RIESGOS DERIVADOS DEL TRABAJO CON CULTIVOS
CELULARES

Los cultivos celulares son el resultado del crecimiento “in
vitro” de células obtenidas de organismos pluricelulares.
Tienen la categoria de agentes bioldgicos segun la definicién
recogida en el Articulo 2 del RD 664/97; se refiere en este
caso, tanto a cultivos celulares primarios, como a los de
lineas continuas celulares o cepas celulares bien definidas.

Los cultivos celulares no contaminados generalmente no A6
presentan un riesgo significativo, y aun la inoculacién dérmica origina sélo una
inflamacion local. Sin embargo, estos cultivos pueden contribuir sustancialmente al
riesgo de exposicidén a agentes bioldgicos ya que pueden actuar como la base o
ayudar a la supervivencia y/o la replicacion de agentes oportunistas, o ser origen de
otros riesgos potenciales. Los agentes oportunistas mas caracteristicos son los virus
y entre los otros riesgos pueden citarse la contaminacion por micoplasmas, o
productos celulares que pueden ser moléculas bioldgicamente activas con
propiedades farmacoldgicas, de inmunomodulacién o sensibilizantes.

Evaluacion del riesgo

El nivel de riesgo que presenta el trabajo con cultivos
celulares es variado.

La evaluacién de riesgos de los cultivos celulares de origen
humano o animal se basa en las propiedades intrinsecas del
cultivo celular, incluidas las propiedades posteriores adquiridas
como consecuencia de una modificacidon genética y la posibilidad
de que el cultivo celular pueda ser deliberada o inadvertidamente
contaminado por agentes patégenos.

Por un lado se debe considerar si las cepas o lineas celulares
utilizadas tienen una procedencia lo suficientemente documentada para garantizar y
evitar la problematica asociada con la contaminacién cruzada de la linea celular
original por otro tipo de células. Respecto a los cultivos celulares habrda que
considerar asimismo tanto su origen anatémico como el de la especie, ya que esta
directamente relacionado con su potencial infeccioso por virus u otros agentes
patégenos en humanos. En ningun caso el trabajador que realice los cultivos
celulares podra utilizar sus propias células para el desarrollo “in vitro”. Las células
humanas para cultivo deberan obtenerse solamente de individuos que no tengan
relacion con el trabajo experimental.

Los cultivos celulares de mayor riesgo son los proceden de primates y humanos,
especialmente si derivan de sangre periférica, tejido linfoide y nervioso. Cuando se
sospeche la infeccidn del cultivo celular por un agente patdégeno para el hombre,
dichos cultivos deberan ser manejados en un nivel de contencién adecuado al agente
en cuestion.

Hay un riesgo adicional en el caso de cultivos celulares genéticamente
modificados.

La presencia de agentes contaminantes adventicios, probablemente constituye el
principal peligro asociado a la manipulacidon de cultivos celulares, ya que a menudo
son dificiles de detectar. Los principales contaminantes adventicios son: bacterias,
hongos, parasitos, micoplasmas, virus y priones. Esta contaminacién puede provenir
de las propias células (por ejemplo, animales o tejidos infectados) o bien producirse
en el proceso de manipulacién del cultivo o por el empleo de reactivos bioldgicos
contaminados.



Tabla 1. Cultivos celulares. Riesgos segiin origen y tipo de cultivo.

Especie origen de las células™ Tipos de células o de tejidos™ Tipo de cultivo

Orden creciente de riesgo { Orden creciente de riesgo i Orden creciente de riesgo i

- ) . ; .. . - Cultivo de lineas celulares bien caracteriza-
» Células aviares v células de invertebrados  |Fibroblastos v células epiteliales

das
* Células de mamiferos (ni humanas ni de . ) ) N h .
; Células de la mucosa intestinal Cultivo de lineas celulares continuas
primates)
» Células de primates no humanos Cultivos celulares primarios

Células endoteliales

» Células humanas

Tejido nervioso
(1) Cuanto mayor sea la relacidn genética entre las
células del cultivo y las humanas, mayor es el
riesgo para los humanos, ya que los agentes patd-
genos suelen tener barreras m_- especies especificas. | Células hematopoyéticas
JATENCION!

Algunos organismos contaminantes podrian cruzar
la barrera de las especies habituales (por ejemplo: la
gripe H5N1, la EEB, el SRAS, etc.)

(2) Tomar en consideracion que algunos tipos de cé-
lulas son capaces de inducir tumores,

La eleccion del nivel de contencion, segun el origen del cultivo celular, se muestra
en la siguiente Tabla:

CULTIVO CELULAR CONTENCION

Lineas celulares blen caracterizadas de orlgen humano

o de simios,
MNivel de contencian 2

v empleo de cablna de biloseguridad.

Lineas celulares no humanas nl de slmios blen carac-
terizadas, con bajo riesgo de Infecclén enddgena con
patdgenos humanos.

Lineas celulares o cepas no totalmente caracterizadas | MNivel de contenclon 2 v empleo de cabina
o autentificadas. de bloseguridad.

Células con patégenos enddgenos y células dellbera- | Contenclon aproplada al patégeno.
damente infectadas.

Células sanguineas humanas, células linfoldes, tejido | Contenclén aproplada al rlesgo potencial.
nervioso de orlgen humano o simlo.

Para determinar los niveles de contencion:

; i
Si
y Linea celular
) Si P bien
" Células de caracterizada
origen , y certificada
humano o de
“\_primates :
. / +No
v/ Nivel 2 de contencién
como minimo, con uso de
No CSB tipo IT

Riesgo incrementado por
ificacién genética o
infeccion con patégenos

Si | Si
| Nivel de contencién ‘
dependiente de: ‘

Patégeno
Modificacién genética ‘

Figura 1. Esquema de aplicacion de los niveles de contencion



Riesgos en los procedimientos de cultivos celulares:

En la manipulacion de cultivos celulares deberdan minimizarse todas las tareas que
contribuyan a la formacién de aerosoles o
salpicaduras: trasvases, derrames, pipeteos
continuados y rapidos, .... Las agujas no deberan
utilizarse si existe una alternativa razonable.
Como en todo trabajo con material infeccioso o
potencialmente infeccioso, deberan utilizarse
cabinas de seguridad bioldgica, las cuales estaran
correctamente instaladas y regularmente mantenidas y comprobadas.

Algunos productos celulares pueden ser alergénicos por lo que en estos casos se
requeriran unos estrictos niveles de contencidon primaria y/o proteccion personal de
los trabajadores para prevenir la inhalacion o el contacto con las mucosas.

Contencion:

Cuando hay evidencia o sospecha de la presencia de
e - - patégenos (por ejemplo: Herpesvirus simiae en tejidos de

f"é'ﬂaf simios o VIH en células blancas de sangre periférica), los
cultivos celulares se manipulardan en el nivel de
% = i contencion requerido para el patdgeno en cuestion.

i Todos los procedimientos implicados en la propagacion

de cultivos celulares que estén contaminados deberian

‘ llevarse a cabo como minimo en el nivel de contencién 2,

‘, ! en la realizacidn de las manipulaciones. Cuando se utilice

L sblo un pequefio nimero de células con un bajo riesgo de

infeccidn y no se encuentren en fase proliferativa podra

Nno ser necesaria la cabina de seguridad. Por el contrario,

donde el volumen y nimero de células es alto (proceso a gran escala) o donde el

nivel de exposicion va aumentando por la inevitable produccion de aerosoles, los
niveles de contencién y planes de contingencia deberan ser mas estrictos.

Desinfeccion y desecho de residuos:

Es necesaria la existencia de normas efectivas para la
descontaminacién de todos los materiales utilizados en
relacién con los cultivos celulares y fluidos de desecho.

Los procedimientos de descontaminacién
deberan ser capaces de inactivar virus y otros
agentes contaminantes aun en presencia de
fluidos con una elevada carga de material organico. La
descontaminacidn quimica es por esta causa menos efectiva que la que
se obtiene por calor. El riesgo de infeccion en las sucesivas etapas necesarias para el
tratamiento de los desechos debera ser valorado, tomando las medidas adecuadas en
cada caso. (http://uprl.unizar.es/doc/pressanit.pdf procedimiento para la gestion de

residuos sanitarios)

Conclusiones:

Para el manejo seguro de los cultivos
celulares es necesaria una valoracion
adecuada de los riesgos, una buena

SOLO ES OBLIGATORIO
Moo organizacién del trabajo y la aplicacién
de los principios de las buenas
practicas en el laboratorio.

(http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Fich
eros/301a400/ntp 376.pdf buenas practicas de laboratorio)



http://uprl.unizar.es/doc/pressanit.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/301a400/ntp_376.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/301a400/ntp_376.pdf

Es importante adoptar procedimientos de separacion que prevengan la
transmisién accidental de agentes infecciosos de un cultivo a otro. Para evitar dichas
transmision asi como la contaminacion cruzada entre células, sélo debera
manipularse una linea celular cada vez, utilizando métodos adecuados de
descontaminaciéon, especialmente en las operaciones desarrolladas entre diferentes
tipos de células. Es recomendable que los cultivos celulares que estan infectados se
manipulen al final del periodo de trabajo o preferiblemente en un laboratorio
diferente de los que se reconocen como libres de infeccion.



