las 24, 48 y 72
horas postericres.

Después del periodo de incubacion se determino crecimiento bacteriano

como: negativo o positivo de cada una de las muestras.



RESULTADOS:

Los resultados obtenidos del muestreo a los materiales utilizados en el
bioteric arrojaron datos importantes respecte a la forma en que se estaba

llevando a cabo los procedimientos de descontaminacion y esterilizacion.

En el caso de los bebederos, inicialmente los datos obtenidos mostraron que
existian aftos indices de contaminacion, el 100% de las muestras dieron
positivo a crecimiento bacteriano (Gréafica. 1) aun después de haber sido
lavados y esterlizados, lo cual indicaba que algunc de los pasos en el
procedimiento de descontaminacién no se estaban realizando de forma
correcta puesto que no se realizaba el tallado de la tapa y pipeta como se
recomendaba; tras la modificacidn del metodo de lavado y descontaminacién
los resultados presentaron una disminucion hasta de un 90% en ios indices

de contaminacion y solo un 10% de crecimiento bacteriano (Grafica.1).
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Grafica 1. Resuitados del muestrec a bebederos, antes y después de la modificacion del
método de lzvado.

Al igual que en el caso de los bebederos las muestras obtenidas de los micro
aisladores presentaron una alta incidencia de contaminacion ef 100%, en este
caso la deficiencia se presento debido a que los micro aisladores eran
puestos a remojar en la misma agua en la que habian estade las cajas, se
sugirid que después del lavado de las cajas el agua fuera reemplazada o en
su caso que los micro aisladores fueran lavados primero, los resultados

fueron una disminucion en la contaminacion de un 80% (Grafica.2).
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Grafica 2. Resuitados del muestreo a micro aisladores, antes y después de la modificacion
del método de lavado.

Los resultados obtenidos del muestrec a tapas y cajas demostraron que
estos estaban libres de contaminacion con 0% de crecimiento bacterianio. En
el material de cama solo se presento un caso de contaminacidén de un total
de18 muestras representando un 5.6% de crecimiento bacteriano, aun con
este resultado se tiene la confianza de que el procedimiento funciona para la

eliminacidén de microorganismos det material de cama (Grafica.3).
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Grafica 3. Resultado del muestreo realizado a tapas, cajas y material de cama.

Fig. 12 muestra de material de cama.

Los resultados del muestreo realizado en el alimento nos permitieron
percatarnos de las fallas en los tiempos de autociaveado del mismo, ya que si
eran recomendados 15min. a 121 C° (Smith, M. 1899) estos no siempre se

cumplian, en ocasiones eran sometidos a esterilizacion solo durante 10 min.



tiempo insuficiente para la eliminacién de microorganismos. Las muestras
tomadas del alimento esterilizado presento un 20% de contaminacidn.

El agua de bebida presento una contaminacion del 5.3% (grafica 4).
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Gréfica 4. Resultado del muestrec a alimento y agua.

Figura12. Muestra de alimento.



Las muestras obtenidas de los conductos de aire acondicionado estéril,
campanas de flujo laminar y material utilizado para ingreso al bioterio como:
uniformes, botas y guantes, presentan que éstos se encueniran libres de
contaminacién, con un 0% de crecimiento bacteriano (grafica 5, 6, 7).
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Grafica 5. Resultados del muestreo a los conductos de inyeccidn de aire esteril.
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Grafica 6. Resuitados del muestreo a ias campanas de flujo laminar.
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Grafica 7. Resultados dei muestreo a la ropa utilizada para ingreso al bioterio
(Guantes, botas y uniforme).
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El resultado del muestreo a personal de ingreso sefiald la existencia de

contaminacion debido a a negligencia.
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Grafica 8. Resultado del muestreo al personal de ingreso al bioteric.

Figura 13. Muestra del persenal.
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DISCUSION:

Es importante contar con apropiadas practicas de descontaminacion y
esterilizacion dentro de! bioterio, las cuales permitiran mantener la salud del
animal de laboratorio y evitaran comprometer la validez de los experimentos.
En las instalaciones del bioterio del liB se proporcionan las condiciones de
alojamiento bajo barreras, que deben ser monitoreadas con frecuencia para
su buen funcionamiento. Sin embargo, antes del establecimiento del sistema
de barreras en el bioterio la aparicion de un brote infeccioso provoco el
sactrificio total de la colonia de roedores. Por tanto el conocer el estado actual
de las condiciones ambientales resulta importante para la deteccion de

posibles focos de infeccion.

Las cepas preservadas en el bioterio al ser adquiridas presentan un
certificade de salud microbioldgica en éb cual se especifica los
microorganismos que no estan presentes en ellas, estos animales son
denominados Libres de Patégenos Especificos o SPF (Fig.1). Algunas de {as
cepas que podemos encontrar en el bioterio son: ratones {L-6, Balb-c, C3H,
CD1, ratones “nock out" y ratas Wistar, las cuales son utilizadas en fas

diversas disciplinas de investigacién del instituto.

La mayoria los procesos de descontaminacion y esterilizacion aplicados a los
insumos empleados en el bioterio resultaron ser efectivos para la eliminacién
de microorganismos tal es el caso de: cajas, uniformes, botas, guantes,
rejillas, aire acondicionado, campanas de flujo laminar, para el caso de agua
y material de cama la contaminacién que presentaron fue minima, esta

probablemente debida a la exposicion con otros materiales.

Al realizar el analisis microbioldgico para determinar la presencia de

microorganismos en bebederos y micro aisladores se encontré que al inicio



del experimento la totalidad de las muestras (8 en ambos casos) presentaron
un 100% de crecimiento bacteriano, por lo que se realizé una modificacién en
el procedimiento de lavado el cual favorecid en un 80% la eliminacion de

contaminacion en micro aisladores y un 90% en bebederos.

De acuerdo con el manual de la UFAW (Smith. 1999), en donde se
establecen los tiempos de esterilizacidon para los materiales utilizados en e!
bioterio, los articulos alimenticios necesitan un tratamiento de 121° C durante
1% min. El personal encargado de esterilizar el alimento consumido en el
bioterio no siempre seguia las especificaciones sefialadas, dando ciclos de
121° C durante 10 min. por lo cual fa contaminacion encontrada fue del 20%,
la recomendacidn hecha al personal encargado del manejo de la autoclave

fue de seguir el procedimiento adecuads.

El bioteric consta de una serie de lineamientos que es necesario seguir en
caso de que se desee hacer uso de las instalaciones para cualquier proposito
tal es el caso de los procedimientos de ingreso de personal nivel de
seguridad | y Il (Tablas 4 y 5), cabe destacar que las muestras que resultaron
positivas provenian de persona! de ingreso que se apegaba al procedimiento
de ingreso de personas Nivel de Seguridad | (los cuales tienen acceso

restringido a los cuartos de produccidn).



CONCLUSIONES:

En el presente trabajo se determind que la mayoria de los procedimientos de
descontaminacion y esterilizacién de los insumos utilizados en el bioterio
resultaron ser efectivos para la eliminacion de los microorganismoes tal es el
caso de: cajas, uniformes, guantes, botas, rejillas, aire acondicicnado,

campana de flujo laminar, agua y material de cama.

Después de los resultados obtenidos de las muestras que presentaron
crecimiento bacteriano la sugerencia en la aplicacion correcta de las

recomendaciones de limpieza derivé en una disminucién de contaminacian.

En cuanto a los sitios que presentaron una mayor disposicion para el ingreso
de microorganismos al interior del bioterio la entrada del personal resulto ser
el mas vulnerable, debido a la negligencia del personal. Se sugiere la
inspeccién constante del sitio para verificar que se realicen de forma correcta

los procedimientos.
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