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Apéndice 2. RIESGOS DERIVADOS DEL TRABAJO CON CULTIVOS CELULARES

INTRODUCCION

Los cultivos celulares son el resultado del creci-
miento “in vitro” de células obtenidas de organismos
pluricelulares. Tienen la categoria de agentes biol6gi-
cos segun la definicién recogida en el articulo 2 del
Real Decreto 664/1997. En dicha categoria se incluyen
tanto los cultivos celulares primarios como los de li-
neas continuas celulares o cepas celulares bien defini-
das.

Los cultivos celulares no contaminados general-
mente presentan un riesgo bajo; la inoculacién dérmica
solo origina una inflamacién local. Sin embargo, estos
cultivos pueden contribuir sustancialmente al riesgo
de exposicién a otros agentes biolégicos, ya que per-
miten o facilitan la supervivencia y/o la replicacién de
agentes patogenos, o ser origen de otros riesgos poten-
ciales.

Evaluacion de riesgos

La evaluacién de riesgos de los cultivos celulares
de origen humano o animal se basa en las propiedades
intrinsecas del cultivo celular, incluidas las propieda-
des posteriores adquiridas como consecuencia de una
modificacion genética y la posibilidad de que el cultivo
celular pueda ser deliberada o inadvertidamente con-
taminado por agentes patégenos. Ademads, la evalua-
ciéon de riesgos debe tener en cuenta el tipo de
manipulacion.

Las propiedades intrinsecas de los cultivos celula-
res que se deben considerar en la evaluaciéon de riesgos
son: la especie origen de las células, el tipo de células
o los tejidos de procedencia y el tipo de cultivo. Los
cultivos celulares de mayor riesgo son los que proce-

den de primates y de humanos, especialmente si deri-
van de sangre periférica, tejido linfoide y tejido ner-
vioso (ver tabla 1).

En ningtin caso el trabajador que realice los cultivos
celulares podré 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.

En el caso de modificaciones genéticas hay que
tener en cuenta que las células recombinantes pueden
haber aumentado o disminuido su capacidad de cau-
sar dafio a las personas y al medio ambiente, en com-
paracién con sus equivalentes no-recombinantes. La
evaluacién de riesgos de las células recombinantes se
realizara atendiendo al Real Decreto 178/2004, por el
que se aprueba el Reglamento General para el Desarro-
llo y Ejecucién la Ley 9/2003, por la que se establece
el régimen juridico de la utilizacion confinada, libera-
cién voluntaria y comercializacién de organismos mo-
dificados genéticamente.

El primer paso en el proceso de evaluacién consiste
en identificar las propiedades que las células recombi-
nantes han adquirido tras la modificaciéon genética.
Esto incluye la evaluacion de todos los pasos que in-
tervienen en este proceso: propiedades del organismo
receptor (célula huésped), propiedades del organismo
donante, caracteristicas y localizacién del material ge-
nético insertado y el vector (ver apéndice 1 “Organis-
mos modificados genéticamente”).

En el caso de cultivos celulares deliberadamente in-
fectados con patégenos, la determinacion de los peli-
gros potenciales derivados del cultivo celular infectado
requiere un estudio de las propiedades intrinsecas del

Tabla 1. Cultivos celulares. Riesgos segtin 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 \)

Orden creciente de riesgo \2

* Células aviares y células de invertebrados |Fibroblastos y células epiteliales

Cultivo de lineas celulares bien caracteriza-
das

e Células de mamiferos (ni humanas ni de
primates)

Células de la mucosa intestinal

Cultivo de lineas celulares continuas

e Células de primates no humanos

e Células humanas

Células endoteliales

Cultivos celulares primarios

Tejido nervioso

(1) Cuanto mayor sea la relacién genética entre las
células del cultivo y las humanas, mayor es el
riesgo para los humanos, ya que los agentes pat6-

{ATENCION!
Algunos organismos contaminantes podrian cruzar
la barrera de las especies habituales (por ejemplo: la

genos suelen tener barreras de especies especificas. | Células hematopoyéticas

gripe H5N1, la EEB, el SRAS, etc.)

(2) Tomar en consideracién que algunos tipos de cé-
lulas son capaces de inducir tumores.
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agente patogeno. El riesgo biolégico del cultivo celular
infectado dependerd del riesgo biol6gico del patégeno
que lo ha infectado.

La presencia de agentes contaminantes adventicios,
probablemente constituye el principal peligro asociado
a la manipulacion de cultivos celulares, ya que a me-
nudo son dificiles de detectar. Los principales conta-
minantes 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 biol6gicos contaminados.

Finalmente, en la evaluacién de riesgos se deben
tomar en consideracién las condiciones del trabajo y
el tipo de manipulacién (procedimientos y précticas
de trabajo, cantidad, condiciones de cultivo, etc.), y su
incidencia en la posibilidad de exposicion del trabaja-
dor.

A partir de la evaluacién de riesgos se determina-
ran las medidas de confinamiento y las practicas ade-
cuadas para trabajar con el cultivo celular.

Prevencién y control

El trabajo con cultivos celulares implica adoptar
buenas practicas microbiolégicas, para proteger al tra-
bajador, al medio ambiente y al cultivo; entre ellas cabe
destacar las siguientes:

* Seguimiento de buenas practicas, especialmente

aquellas encaminadas a evitar la contaminaciéon
accidental.

Ante la incertidumbre sobre la posible contami-
nacién de los cultivos que se utilizan por pri-
mera vez, se ha de aplicar el principio de
precaucion, de forma que hasta que no se de-
muestre que los cultivos estan libres de bacte-
rias, virus, micoplasma u hongos se han de
manipular siempre dentro de una cabina de se-
guridad biolégica tipo II. Para reducir esta in-
certidumbre y partir de cultivos seguros se
deben cumplir las siguientes condiciones: 1) em-
plear lineas celulares bien caracterizadas o bien
fuentes controladas de células libres de patoge-
nos (SPFE, del inglés: specified pathogen free), 2) el
uso de medios de cultivo libres de patégenos y
3) la implantacién y seguimiento de las medidas
de contencién adecuadas para minimizar poten-
ciales contaminaciones durante la manipulacién
de la muestras o en la manipulacién de las célu-
las (por ejemplo, durante los pasos de realimen-
tacion o de lavado).

Manipular los cultivos celulares procedentes de
fuentes mal definidas en locales con un nivel 2
de contencién; adoptar niveles superiores de
contencién en caso de que sea probable que la
contaminacién se deba a un agente clasificado
en un grupo superior.

Linea celular
bien

Células de
origen
humano o de
primates

caracterizada
y certificada

Nivel 2 de contencion

como minimo, con uso de
CSB tipo II

Riesgo incrementado por
modificacion genética o
infeccién con patdgenos

Nivel de contencion
dependiente de:
Patégeno
Modificacién genética

Figura 1. Esquema de aplicacién de los niveles de contencion.



* Limpiar cualquier derrame del cultivo inmedia-

tamente.

Si se trabaja con mas de una linea celular a la
vez, evitar la contaminacién cruzada. Limpiar y
desinfectar las superficies y ttiles de trabajo
cada vez que se trabaja con lineas distintas.

Si es necesario, llevar a cabo un control de cali-
dad de las células que demuestre la ausencia de
posibles agentes patégenos contaminantes me-
diante, por ejemplo: la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), la deteccion de la transcrip-
tasa inversa, los estudios con microscopia elec-
trénica para la observacién de las particulas
similares a retrovirus, ensayos de infectividad
con cultivos de células sensibles o cultivos celu-
lares indicador.
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A modo de orientacién para la asignacién de los ni-
veles de contencién, y basandose en lo anteriormente
expuesto, en la figura 1 se muestra un diagrama de
flujo cuya aplicacién es funcién de las condiciones es-
pecificas de cada caso y del resultado de una evalua-
cién exhaustiva de los riesgos.
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