Cultivo de células sin contaminacion

Esterilizacion por aire caliente y otras medidas de control

de la contaminacion en incubadoras de CO,: comparacion desde
el punto de vista del usuario.
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Cultivo de células sin contaminacion

Resumen

Cuando se trabaja con los cultivos de células, la contaminacion es un problema muy extendido.
Para conseguir evitarla, es imprescindible mantener una buena esterilizacion en la técnica de
trabajo y un manejo cuidadoso de los cultivos. Ademas, la incubadora de CO, desempefa
un papel importante, ya que ofrece unas condiciones de crecimiento ideales no solo para los
cultivos de células, sino también para muchos microbios indeseados. Toda buena incubadora
de gasificacion ofrece numerosas prestaciones para evitar la contaminacion. No obstante, para
tomar una decision sensata a la hora de adquirir una incubadora de CO,, no deben considerarse
Unicamente los aspectos técnicos. Mas bien debe compararse y valorar los sistemas en su
totalidad vy, en particular, los conceptos de anticontaminacion. En este caso concreto queda
patente que los sistemas complejos no tienen por qué ser mas seguros que los sencillos.
El equipo debe contribuir a evitar la contaminacion de forma fiable, rapida y sencilla y sin
elevados costes de consumibles.
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Importanciadelcontroldelacontaminacionen

los trabajos con cultivos de células

La contaminacién microbiana causada por bacterias, hongos o virus, representa un riesgo
dificiimente calculable en el trabajo con cultivos de células. A menudo, las impurezas se
descubren a posteriori, ya que no estan necesariamente relacionadas con el crecimiento
excesivo visible de las células cultivadas. Los efectos mas sutiles como la modificacion del
valor del pH esencial de 7,4 para células humanas y células de mamiferos, se derivan de la
privacion de nutrientes importantes y la excrecion de productos metabdlicos microbianos, lo
que supone el deterioro de la proliferacion celular. Las temidas infecciones por micoplasmas
pueden desencadenar cambios en la morfologia de la célula huésped o incluso modificaciones
genéticas, sin ser perceptibles de ninguna otra forma. Asi, en casos extremos, un solo germen
puede frustrar el trabajo de investigacion de semanas 0 meses.

Existen muchas vias de propagacion de la contaminacion. Entre ellas se encuentra el uso de
lineas celulares, medios, sueros u otros reactivos contaminados, y no detectados, por los
gérmenes del aire, equipos insuficientemente desinfectados o incluso por la transmision del
personal de laboratorio. Dado que muchas veces puede ser costoso demostrar la ausencia de
gérmenes, es preciso tomar medidas efectivas para controlar la contaminacion.

Con los importantes avances en el campo de las aplicaciones de cultivos de células sensibles
como, por ejemplo, la ingenieria de tejidos o la terapia regenerativa de células vy tejidos, han
aumentado los requisitos de higiene en las incubadoras de CO,. Actualmente se imponen
estandares muy elevados de perfeccion y fiabilidad de todo el proceso, durante el cual la
incubadora de CO, asume un papel central. En el caso de todos los medicamentos terapéuticos
basados en células como, por ejemplo, la suspensiéon celular de condrocitos autélogos,
utilizada para la reimplantacion en pacientes, se ha demostrado que es un problema que no
sean esterilizables en si. Asi, la Directiva GMP! (Buenas practicas de fabricacion), la Directiva
GCCP? (Buenas practicas en cultivos de células) y la Directiva de la UE sobre la donacion de
células y tejidos® recomiendan, entre otros, emplear articulos estériles de un solo uso o bien
esterilizar los equipos reutilizables cuando se trabaje con células y tejidos humanos. En los
cultivos de células deben garantizarse condiciones de esterilidad durante todo el tiempo que
dure el cultivo. De lo contrario, no solo existe riesgo de propagacion de la contaminacion sino
peligro de infeccidn con riesgo para la vida del paciente.
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Definicidondetérminos:descontaminacion,
desinfeccion, esterilizacion

En primer lugar, deben explicarse los conceptos de uso frecuente: esterilizacion,
descontaminacion y desinfeccion.

Descontaminacién es un término general que describe la eliminacion de contaminantes
peligrosos. La descontaminacion abarca la contaminacion bioldgica, quimica y radioactiva,
pero no permite extraer conclusiones sobre su efectividad.

Ladesinfecciéon desempena un papel crucial en el método de trabajo aséptico del ambito
de la medicina. Se habla de desinfeccion cuando, en un procedimiento de prueba concreto,
se alcanza una reduccion de los gérmenes de cinco potencias de diez, esto es, que de los
100.000 gérmenes iniciales replicables sobrevive uno como maximo.

Poresterilizacion se entiende la eliminacion completa de los microorganismos viables. Dado
que, en la practica, no es posible llevar a cabo una esterilizacion completa al cien por cien,
diferentes farmacopeas establecen de forma unanime que, después de una esterilizacion
efectiva, solo una de un millén de unidades esterilizadas puede contener un germen formador
de colonias. Con esta minima posibilidad residual de que sobreviva un germen, la esterilizacion
resulta mas segura en comparacion con la desinfeccion.

En relacion con el funcionamiento y la comprobacion de la efectividad de los métodos de
desinfecciony esterilizacion®, existen diferentes directivas y normas que se aplican especialmente
en el sector farmacéutico y en el ambito clinico. Las farmacopeas describen los métodos
“clasicos" de esterilizacion mediante calor humedo (autoclave), calor seco (esterilizador por
aire caliente), fumigacion con éxido de etileno y filtracion estéril. La idoneidad de cada método
depende del ambito de aplicacion especifico y requiere su validacion mediante el uso de
determinados gérmenes indicadores.
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Medidas para evitar la contaminacion
mediante incubadoras de CO,

El requisito de ambiente estéril para un cultivo celular vivo dentro de la incubadora de CO,
representa un desafio técnico que no debe subestimarse, ya que las condiciones Optimas de
crecimiento en una incubadora favorecen al mismo tiempo la multiplicacion de microorganismos
no deseados.

En principio, en un concepto de control de contaminacion para una incubadora de CO, deben

observarse los siguientes aspectos criticos:

e |doneidad del interior de la incubadora para la desinfeccion periddica mediante pulverizacion/
limpieza, que representa un método importante y habitual para reducir el nimero total de
gérmenes, es decir, la carga microbiana del sistema de la incubadora de CO,,.

e Contar con un equipo para eliminar completamente los contaminantes potenciales
mediante un procedimiento de esterilizacion sencillo y efectivo, capaz de suprimir el foco de
contaminacion a intervalos regulares 0 segun sea necesario.

e Evitar el uso de estructuras como conductos de aire, ventiladores o bastidores para bandejas
que puedan acumular contaminacion. Su limpieza resulta costosa vy, por ello, deben retirarse
antes de llevar a cabo la esterilizacion.

e Fvitar el agua de condensacion como criadero de gérmenes en la sala de incubacion, ya que
los microbios solo se reproducen en lugares humedos.

e Impedir la transmision de gérmenes por el aire que estan presentes en cierta medida en los
trabajos en salas blancas.

>BINDER |

6



Cultivo de células sin contaminacion

Medidas para evitar la contaminacion
mediante incubadoras de CO,

Los fabricantes de incubadoras de CO, han desarrollado prestaciones muy diferentes con
procesos parcialmente complejos para evitar la contaminacion, y se han adaptado a las
necesidades de las incubadoras de CO,. Al respecto hay que diferenciar entre medidas de
descontaminacion, que pueden llevarse a cabo periédicamente o segun necesidad, y que
requieren la desconexion del equipo durante un tiempo determinado, y prestaciones con las
que se trata de reducir constantemente la probabilidad de contaminacion. En la tabla 1 se
enumeran las medidas y procedimientos relacionados mas habituales.

Proteccion continuada contra la

Descontaminacién segun necesidad

contaminacion

Calor seco a 160 — 180 °C Superficie minimizada sin juntas
Calor seco a 120 - 140 °C Limite de humedad

Calor humedo a 90 — 95 °C Material de superficie bactericida
Fumigacion con perdxido de hidrégeno Filtracion del aire con filtro HEPA
Radiacion UV-C Radiacion UV-C

Tab. 1: medidas y procedimientos para minimizar el riesgo de contaminacion

La esterilizacion por aire caliente a temperaturas entre 160 y 180 °C es el Unico de los
procedimientos anteriormente mencionados que cumple las directivas sobre esterilizacion de
equipos para aplicaciones médicas o farmacéuticas (tab. 2). El programa de esterilizacion de
una incubadora consta de tres fases: calentamiento a la temperatura maxima que se puede
alcanzar en cada parte del interior; tiempo de mantenimiento de la temperatura maxima para
desactivar de manera efectiva el material bioldgico; y fase de enfriamiento a 37 °C, tras la cual
el equipo esta preparado para la siguiente incubacion. En los programas de esterilizacion por
aire caliente de las incubadoras de CO, se ha podido constatar la eliminacion completa de los
gérmenes de prueba anteriormente descritos®.

Diversas normas y farmacopeas recomiendan temperaturas de esterilizacion de 160 a 180 °C,

con un tiempo de mantenimiento de hasta dos horas. Por consiguiente, con dos horas de
accion de aire caliente a 180 °C, se superan todas las normas que existen al respecto.
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Medidas para evitar la contaminacion
mediante incubadoras de CO,

Norma Temperatura T'ef“9° &3
mantenimiento
Farmacopea britanica 160 °C 60 min
Farmacopea europea 160 °C 120 min
160-170 °C 120 min
Farmacopea japonesa 170-180°C 60 min
180-190 °C 30 min
Farmacopea nérdica 180 °C 30 min
Farmacopea estadounidense 170 °C 120 min
American Dental Association 160 °C 120 min
ANSI/AAMI ST50 160 °C 120 min
e L 160 °C 120 min

DIN EN 556 (esterilizacion de productos médicos) .
180 °C 30 min

Tab. 2: normas internacionales para efectuar una esterilizacion por aire caliente

La aplicacion de calor secoa 120 — 140 °C no constituye una esterilizacion conforme a las
normas, pero si consigue una considerable reduccion de los gérmenes. En el caso de las
esporas de Bacillus subtilis var. Niger, se aprecid una reduccion de hasta 106 veces con aire
caliente a 140 °C°.

La desinfeccion concalor humedo a 90 - 95 °C no es comparable, por su efectividad, a una
esterilizacion por vapor en autoclave a 121 °C. A 90 °C se reduce notablemente el nUmero de
gérmenes, aunque no se desactivan por completo muchas esporas resistentes al calor como
Bacillus subtilis y B. stearothermophilus®°.

Perdxido de hidrogeno-(H,0,). Es habitual emplear vapor para descontaminar salas blancas’.
La desinfeccion por H,O, adaptada a incubadoras de CO, requiere, tras su aplicacion,
la desactivacion segura y completa del vapor de H,0O,, corrosivo y citotoxico, por ejemplo
mediante radiacion UV-C.
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Medidas para evitar la contaminacion
mediante incubadoras de CO,

Desinfeccion UV mediante radiacion UV-C a 253,7 nm: estan comprobados los efectos
mutagénicos de la radiacion UV. Sin embargo, la eficacia depende de la radiacion directa,
ya que la profundidad de penetracion es minima y, por ello, solo es apta para el tratamiento
de superficies. Se ha demostrado su efectividad en el tratamiento de agua en sistemas de
humidificacion de incubadoras de CO,°. No obstante, WallhauBer et. al. advierten de una mayor
eficacia de la radiacion UV con valores de humedad relativa del aire > 80 % .

El uso de filtros HEPA (High Efficiency Particulate Airfilter) con un determinado grado de
separacion es un procedimiento reconocido para reducir la concentracion de particulas en salas
blancas y cabinas de bioseguridad. En la incubadora de CO, hay un ventilador que aspira el aire
de la incubadora a través de un filtro HEPA y retiene las particulas de un tamano determinado.
Se ha demostrado una cierta eficacia de las incubadoras de CO, ® como proteccion continua
contra la contaminacion.

A través de la oxidacion, las superficies de cobre liberan iones de metales pesados
bactericidas que impiden el desarrollo de bacterias en lugares humedos. No obstante, los
iones de cobre liberados también son toxicos para las células cultivadas. Una serie de pruebas
demostro la efectividad de las aleaciones de cobre/acero inoxidable sobre gérmenes de prueba
seleccionados &, pero la toxicidad depende directamente del contenido de cobre de la aleacion'.

Limite de humedad: una incubadora de CO, tiene que garantizar, por una parte, una humedad
lo mas alta posible para evitar la evaporacion del medio. Por otra parte, no debe producirse una
condensacion incontrolada en su interior. Esto requiere un limite de humedad en un sistema
de humedad pasivo sobre una superficie de agua abierta, como se da habitualmente en las
incubadoras de CO,. Lo ideal es que el exceso de humedad pueda condensarse en un punto
determinado que resulte facil de controlar. Los microbios no pueden crecer en superficies secas.

Diseno sencillo: cuanto mas complejas sean las estructuras y mayor sea la suma de todas las
superficies del interior, mayor seré el requerimiento de limpieza y el riesgo de contaminacion.
Por ello, minimizar la superficie interior y suprimir las estructuras es una medida muy eficaz para
evitar la contaminacion de manera continuada.
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Seguridad de procesos, efectividad
y costes de los diferentes conceptos
de descontaminacién

Enelambito de las tareas de gestion de la contaminacion, al usuario final le interesa especialmente
la facilidad de uso, la seguridad del proceso, la efectividad y los bajos costes derivados.
A continuacion se analiza la idoneidad de las medidas y procedimientos anteriormente descritos
(tab. 3). Se consideran cuatro conceptos diferentes tipicos del mercado que representan la
maxima dotacion de un tipo de equipo.

Riesgo de contaminacién por

Descont_a,m_lnamon Descontgmmacnon Ventila- | Pozo de Bastidor
periédica continuada ventila- para ban-

dor cién dejas

T180°C|10-12h — no no no

F 90 °C 25h — si no si
T140°C | 12-14h Filtro HEPA sf si sf
H,0, 3 h| Radiacion UV, Cu si si si

Tab. 3: conceptos de control de la contaminacion (T=calor seco, F=calor himedo)

Elconcepto 1 ofrece Unicamente una esterilizacion segura. Diez horas después de presionar
el botdn de inicio del programa de esterilizando, se consigue una incubadora limpia de
microbios y lista para operar, sin ningln organismo extrano. En este concepto se prescinde
conscientemente de otro equipamiento técnico para luchar contra la contaminacion. En su lugar,
se reduce notablemente el riesgo de contaminacion minimizando las superficies y renunciando
a estructuras. La supresion de un ventilador supone menor movimiento del aire en el interior,
lo que disminuye el riesgo de transmision de gérmenes por el aire y, de este modo, hace
innecesario el uso de un filtro de particulas. En este sistema no hay ni muchos consumibles,
piezas de desgaste, ni etapas de descontaminacion complicadas ni de larga duracion. Asi de
comodo resulta trabajar con la incubadora con bajos costes operativos.

Con este concepto, es el cultivo de células lo que tiene prioridad para el usuario, no laincubadora
de CO,. La seguridad es alta, los procesos de trabajo sencillos y los costes operativos bajos.
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Seguridad de procesos, efectividad
y costes de los diferentes conceptos
de descontaminacién

El calor humedo en el concepto 2 requiere, en la practica, un ciclo de mas de 24 horas de
duracion, ademas de, por lo general, la calibracion posterior del sistema sensor de CO,,. El liquido
de condensacion que se origina en el interior al enfriarse el vapor de agua entrana riesgo de
recontaminacion de las superficies tratadas. Por eso, el fabricante recomienda desinfectarlo
después mediante un proceso de pulverizacion/limpieza con un pano esterilizado. El ventilador
y el bastidor para bandejas aumentan el riesgo de contaminacion y las tareas de limpieza.
Este concepto no ofrece una gran seguridad, en su conjunto, y requiere a la vez los tiempos de
inactividad mas largos.

El concepto 3 se basa en un filtro de particulas que filtra continuamente los gérmenes del aire
que entran, presentes en cierta medida por todas partes. Este filtro HEPA "recoge" Unicamente
gérmenes y esporas que deberan eliminarse finalmente a través de un cambio de filtro costoso
en el equipo. De esta forma, los costes aumentan en funcion del grado de minuciosidad del
usuario. Para aplicar la tecnologia HEPA se necesitan ventiladores y pozos de aire que aumentan
el riesgo de contaminacion y el gasto de mantenimiento, ya que estan llenos de recovecos
y son dificiles de limpiar. Segun necesidad, el interior puede descontaminarse con aire caliente
a 140 °C durante 14 horas, pero no puede esterilizarse.

Con este concepto, la seguridad parece elevada porque se filtran los gérmenes que penetran
por el aire. No obstante, esto conlleva la presencia de componentes que favorecen la formacion
de nidos de contaminacion ocultos.
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Seguridad de procesos, efectividad
y costes de los diferentes conceptos
de descontaminacién

En elconcepto 4 se combinan dos procedimientos reconocidos que tienen su origen en la
tecnologia de esterilizacion: descontaminacion por vapor de perdxido de hidrégeno y radiacion
UV. La exposicion a vapor de H,0, es, con tres horas, el método de descontaminacion mas
rapido, ya que no requiere tiempos de calentamiento y refrigeracion. El uso de H,O, ha de
dejarse en manos de trabajadores cualificados, para evitar peligros al personal o en los cultivos
de células. El equipo de radiacion UV necesario para desactivar el perdxido de hidrégeno
corrosivo y citotoxico lleva a cabo, ademas, la descontaminacion periddica de la corriente de
aire, pero conlleva que el interior de la incubadora sea mas complejo y propenso a averias. Este
sistema requiere un ventilador, lo que supone un mayor movimiento del aire y mayor riesgo
de contaminacion por gérmenes en el aire. Los bastidores para bandejas y los pozos de aire
presentan recovecos que ocultan nidos de contaminacion. Por Ultimo, los costes operativos de
los reactivos de H,O, y de las lamparas UV aumentan en funcién de lo cuidadosamente que se
apliquen las medidas para evitar la contaminacion.

Este concepto ofrece los tiempos de inactividad mas cortos junto con un elevado esfuerzo
técnico. La consiguiente elevada complejidad del sistema lo hace propenso a sufrir averias
y Sus costes operativos son los mas elevados si se comparan los 4 conceptos.
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El concepto de BINDER para minimizar
el riesgo de contaminacion

Las incubadoras de CO, ofrecen un concepto concluyente (vease el concepto 1) que garantiza

una desinfeccion periddica, sencillay rapida, y permite una facil autoesterilizacion. Renunciando,

por lo tanto, a consumibles de elevado coste, como el filtro HEPA, las lamparas UV o el perdxido
de oxigeno, se favorece un uso regular a largo plazo. El concepto BINDER convence por la
combinacion de los siguientes elementos:

e Facil desinfeccién rutinaria:la camara interna no presenta juntas, soldaduras, aristas,
cantos, pozos de aire ni estructuras. Por eso se limpia rapidamente y sin esfuerzo con una
desinfeccion de tipo pulverizacion/limpieza.

e Esterilizacion segura: la efectiva rutina de autoesterilizacion por aire caliente a 180 °C
cumple las directivas internacionales para productos médicos. El equipo cuenta incluso con
el moderno sensor de CO, con tecnologia IR precisa que también se esteriliza (nueva serie
CB).

e Minimizacion radical de la superficie: al prescindir de estructuras como bastidores para
bandejas, conductos de aire, ventiladores, filtros HEPA y lamparas UV, se reducen al minimo
las superficies del interior de la incubadora a las que podrian adherirse microbios o esporas.

e Ausencia absoluta de condensacion: el sistema patentado de humidificacion de doble
cubeta genera una elevada humedad y limita al mismo tiempo el punto frio al 95 %. De este
modo, las paredes interiores permanecen secas, incluso en las esquinas.
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Conclusiones finales

En publicaciones recientes'" se ha hecho especial hincapié en el aspecto de la duracién total
de la rutina de descontaminacion y en la necesidad de una descontaminacion continuada.
Sin embargo, desde una perspectiva critica, no deben ignorarse tampoco la duracion real
del proceso ni los costes derivados del reequipamiento de los componentes del proceso de
descontaminacion que requieren mucho mantenimiento, asi como el tiempo de trabajo y la
vulnerabilidad del sistema.

En este texto se han comparado diferentes conceptos anticontaminacion para incubadoras de
CO, desde el punto de vista del usuario. Es imposible evitar la contaminacion al 100 %, pero se
le facilita considerablemente al usuario el buen cuidado del cultivo de células. El equipo debe
ser facil de usar, robusto vy fiable, y ofrecer seguridad a largo plazo. El coste necesario para
conseguir esto depende en gran medida del concepto concluyente para evitar la contaminacion.
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Aviso legal
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