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1. Objetivo, Ambito de aplicacidn y responsabilidades

El objetivo del presente Manual de Bioseguridad de la Unidad de Biologia
Celular del Instituto de la Grasa (UBC-IG) es facilitar a los usuarios el procedimiento
mas adecuado para conocer las normas basicas de higiene y bioseguridad en los
laboratorios de cultivos celulares, asi como las normas de uso de dichos laboratorios
y el resto de laboratorios en el conjunto de la UBC-IG. Su aplicacidn permitira llevar a
cabo un buen uso del equipamiento cientifico de infraestructura general por parte
de los usuarios de la UBC-IG, cualquiera que sea su relacién con el 1G-CSIC
(estudiantes, becarios, personal técnico e investigador,...).

La persona responsable del Laboratorio, bajo la supervision de los Jefes de
Departamentos y el Director del Centro, es la encargada del buen funcionamiento de
la Unidad y del cumplimiento de las normas establecidas en el presente documento.
Los usuarios de la UBC-IG, deberan leer y comprender las normas generales de uso
de las infraestructuras del IG y de la UBC-IG en particular, cumpliendo sus
fundamentos. Todo ello en el marco de las actividades que previamente se hayan
concertado con su investigador responsable o tutor.

2. Introduccion de la Unidad

La UBC-IG esta destinada a proporcionar infraestructura y apoyo técnico a la
comunidad cientifica, para facilitar el uso de técnicas de cultivos celulares, técnicas
de analisis celular y molecular (Citometria de Flujo, Western Blot, RT-gPCR) y la
observacion de muestras en microscopia Optica y de fluorescencia. Se encuentra
ubicada en la tercera planta del Instituto de la Grasa (puerta 362) y consta de varios
laboratorios (363-368).

- Cuenta con un nivel de bioseguridad 2 en sus instalaciones, lo que implica
trabajar con microorganismos infecciosos del grupo de riesgo 2. Un agente
bioldgico del grupo 2 es aquel que puede causar una enfermedad en el hombre
y puede suponer un peligro para los trabajadores, siendo poco probable que se
propague a la colectividad y existiendo generalmente profilaxis o tratamiento
eficaz.

- El laboratorio de bioseguridad 2 (UBC-IG) esta fundamentalmente indicado
para el cultivo de células humanas y animales. Si alguien estuviera interesado
en trabajar con bacterias u hongos debera consultar con la persona
responsable de la UBC-IG sobre las condiciones de cultivo.

- La utilizacién de virus y vectores estard restringida. En principio estara
autorizado el uso de vectores que hayan pasado el visto bueno de la persona
responsable de la UBC-IG.

- Con respecto al trabajo de investigacién, recepcidn o transporte de muestras
bioldgicas (sangre, plasma, animales o sus partes, etc.), se habrd de informar
con antelacién al responsable de la UBC-IG para la indicacién de la
documentacién requerida y el protocolo de actuaciéon segun el tipo de
muestra. Todas las muestras biolégicas seran tratadas como potencialmente
infecciosas.



3. Acceso a la UBC-IG, control del personal y vigilancia médica

El acceso a la Unidad de Biologia Celular se encuentra restringido a aquellos

usuarios previamente autorizados y se realiza mediante la tarjeta identificativa y
autorizada del IG-CSIC. Para entrar en la UBC-IG, los usuarios deben acercar la tarjeta
al lector situado por encima del pomo de la puerta, lo que desbloqueard la puerta.

Ningun usuario de la UBC-IG podra utilizar las instalaciones sin haber firmado y
entregado la “hoja de consentimiento informado del usuario” y sin haberse
registrado en la “hoja de Usuarios del Laboratorio de Bioseguridad 2” para lo
cual tendrd que consultar a la persona responsable de la UBC-IG.

Los usuarios de la UBC-IG deben poseer la capacidad funcional para el
desempefio de las tareas que le fueran encomendadas (vigilancia
médica/vacunacion hepatitis B).

Los usuarios de la UBC-IG que vayan a manipular agentes biolégicos del grupo
2 deberan acreditar su formacion en bioseguridad 2 a la persona responsable
de la Unidad.

Las puertas de la UBC-IG se mantendran cerradas. El acceso estara controlado
mediante lector de tarjeta, sélo para personal autorizado. El horario de trabajo
en la UBC-IG es de 9.00-18:00 h. El uso de los equipos de la UBC-IG, quedard
registrado en la pdagina web habilitada para ello. Si no esta habilitada esa
opcién en la pagina web, se registrara en la hoja de usuarios.

4. Normas basicas de la UBC-IG

Todos los usuarios de la UBC-IG deben ser conocedores y cumplir la normativa

basica que se expone a continuacién.

4.1. Normas basicas de proteccion personal

Antes de entrar, lavarse las manos en el lavamanos habilitado en la esclusa
(agua y jabdn/etanol), y antes de salir, el personal se quitara los guantes y se
lavara las manos después de las manipulaciones. El usuario es el responsable
de que al acabar esté todo limpio y en orden.

Es obligatorio utilizar ropa de trabajo especifica en la sala de cultivos. Se usara
en todo momento bata limpia de color verde situada en la esclusa de la UBC-IG
y se dejard en la zona dispuesta para ello, para su uso exclusivo dentro de la
misma (ver seccidn 6 para mas detalle).

Se usaran guantes protectores apropiados (marcado de riesgo biolégico) para
todos los procedimientos que puedan entrafiar contacto con sangre, liquidos
corporales u otros materiales potencialmente infecciosos. Una vez utilizados,
los guantes se retiraran de forma aséptica y a continuacién se lavaran las
manos.

Se usaran gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion cuando
sea necesario proteger los ojos y el rostro de salpicaduras o impactos.

No se usara calzado sin puntera.

Intentar no usar material o recipientes de vidrio para evitar cortes e impactos.



Sustituir por plastico si este estuviera disponible para la misma aplicacion.

Todos los usuarios deben de ser conocedores de los riesgos derivados o que
pueden derivarse del uso particular de agentes quimicos y bioldgicos en la
UBC-IG.

4.2. Normas basicas de la utilizacion de la UBC-IG

En las zonas de trabajo estara prohibido usar el mdvil, comer, beber, aplicar
cosméticos o manipular lentes de contacto, asi como almacenar alimentos o
bebidas de consumo humano o introducir mochilas, abrigos, bolsos, etc.

Todas las manipulaciones con material biolégico se realizaran en las cabinas.
Se evitara el uso de mecheros y acumulacidn de materiales en el interior de las
vitrinas para no romper el flujo laminar. Se evitard tapar la zona taladrada
donde se apoyan los brazos para no romper el flujo frontal de proteccién.

Todos los productos quimicos puros o mezclas deben estar correctamente
etiquetados segun el Instituto Nacional de Seguridad, Salud y Bienestar en el
Trabajo (INSST).

https://www.insst.es/documents/94886/327446/ntp_726.pdf/c85edle7-
€638-46af-ae76-€731419099ad

Todos los procedimientos técnicos se practicardn de manera que se reduzca al
minimo la formacién de aerosoles y goticulas.

El desecho de residuos se debera de realizar en los contenedores apropiados
dispuestos en la UBC-IG (seccidn 5. Gestién de residuos).

Las jeringuillas y agujas hipodérmicas serdn de un solo uso y solo se utilizaran
si son absolutamente necesarias. Durante su utilizacidn, se adoptara especial
atencién para evitar la autoinoculacién y la generacién de aerosoles. Nunca se
separard la aguja de la jeringuilla después de su utilizacion, ni se intentard
reencapsular la aguja, depositandose el bloque aguja-jeringuilla en el
contenedor especifico para punzantes (seccién 5).

Cuando se termine de trabajar en la sala, se recogera todo el material
utilizado, y se limpiaran las superficies con desinfectante (parasafe/virkon y
etanol al 70%) y papel de bobina.

Al finalizar la jornada de trabajo, todos los equipos de las salas de cultivo que
no requieran estar encendidos, deberdn apagarse. Prestar especialmente
atencidn a los bafos termostaticos porque puede quemarse la resistencia, y a
las ldmparas de los microscopios.

Todos los derrames y accidentes se comunicaran de forma inmediata a la
persona responsable de la UBC-IG, y se aplicard el protocolo de actuacién
segun lo establecido la seccién 7.

Cuando se requiera la congelacion o descongelacién de células, consultar antes
a la persona responsable de la UBC-IG. Sera imprescindible la utilizacién de
criotubos y cajas de gran calidad para la congelacion a -196°C. Para solicitar
dicha actividad se comunicard mediante correo electrénico a la responsable de
la unidad (mubeda@ig.csic.es) la peticién de las células y los viales usados, y




cuando se repongan los viales del cultivo habra que proporcionar los datos de
la identificacién de la linea celular, fecha del cultivo, nimero de pase,
concentraciéon celular y la localizaciéon en el tanque de conservacién (varilla,
caja y numero de posiciéon de los viales en la caja), también por correo
electronico. Toda esta informacidn se registrard en el inventario de células
existente en la pagina web de la UBC-IG, que mientras se habilita, quedara
anotado en un archivo de inventario que gestiona la persona responsable.

Todo el material de incubadores y neveras debe estar identificado con nombre,
fecha de pase, fecha de uso, cultivo, etc.

El material fungible debe ser aportado por cada investigador. Ademas, cada
grupo tendrd que aportar sus productos de limpieza (Tabla 1) en botellas o
recipientes debidamente identificados con el nombre del grupo y el producto.
Estos recipientes podran ser almacenados en el armario del fregadero,
haciéndose responsable cada grupo de su reposicion y empleo. De la misma
forma, cada usuario se responsabilizara de la limpieza y recogida del material
empleado, evitando ocupar superficies comunes de trabajo con material que
no se esté usando.

Tabla 1. Productos de limpieza recomendables:

Desinfectante Concentracion Tiempo de Utilizacion
contacto
Etanol 70 % 1 min Superficies, excepto metacrilato

Hipoclorito 0,1 % (1.000 ppm) 10 min Superficies, excepto acero
sadico (lejia) inoxidable

Hipoclorito 1 % (10.000 ppm) 10 min Vertidos o liquidos con carga
sadico (lejia) organica, excepto acero inoxidable

Perasafe ™ 1,62 % (16,2 g/L) 10 min Superficies

Virkon ™ 1% (10 g/L) 10 min Superficies

5. Gestion de residuos

De manera general, la gestién de residuos se realizara acorde al Manual de

Gestidn de Residuos de Laboratorio realizado por el Servicio de Prevencion y Salud
Laboral del CSIC, que esta colgada en la intranet del IG, en la carpeta PRL/, Gestidn
de Residuos/, o en la siguiente direccién:

http://www.ictp.csic.es/ICTP2/sites/default/files/10.Manual%20Residuos.pdf

Los residuos biosanitarios (no cortantes ni punzantes) potencialmente
infecciosos deberan depositarse en los contenedores sefializados como
residuos biosanitarios (contenedor negro con tapa amarilla o negra con la
etiqueta de material infeccioso. Imagen 1.A).

Los objetos cortantes y punzantes potencialmente infecciosos (agujas
hipodérmicas, bisturis, cuchillas, vidrio roto, inyectables, etc.) se desecharan
en recipientes a prueba de perforaciéon dotados de tapaderas (contenedor
redondo amarillo. Imagen 1.B).

Los residuos biosanitarios liquidos se recogeran y se inactivaran con lejiaal 1 %
(Tabla 1). El color es un buen indicador para saber cuando las soluciones han



sido neutralizadas, debiendo tener estas un color blanco o amarillento. Los
residuos biosanitarios liquidos debidamente neutralizados se pueden desechar
por el desaglie, lavando después el fregadero con agua para dejarlo limpio de
salpicaduras de lejia.

- Los residuos sdlidos no cortantes ni punzantes y no contaminados se
depositaran en los contenedores negros sin sefializacion especial (contenedor
asimilables a residuos urbanos. Imagen 1.C).

- Todos los contenedores deberan permanecer con la tapa cerrada en su
ubicacidn correspondiente, evitando la acumulacion de residuos en cualquier
otra drea de la UBC-IG. No llenar los contenedores mas del 80 % de su
capacidad maxima, momento en el que hay que notificar a la persona
responsable de la UBC-IG para su sellado, retirada y reemplazo.

Imagen 1. Contenedores de residuos: A) Biosanitarios no punzantes; B)
Biosanitarios punzantes; C) Asimilables a residuos urbanos (no contaminados).

6. Indicaciones de uso sobre las batas verdes de la UBC-IG

La esclusa de la UBC-IG es el lugar donde se encuentra la ropa de trabajo
especifica de la sala de cultivos (batas verdes) y es donde se ha de realizar el cambio
de ropa, ya que no esta permitido trabajar con las batas blancas en el interior de Ia
UBC-IG.

Las batas limpias sin usar estaran depositadas sobre las baldas de Ia
estanteria de la antesala, con bolsa protectora de plastico. No colocar las batas una
vez usadas en la estanteria de nuevo.

El nuevo usuario cogera una bata limpia de la estanteria, le retirara la bolsa
de proteccién y la desechara (no dejar las bolsas colgadas ni en las estanterias) y
colocara una cinta adhesiva facil de retirar con su nombre en el bolsillo superior de la
bata. En su defecto también se le podra colocar un papel con el nombre sujeto con
una pinza o clip. No escribir el nombre con tinta directamente sobre la bata.

Una vez termine la tarea que vaya a realizar en la unidad, dejara la bata verde
usada colgada de uno de los dos percheros ubicados en la antesala y la volvera a
coger la misma bata para su préximo uso. Su uso es exclusivo de la unidad, asi que
no se saldra de la UBC-IG con la bata verde.



Las batas se lavaran segun el protocolo de limpieza de las batas de
bioseguridad del IG y serd gestionado por la responsable de la UBC-IG. Cuando el
usuario considere que la bata estd sucia (es recomendable que la frecuencia de
lavado sea de 1 vez al mes para los usuarios frecuentes) o finalice su actividad en la
UBC-IG (especialmente el personal temporal o de estancia), revisar que no quede
nada en los bolsillos, retirar la identificacidn, y comunicar a la persona responsable
de la UBC-IG que retire su bata para su limpieza.

7. Normas de actuacion en incidentes y contaminaciones
7.1. Contaminacion de superficies

En caso de derrames se utilizaran los medios de proteccién adecuados a cada
caso: guantes, gafas, etc., y se empleardn los materiales y medios de
descontaminacién recomendados.

En vertidos poco significativos dentro de sistemas de contencién (cabinas,
incubadores, etc.), recoger el vertido con papel de bobina y afiadir desinfectante.

La descontaminacion se realizara de la siguiente forma:

. Recoger el vertido utilizando agentes humectantes/absorbentes (papel de
bobina).

. Rociar la superficie con germicida (Virkon/Perasafe) y dejar actuar tiempo
suficiente (Tabla 1).

. Secar con papel de bobina y volver a rociar con etanol al 70 %.

. Todo el material utilizado en la descontaminacién, se gestionara como residuo
biosanitario.

7.2. Contaminacion de cultivos celulares

Si se contamina un cultivo celular, los usuarios, ademas de eliminar todas las
posibles fuentes de contaminacién que pudieran afectar al resto, deberan de
comunicarlo al responsable de la UBC-IG para que extreme la limpieza de los equipos
afectados y se avise de la posible contaminacidn al resto de grupos que trabajen en
las salas.

A continuacidon se exponen recomendaciones que ayudan a minimizar la
aparicion de las contaminaciones:

. Los propios usuarios son focos de contaminacién, sobre todo a partir de las
manos y boca, por lo que deben estar provistos de elementos de proteccidn
personal durante todo el tiempo de trabajo (bata de uso exclusivo de la UBC-
IG, guantes, etc.). Por lo tanto, una vez que se estd trabajando con el cultivo
celular, no se debe tocar pomos de puertas, superficies externas de la cabina,
teléfonos, rascarse, etc., y siempre es recomendable desinfectarse los guantes
con etanol al 70 % antes de manipular el cultivo. Tampoco es aconsejable
hablar mientras se trabaja en la cabina, ya que se generan aerosoles que
contienen microorganismos. Otra fuente de contaminacién son los accesorios,
por lo que no se debe trabajar con relojes o complementos (anillos, pulseras,
colgantes, bufandas, pafiuelos, etc.), y ademads se debe trabajar con el pelo
recogido si se tiene largo.



Todos los reactivos y medios de cultivo que procedan de un bafo termostatico
y se hayan de introducir en una cabina de flujo laminar, se deben secar
previamente con papel de bobina, y posteriormente, rociarlos con etanol al 70
% con otro papel antes de introducirlos. No utilizar el mismo papel para secar
el aguay el etanol.

Abrir el material de un solo uso Unicamente dentro de la cabina de flujo
laminar. Todo el material y reactivo estériles no deben tocarse nunca con las
mano sin guantes. En caso de duda razonable, desechar el material vy
reemplazarlo por material estéril. Una vez que el material estéril ya ha sido
introducido en una placa de cultivo celular, no volver a tomar medio de cultivo
o solucidn con ella. Es recomendable desecharlo cada vez que ha finalizado su
uso.

Preferentemente se debe trabajar en la parte central de la cabina, evitando
bloquear las rejillas de ventilacion porque se reduce la eficacia del flujo
laminar.

Los movimientos efectuados en el interior de la cabina deben realizarse de
forma suave y ser paralelos a la superficie de trabajo, evitando pasar los brazos
o las manos por encima de cualquier material abierto (placas, tubos, medios),
contengan o no el cultivo celular.

En caso de que sea necesario dejar un tapén de botella o tubo sobre la
superficie de la cabina, se debe dejar siempre hacia arriba y nunca pasar el
brazo por encima de ellos. Lo preferible es ponerlo y quitarlo cada vez
sujetdndolo con la mano.

La parte exterior del frasco o placa que contiene el cultivo celular es estéril en
un principio (cuando introducimos el paquete cerrado en la cabina de flujo
laminar). No obstante, una vez que salen de la cabina para introducirlas en el
incubador, se deben mantener limpias. Los frascos con cultivos celulares se
deben tocar Unicamente con guantes. Cuando se miran los cultivos en el
microscopio éptico, hay que asegurarse de que la platina esté limpia. Del
mismo modo, se debe evitar derramar medio de cultivo o que este entre en
contacto con la tapa o el tapdn, y que los frascos o placas se abran de forma
accidental fuera de la cabina de flujo laminar.

Los usuarios deben evitar generar aerosoles durante todo el procedimiento
experimental.

Para que no se propague una contaminacion, los usuarios deben utilizar
medios y reactivos diferentes para cada tipo celular, no compartir material ni
reactivos con otros usuarios, no trabajar con mdas de una linea celular en la
cabina al mismo tiempo, y no trabajar con un material que se sospeche que no
sea estéril.

Los usuarios retiraran del drea de trabajo del interior de la cabina todo el
material de pldstico utilizado, asi como los residuos bioldgicos a medida que se
vayan generando (cultivos celulares sobrantes, restos de tejido, sangre, etc.)
para evitar su acumulacién y se depositardn en el contenedor de residuos



adecuado. Los usuarios evitaran dejar material sucio dentro del incubador,
bafio termostatico, centrifuga o platina del microscopio.

8. Recomendaciones de uso del equipamiento mas comtinmente utilizado

8.1. Cabinas de flujo laminar

Las cabinas de flujo laminar proporcionan un espacio libre de particulas y

posibles contaminantes (bacterias, levaduras, hongos, etc.) para poder trabajar con
los cultivos celulares en condiciones asépticas. Es recomendable que estén situadas
en zonas libres de corrientes de aire y de paso de otras personas, para evitar
corrientes que puedan introducir posibles contaminantes en las cabinas durante el
tiempo de trabajo.

Encender la cabina de flujo laminar y poner en marcha la luz ultravioleta
durante 15-20 minutos antes de encender el ventilador para la totalidad
esterilidad. La luz UV de las cabinas son UVC germicidas de alta energia, por lo
gue se debe evitar encenderlas con la cabina de flujo abierta. La luz UV deberd
estar apagada cuando la sala esté ocupada, para proteger los ojos y la piel de
exposiciones involuntarias, por ello, cuando la sala esté vacia y se encienda la
[dmpara UV, se debera encender la sefial luminosa colocada en la entrada de
cada uno de los laboratorios de bioseguridad. Al finalizar, deberemos apagar la
sefial luminosa indicando a los usuarios que no existe peligro de radiacién UV.

Después de apagar la luz UV, subir la ventana frontal hasta la posicion de
trabajo (aproximadamente 20 cm) o abrirla, segun el modelo, y encender la
cabina en flujo normal y luz blanca. Es recomendable que la cabina funcione
aproximadamente unos 5 minutos antes del inicio del procedimiento de
trabajo para que la velocidad del flujo se estabilice.

Antes de empezar a trabajar en las cabinas, es necesario limpiar el interior con
el desinfectante apropiado. Se puede utilizar un limpiador de superficie como
virkon o perasafe y/o etanol al 70 % dejandolos actuar durante el tiempo
recomendado (Tabla 1). Nunca utilizar compuestos clorados como la lejia, ya
que producen la oxidacidn de las superficies metdlicas.

Todos los articulos que entren en la cabina, deben tener su superficie
descontaminada con etanol al 70 % y secados con papel de bobina.

No introduciremos ningun tipo de documento escrito dentro de las cabinas.

Durante el trabajo en la cabina de flujo laminar, se seguiran las
recomendaciones y normas basicas expuestas en la seccién 4 de este manual.

Tal y como se expone en la seccidn 4, los derrames de medio o productos a
través de las perforaciones de las planchas de metal de la superficie de trabajo
de las cabinas, deben ser comunicados a la persona responsable de la UBC-IG,
y deberdn ser limpiados por el usuario siguiendo el protocolo de actuacién
(seccion 7), antes de dar por finalizado su trabajo en la cabina. Los derrames
no limpiados son fuente de contaminacion.

Al finalizar el trabajo, se debe retirar todo el material utilizado, dejando la
cabina lo mas vacia posible. Los residuos generados durante el trabajo se



deben desechar de la manera mas adecuada (Ver la gestién de residuos en la
seccion 5). Se debe limpiar la superficie de trabajo con etanol al 70 % y
finalmente, apagar el ventilador de la cabina. Se recomienda encender la luz
UV durante 10 minutos en caso de que la cabina vaya a ser utilizada a
continuacion por otra persona, o para el trabajo con otra linea celular.

8.2. Incubadores de CO,

El incubador de CO, simula las condiciones fisiolégicas dptimas para el
mantenimiento de los cultivos celulares y tejidos, mediante la regulacién de la
temperatura, humedad relativa y concentracion de CO, y O, en su atmdsfera
interior.

Los incubadores de CO, de la UBC-IG suelen estar configurados con los
siguientes valores: temperatura de 37 2C (temperatura fisioldgica de las células),
concentraciéon de CO;, del 5 % (v/v) (para la respiraciéon celular) y una humedad
relativa elevada para evitar la evaporacion del agua del medio de cultivo. Estos
pardmetros pueden variar segun el linaje de cultivo celular con el que se trabaje
(antes de empezar con una linea celular nueva, hay que realizar una busqueda
bibliografica).

En el interior del incubador existe una bandeja con agua destilada autoclavada
y un ventilador que recircula el aire homogéneamente en su interior, manteniendo
asi los parametros de incubacién constantes.

. Los usuarios depositardn los frascos o placas en el interior del incubador
durante el tiempo que dure el procedimiento experimental. Si las placas son
muy pequefias, se recomienda utilizar bandejas (previamente esterilizadas)
para facilitar su depdsito y manipulacion, y evitar derrames.

. La puerta del incubador debe estar abierta el menor tiempo posible para no
desestabilizar las constantes atmosféricas de su interior. Se recomienda no
hablar durante la apertura de la puerta ya que puede ser una posible fuente de
introduccion de microorganismos. También se evitaran abrirlo cuando las
puertas de las salas de cultivos se encuentren abiertas o necesite pasar alguien
cerca (por las corrientes de aire).

. La manipulacién de las placas o frascos se debe realizar con cuidado para evitar
derrames y no pierdan la horizontalidad.

. En caso de derrame accidental sobre una estanteria, se debe proceder segin
las instrucciones de la seccion 7.

o Cuando un cultivo celular se contamine, se retirard inmediatamente del
incubador y se notificara al responsable de la UBC-IG.

. El usuario vigilara que el nivel de agua destilada del incubador sea el adecuado
para mantener la humedad necesaria para el correcto mantenimiento del
cultivo. En el caso de que existiera alguna anomalia, se notificara a Ia
responsable de la unidad. Periddicamente, la responsable de la unidad,
reemplazara el agua del mismo por agua estéril para evitar el sobrecrecimiento
bacteriano (periodicidad mensual).
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8.3. Microscopios opticos

Los microscopios permiten hacer el control morfolégico de las células dentro

del recipiente de cultivo.

Antes de usar y tras la finalizacion de la visualizacion, limpiar los oculares y la
platina con papel y etanol al 70 %, para evitar la diseminacién de
contaminaciones entre usuarios y las células.

Si hay cualquier funcién que se desconozca, no se debe manipular el
microscopio y se debe preguntar al responsable de la UBC-IG.

Cuando la visualizacién del cultivo celular haya terminado, los usuarios
deberdn apagar el microscopio con el fin de evitar que se quede encendido
durante la noche, asegurarse de que se haya dejado limpio y tapar con su
funda para su proteccién y evitar la acumulacién de polvo.

8.4. Baiios termostaticos

Los bafos termostaticos se suelen emplear para atemperar los medios de

cultivos o soluciones a una temperatura de 37 9C, durante el proceso de
descongelacién de cultivos celulares o el proceso de descomplementacidn del suero.

Comprobar el nivel de agua del bafio y en caso necesario, rellenarlo con agua
destilada hasta un nivel adecuado (suelen tener marcas de nivel maximo y
minimo). Nunca encender el bafio sin agua porque la resistencia se puede
sobrecalentar y quemar.

Encender el bafio termostatico a la temperatura deseada y esperar a que
alcance la temperatura (unos 10 minutos para 37 2C).

Una vez finalizado su uso, retirar de su interior todos los tubos, botellas, etc., y
apagarlo para evitar que se evapore todo el agua.

Los bafios se vaciaran y limpiardn periddicamente por la responsable de la
unidad.

8.5. Centrifugas

En la UCB se suelen emplear las centrifugas para sedimentar las células

contenidas en un medio de cultivo bioldgico, asi como para la purificacién de
poblaciones celulares mediante gradientes de densidad.

Introducir el tubo o placa dentro del adaptador del rotor y contrapesarlo con el
mismo volumen en la posicién simétrica del lado opuesto.

Elegir el programa adecuado (velocidad y tiempo de centrifugacién) y poner en
marcha el aparato.

Si se produce la rotura de un tubo dentro de la centrifuga, avisar al
responsable de la UBC-IG, esperar un poco antes de abrirla para evitar respirar
aerosoles. El usuario debera desinfectar la zona manchada con el desinfectante
adecuado (Tabla 1), dejar secar y volver a desinfectar con etanol al 70 %.
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9. Mantenimiento de las salas de cultivo

En ausencia del responsable de la UBC-IG, las tareas de mantenimiento las
realizaran los propios usuarios de las instalaciones, siendo responsables del correcto
uso y cuidado de los equipos.

9.1. Cabina de flujo laminar

Se desmonta la mesa de trabajo de la cabina y se retiran todas las puntas de
plastico y restos de cualquier otro tipo de material que pueda haber en el fondo de
la misma. En caso de que haya sales, primero se limpia la superficie con agua
destilada. A continuacidn se aplica desinfectante adecuado por toda la superficie del
fondo y laterales de la cabina de flujo laminar, prestando especial atencidn a las
esquinas porque son los puntos donde se acumula mas polvo, siendo este un foco de
contaminacion. Después de dejar actuar el producto durante el tiempo necesario, se
retira el exceso del mismo sin aclarar. Por ultimo, se aplica el mismo procedimiento
de limpieza a la mesa de trabajo metdlica (planchas de metal), primero limpiando los
laterales y la parte interior, y una vez montada en la cabina, su parte exterior. Si el
usuario va a trabajar inmediatamente después de la limpieza, se encenderad la luz UV
de la cabina de flujo laminar. Nunca se utilizara lejia para limpiar la cabina de flujo
laminar porque puede producir oxidaciones y dafio en los filtros internos.

9.2. Incubador de CO,

Tanto el responsable de la UBC-IG como los propios usuarios, vigilan que el
nivel de agua del incubador de CO, se mantenga constante y limpia. En caso de que
falte agua, anadir sobre la bandeja agua destilada autoclavada. Se puede afadir
bactericida/fungicida para evitar el crecimiento de bacterias y hongos.

9.3. Bano termostatico

Una vez desenchufado el bafio, se procede al vaciado del agua. Se limpia la
superficie del bafio con un desinfectante adecuado (Tabla 1) y papel de bobina y se
deja secar la superficie metdlica al aire. El usuario se encarga de llenar el bafio
termostdtico con agua destilada. Opcionalmente, se puede afiadir algin producto
antimicrobiano para evitar la proliferacion rapida de microorganismos en el agua. En
ningun caso se anadira lejia al bafio porque provoca la oxidacién de la cubeta y de la
resistencia.

12



