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de incubacion de cultivo celular
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Introduccion a las estufas
de incubacion de cultivo celular

Las estufas de incubacién de cultivo celular estan disefiadas para reproducir de manera artificial in

vitro las condiciones inherentes a la fisiologfa in vivo habitual de los modelos humanos y animales.

El crecimiento celular fuera de un ambiente natural presenta numerosos retos asociados a la exposicidn

a microorganismos que no estan presentes en el estado in vivo. En funcién del tipo de cultivos celulares

manipulados, deberan controlarse cuidadosamente varios pardmetros de funcionamiento en lo que respecta

a la exactitud, la repetibilidad y la flexibilidad en las elecciones de los puntos de control. Entre ellos,

se incluyen el control de temperatura y gas.

Las estufas de incubacion de cultivo celular estan disenadas

para crear y mantener un ambiente controlado y estable;
para ello, regulan la temperatura en un punto de control
habitual de 37 °C 0 a lo largo de un intervalo que va desde la
temperatura ambiente hasta puntos por encima de los 37 °C.
Los gases de la estufa de incubacién suelen incluir el CO,
y el O,.

El CO, se estabiliza en un punto de control preciso para
mantener el pH deseado en el medio de cultivo celular, ya sea
liquido o gel. La concentracion del CO, de la estufa de incubacion
funciona como un tampdn de pH de importancia clave.

Algunos materiales bioldgicos pueden requerir diferentes
niveles de pH.

Las concentraciones deseadas de los puntos de control del
CO, pueden diferir. La mayor parte de los medios contienen un
indicador que ayuda a detectar los cambios que se producen
en el pH.

e Para lograr ambientes Optimos para los cultivos
celulares, hay que incorporar humidificacion para prevenir

la deshidratacion de los medios.

A pesar de que algunas estufas de incubacién cuentan con
sistemas de humidificacién internos con depdsitos de agua
caliente, la mayor parte incluye bandejas humidificadoras
extraibles disefadas para albergar agua destilada estéril que
se evapora para aumentar de manera natural la humedad
relativa en la cdmara.

° Se debe evitar el uso de agua desionizada en la bandeja
humidificadora. Debido a su falta de iones, el agua desionizada
lixiviard los iones del acero inoxidable, lo que ocasionard
corrosion alveolar que puede albergar contaminacion.
El agua desionizada reaccionara con la alta concentracién
de CO, y formara acido carbdnico, que provocard ain mas
corrosion.

TIPOS DE CONTAMINACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

La contaminacién de un cultivo celular in vitro suele deberse
a la introduccidon involuntaria de uno o mas microorganismos
que pueden dafnar o destruir el cultivo celular en curso.
Estos microorganismos pueden ser los siguientes:
e Bacterias (incluidas las bacterias termdfilas)
y micoplasma
e Mohosy levaduras
e Virus

Otros contaminantes pueden ser el polvo, compuestos
orgéanicos volatiles (COV) de los instrumentos o los procesos
adyacentes, contaminantes que pueden generar contaminacion
cruzada de otros cultivos en un ambiente de estufa compartida
y particulas que se encuentran en el ambiente natural.
Independientemente del contaminante o su causa, el empleo
de técnicas de laboratorio prudentes puede ayudar a evitar
la reaparicion de dicha contaminacion.




LA BURBUJA QUE CREA LA ESTUFA DE INCUBACION

A diferencia de los sistemas cerrados, como los sustratos
de fibra hueca, los biorreactores de tanque agitado o de
agitacion por aire, la estufa de incubacién de cultivo celular
habitual es una cdmara acondicionada con una puerta que
se cierra contra una junta blanda. Al cerrarse la puerta,
la estufa crea un ambiente ideal para el proceso del cultivo
celular basado en los pardmetros definidos por el usuario
respecto a los puntos de control relativos a la temperatura,
el CO, y el 0,. La humidificacién se produce mediante una
evaporacion natural del agua de la bandeja humidificadora;
una humedad relativa elevada es suficiente para poner fin a la
deshidratacion, en especial en microplacas con volimenes
pequefnos de medios. Algunas estufas de incubacidn de cultivo
celular utilizan calentadores de inmersién para complementar
el proceso de humidificacion natural.

Sin embargo, cuando se abre la puerta de la estufa, se
pierde la burbuja de acondicionamiento. Acceder al material
de laboratorio de cultivo celular para transportarlo a una cabina
de seguridad bioldgica (CSB) o para realizar otros procesos es
una parte normal del flujo de trabajo del laboratorio. Al abrir
la puerta, se exponen las paredes internas de la estufa, los
estantes, la bandeja de agua humidificadora y los recipientes
de los cultivos a condiciones ambientales con las que se
puede producir contaminacién por mohos, levaduras, hongos
u otros microorganismos como micoplasmas o virus. En un
sentido practico, a menos que se instale la estufa en una
sala blanca, esta exposicidn no puede evitarse. El empleo de
técnicas adecuadas puede reducir esta posibilidad. EL primer
aspecto que debe tenerse en cuenta es entender los sistemas
de incubacidn bésicos y cémo albergan contaminacion.

REQUISITOS PREVIOS RELATIVOS AL DISENO

DE LA ESTUFA DE INCUBACION

El primer paso a la hora de gestionar el problema de
la contaminacién de los cultivos celulares es tener en cuenta
el disefo de la estufa de incubacién y, concretamente,
el interior. Todos los componentes del interior expuestos
a la atmoésfera de humedad alta deben estar hechos
de acero inoxidable de gran calidad y deberédn poderse
retirar facilmente (preferiblemente sin herramientas) para
proceder a su limpieza manual o esterilizacién en autoclave.
Estos componentes son los estantes, los soportes de los
estantes, las cdmaras impelentes, los suelos, las bandejas
humidificadoras, las ruedas del ventilador, las carcasas de los
sensores, las juntas de la puerta interior y cualquier otro

"k

elemento presente en la cdmara durante el cultivo celular.
Las sondas de control suelen estar protegidas con carcasas
de acero inoxidable. Deben limpiarse segun las instrucciones
de los fabricantes.

Los componentes fabricados con acero inoxidable enriquecido
en cobre o complementado con cobre tienen propiedades
germicidas inherentes de resistencia a los microorganismos
transportados por el aire introducidos en la cadmara durante
la apertura de la puerta. Dichos materiales se consideran
elementos de control de la contaminacién «pasivos», puesto
que los microorganismos son incapaces de mantener
el crecimiento en estas superficies.
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Hay muchos factores que deben tenerse en cuenta a la hora de determinar la ubicacion permanente de la estufa

de incubacién de cultivo celular. Es conveniente ubicar la unidad en un lugar donde pase poca gente y donde

la perturbacion del aire tenga escasa trascendencia. Esto reduce la volatilidad del aire exterior que entra en

la estufa durante la apertura de la puerta. Evite instalar la estufa cerca de ventanas, aires acondicionados,

sistemas de climatizacion de techo o suelo y tomas de aire de retorno, ya que son fuentes de contaminacion

del aire.

Es importante tener en cuenta la funciéon de la cabina
de seguridad bioldgica al planificar la mitigacién de la
contaminacion de la estufa.

Si es factible, ubique la estufa lo mas cerca posible de la cabina
de seguridad bioldgica (CSB). Esto limitard la exposicion
cuando se retiren o se vuelvan a colocar los cultivos celulares
para proceder a su procesamiento.

El uso inadecuado de la CSB, la altura incorrecta del marco
de laventana, la obstruccién de las ranuras de aire descendente
y el uso de instrumentos o equipos en la superficie de trabajo
de la CSB pueden crear vias para que los contaminantes se
adhieran al material de laboratorio de cultivo celular cuando
se trabaja en la campana. Estos contaminantes vuelven luego
a la estufa, donde pueden trasladarse a otros cultivos mediante
contaminacion cruzada o a las superficies internas expuestas
a la atmdsfera acondicionada ideal para el crecimiento celular.
A pesar de que las CSB cuentan con filtros HEPA disenados
para atrapar particulas de 0,3 micras (0,12 micras en el caso
de los filtros ULPA), los virus de menor tamafo pueden pasar
con facilidad a través de estas barreras. Aunque el laboratorio
de cultivo celular suele estar bajo presion positiva, la presién
puede convertirse en presion neutra o incluso negativa cuando
se utiliza una CSB, especialmente cuando dicha CSB tiene una
transicion de escape conectada al filtro de escape o sobre este.

Otros equipos de laboratorio, como las centrifugadoras,
los agitadores y los mezcladores o los lectores de placas
robéticos, pueden empeorar el aire del ambiente que, de no
estar presentes dichos equipos, estaria en calma, ya que se
crean aerosoles que se transportan facilmente por el aire.

Es importante establecer espacios libres al lado y detras
de la estufa, ya que este espacio es necesario para facilitar
el acceso a los tubos de suministro de gas, los filtros de los
tubos, los puertos de entrada de gas, los puertos de pasoy los
tapones ciegos y cualquier componente del interior, como
motores de ventiladores, ventiladores o sensores que deban
retirarse para proceder a su mantenimiento.

La mayor parte de los cilindros de CO,, por ejemplo, contienen
un suministro de CO, de calidad industrial en forma liquida
en los que el gas de CO, se evapora y se mueve a través del
regulador de presion de dos etapas como un gas. Sale del
regulador a una presion de unos 20 PSIG, suficiente para
impedir la introduccién de contaminantes en el sistema de gas.
No obstante, el CO, por si mismo suele contener particulas
microscopicas que pueden proporcionar superficies para
los contaminantes. Por tanto, se recomienda que los tubos
de suministro de CO, definitivos cuenten con un filtro HEPA
de 0,3 micras antes de que este pase a la estufa.

pecbi




Los lugares donde pasa mucha gente no son adecuados

para la unidad.

* Coloque la estufa en una sala blanca o en un lugar
donde entren pocas personas.

 Elija una sala blanca que sea segura o un lugar donde
haya el menor niimero posible de personas.

Coloque la unidad lo mas elevada posible.

* Puesto que, cuanto mas arriba, menos bacterias
hay en el aire, la estufa debe colocarse en una mesa
de laboratorio o en un soporte especial.

* Sise apilan dos o tres unidades una encima de la otra,
use una base rodante especial para ese propdsito.

Coléquela en un lugar donde no entre directamente

en contacto con el aire exterior.

 Evite ubicar la unidad en un lugar en el que entre
en contacto directamente con el aire de una ventana,
puerta o ventilacion de aire acondicionado o calefaccién.




Metodos de limpieza y descontaminacion

La mayoria de los fabricantes de estufas de incubaciéon recomiendan usar una solucién de etanol al 70 %
y realizar una limpieza manual antes de la puesta en marcha inicial y después periédicamente. La solucién

de etanol al 70 % se diluye intencionalmente para que el etanol tenga tiempo de eliminar el contaminante antes

de que se evapore dicho etanol.

iPor qué es mejor el etanol al 70 % que el etanol al 100 %
para la inhibicién bacteriana? El etanol al 100 % coagula
y deshidrata las proteinas tan rapido que se forma una capa
de proteinas desnaturalizadas relativamente impermeables en
las partes externas de las células bacterianas (dentroy debajo
de la pared celular), y esto impide una mayor difusién del
alcohol en las células. Asi se protege el nucleo de las células
frente a la desnaturalizacion.

Con el etanol al 70 %, el proceso es mas lento y el alcohol
logra difundirse a través de las proteinas desnaturalizadas
de las células. Ademés de la limpieza manual convencional
con etanol al 70 %, la estufa de incubacién puede disponer de
un ciclo de esterilizacién, como un sistema de temperatura
elevada (180 °C) o un sistema de peréxido de hidrégeno (H,0,)
vaporizado. El ciclo debe efectuarse antes del primer uso.

Si deben cumplirse criterios de puesta en servicio y practicas
recomendadas de fabricacidn (cGMP), todos los esfuerzos
de control de la contaminacién deben cumplir con las practicas
Optimas y el protocolo de las instalaciones previamente
aprobados.

SUPERFICIE DE LOS
INSTRUMENTOS Y LOS EQUIPOS

Los agitadores, los rodillos de frascos para células, los
agitadores magnéticos y otros dispositivos se utilizan
frecuentemente en las estufas de incubacién de cultivo celular.
Estos aparatos no deben tener ningln contaminante antes
de colocarlos en la estufa.

Los recipientes de cultivo celular suelen ser frascos con tapas
de ventilacién o sin ella, placas de Petri, frascos rotativos
y placas con varios pocillos.

Por lo general, se envasan previamente y se esterilizan por
radiacion gamma antes de proceder a su envio. Solo deben
abrirse en una cabina de seguridad bioldgica para preservar
la integridad de la esterilizacion.

Los articulos de laboratorio que vuelven de una sala central de
esterilizacién deben considerarse una fuente de contaminacion
si se exponen al aire ambiente durante el traslado del carro
y el almacenamiento en los estantes.

RESUMEN DE LAS FUENTES
DE CONTAMINACION

Los puntos de contaminacién que se mencionan

a continuacion deben incluirse en un programa

periddico de limpieza in situ o bien de retirada
y limpieza manual o mediante autoclave.

INTERIOR DE LA ESTUFA DE INCUBACION

Paredes

Techo

Suelo

Esquinas de la cdmara

Conductos y cdAmaras impelentes

Bandeja humidificadora

Carcasa de la ldmpara UV (si esta equipada)
Sonda de control de temperatura y carcasa

de la sonda

Cable de la sonda hasta el panel de control

CABINA DE LA ESTUFA DE INCUBACION

Superficies de las lenglietas y las juntas de la puerta
interior

Cierre de la puerta interior

Vidrio de la puerta interior

Bisagras y cierres de la puerta interior

Puntos frios donde puede acumularse la
condensacion debido a un aislamiento insuficiente
de la cabina

SISTEMA DE GAS

Sensor de CO, u O,

Carcasa del sensor y conectores

Tubos de inyeccion que van desde las valvulas
de control solenoides

Bomba de aire

Filtros y carcasas

Ventilador, eje y sello




Cuidado basico de las estufas
de incubacion de cultivo celular

Pongase siempre guantes antes de limpiar la unidad. Materiales necesarios
Como regla basica, no limpie la estufa con las manos desnudas. ¢ Guantes de goma
Asegurese de usar guantes de goma. e Etanolal 70 %

* Pafo/papel no tejido estéril

%

Apague la unidad. P

PASO 2

Retire los componentes internos. Limpiar los componentes internos

Retire los componentes en el orden correcto. Siga el procedimiento de limpieza

) correcto.
Ventilador

1 Retire los estantes. (bajo la cubierta

2 Retire la cubierta de la bandeja humidificadora G 1
y saque la bandeja.

3 Retire el conducto trasero.

4 Retire el ventilador.

5 Retire el tapdn del puerto
de acceso.

Lave con un detergente neutro
(jabon).

2 Enjuague bien con agua destilada.
3 Limpie con un pano/papel

no tejido estéril.

Tapon del puerto
de acceso

Lampara UV
(bajo el conducto)

Conducto trasero

Bandeja humidificadora
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Cuidado basico de las estufas

de incubacion de cultivo celular

PASO 4

Pulverice alcohol desinfectante
dentro de la unidad y limpiela
(etanol al 70 %).

No rocie el etanol al 70 %
directamente en los orificios

del sensor. Limpielos Gnicamente
con un pano/papel no tejido estéril
rociado con etanol al 70 %.

Orificios
del sensor

PASO 5

Desinfecte todas las superficies internas, los componentes internos,
los estantes y la bandeja de agua con etanol al 70 %.

PASO 6

Mientras limpia, aseglrese de esparcir el etanol para desinfectar todos
los rincones de la junta de la puerta interior y eliminar correctamente
las manchas.

Si la estufa funciona sin la junta de la puerta interior, el aire humidificado
se filtrard y causara condensacion entre la unidad y la puerta exterior.
Después de limpiarla, confirme que la junta de la puerta interior esta
bien colocada y no tiene pliegues.

Ajuste la forma de la junta de la puerta interior después de limpiarla.
Ajuste la forma de la junta de la puerta interior deslizando los dedos
en cada esquina en la direccién de las flechas. Concretamente,

inserte los dedos por detras de la aleta de la junta de la puerta
interior y deslicelos.

La junta de la puerta interior es importante para mantener la humedad

de la cAmara. Si la estufa funciona sin la junta de la puerta interior, el aire
humidificado se filtrard y causara condensacion entre la unidad y la puerta
exterior. Después de limpiarla, confirme que la junta de la puerta interior

esta bien colocada y no tiene pliegues. Si la junta de la puerta interior

no estd ajustada, revise la parte traseray ajuste la forma de la junta

de la puerta interior.




PASO 7

Sustituya los componentes internos.

Sustituya los componentes en el orden inverso
al del [PASO 2] y vierta agua destilada esterilizada
en la bandeja humidificadora.

1 Sustituya el tapon del puerto de acceso.

2 Sustituya el ventilador; compruebe si gira
con suavidad girandolo con la mano.

3 Sustituya el conducto trasero.

4 Sustituya la cubierta de la bandeja humidificadora
y coléquela en la bandeja.

5 Sustituya los estantes.

PASO 8

Deje secar con la puerta entreabierta.

Antes de volver a encender (es decir, reiniciar) la unidad, deje que
el interior se seque y compruebe que no quede olor a alcohol.

Si enciende la unidad mientras aun estd himeda por dentro,

los sensores de 0,y CO, pueden sufrir danos.

PASO 9

Si se utiliza una unidad equipada con funcién de esterilizacion

de calor dual o de descontaminacién de H,0, (perdxido de hidrégeno),
la prevencion de la contaminacion (contaminacion bacteriana) serd mas
eficaz si se realiza el procedimiento de esterilizacién/descontaminacion
antes del uso.

Estufa de CO, IncuSafe con esterilizacion de calor dual: ‘
Serie MCO-170AICD

—
Estufa de CO, IncuSafe con descontaminacion de H,0,: .
MCO-170AICUVH, MCO-230AICUVH

MCO-50AICUVH, MCO-50MUVH
MCO0-170MUVH

DUAL
HEAT

sterilisation decontamination
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Cuidado basico de las estufas
de incubacion de cultivo celular

PRECAUCIONES DE LIMPIEZA

Acostimbrese a limpiar cuidadosamente.

» Aseglrese de usar guantes para evitar cortarse las
manos con el componente interno.

« No utilice limpiadores o desinfectantes acidos,
alcalinos o a base de cloro.

PUNTO IMPORTANTE
No limpie con la misma parte del paiio no tejido
estéril mas de una vez.

Si limpia otra zona con la misma porcién de la tela,
esparcira las bacterias.
No olvide limpiar la junta y el interior de la puerta.

LIMPIEZA DEL AGUA DE HUMIDIFICACION

Cuando reponga el agua, limpie también la bandeja.
Lleve esto a cabo al menos una vez cada dos semanas.

» Retire la bandeja de la unidad.

« Lavela con detergente neutro antes de pasar el pano.

» Rociela con etanol al 70 % y pase el pano.

e Llene la bandeja humidificadora con agua destilada
estéril (preferiblemente precalentada a 37 °C).

PUNTO IMPORTANTE

No utilice agua ultrapura, agua corriente, agua
desionizada o agua purificada por 6smosis inversa,
ya que no son adecuadas para las estufas.

No anada productos quimicos a la bandeja
humidificadora.

12




Consejos para las estufas propensas

a contaminarse

CONSEJOS PARA REDUCIR LA CONTAMINACION

« Sustituya con mas frecuencia el agua de limpieza
y humidificacion.

« Rocie Biocidal ZF en el interior de la cdmara una vez
por semana.

Sustitucion del agua de humidificacion
Frecuencia recomendada: Una vez cada dos semanas
(dependiendo de la frecuencia y el entorno de uso)

1 Retire la bandeja humidificadora de la estufa.

2 Lave la bandeja humidificadora con detergente neutro,
enjuaguela bien con agua destilada y limpiela con un
papel/pafio no tejido estéril.

3 Rocie etanol en la bandeja humidificadora y limpiela
a fondo.

4 Coloque la bandeja bajo su cubierta y vierta agua
destilada estéril (preferiblemente precalentada a 37 °C)
en ella.

s N
PUNTO IMPORTANTE
No reponga el agua de humidificacion. La zona
de la bandeja humidificadora es una via de
aire importante que es propensa a acumular
polvo y suciedad que la esterilizacion por UV

no puede eliminar.
. Y,

Eluso del desinfectante biodegradable Biocidal
ZF en spray en las estufas ayudara a proteger
los cultivos contra las bacterias, los hongos

y los virus encapsulados.

No volatil:

Los ingredientes microbiocidas activos del Biocidal
ZF no son volatiles. Protegen los cultivos celulares
de la contaminacion microbiana y no los invaden por
via aérea. Asi, los cultivos celulares estan protegidos
contra la contaminacion y el propio desinfectante.

CONSEJOS PARA REDUCIR EL RIESGO DE CONTAMINACION

« Coloque la estufa en una sala blanca o en un sitio donde
haya poca gente.

e Instale la estufa a cierta distancia sobre el nivel
del suelo (cuanto mas alto, menos bacterias flotantes
se encuentran). Use una base rodante para facilitar
la limpieza alrededor y debajo de las estufas.

« Instale la estufa en un area donde no entren corrientes
de aire al abrir y cerrar las puertas de la estufa. Tenga
cuidado con el polvo del aire y la direccion del flujo
del aire acondicionado.

e Asegulrese de que no haya condensacion dentro de
la cdmara.

Mantenga siempre el interior de la estufa limpio y libre
de medios de cultivos o agua y huellas dactilares.
Debe limpiarse de inmediato si se derraman o se
extienden (si la superficie de la aleacién de cobre tiene
una pelicula o materia extrana espumosa pegada, se
perdera el efecto de la esterilizacion).

Conserve y manipule siempre los recipientes de cultivo
con técnicas asépticas. Se recomienda limpiar el fondo
y el contorno de los recipientes de cultivo con etanol para
su esterilizacion cuando se introduzcan en la estufa o se
saquen de ella.

Reduzca la frecuencia de apertura y cierre de la puerta.
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Medidas en caso de contaminacion UV

SafeCell

Acostimbrese a limpiar cuidadosamente.

» Aseglrese de usar guantes para evitar cortarse
las manos con el componente interno.

« No utilice limpiadores o desinfectantes acidos,
alcalinos o a base de cloro.

Materiales necesarios

Guantes de goma
Etanol al 70 %
Pafnio/papel no tejido estéril

DESCONTAMINACION UV DE 24 HORAS

PASO 1

Apague la unidad.

PASO 2

Retire los componentes internos.
Retire los componentes en el orden correcto.

1 Retire los estantes.

2 Retire la cubierta de la bandeja humidificadora
y saque la bandeja.

3 Retire el conducto trasero.

Retire el ventilador.

5 Retire el tapdn del puerto de acceso.

~

PASO 3

Limpiar los componentes internos
Siga el procedimiento de limpieza correcto.
1 Lave con un detergente neutro (jabén).

2 Enjuague bien con agua destilada.
3 Limpie con un paiio/papel no tejido estéril.

14

PASO 4

Rocie etanol al 70 % dentro de la unidad y limpiela.

PASO 5

Desinfecte todas las superficies internas,
los componentes internos, los estantes y la bandeja
de agua con etanol al 70 %.
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CONSULTE LAS PAGINAS 9/10 PARA

OBTENER MAS INFORMACION SOBRE
LOS PASOS 1 A5




PASO 6

Encienda la unidad y (active la lLampara UV durante
24 horas).

Una vez que haya retirado los componentes

internos y la cubierta de la ldmpara UV, lleve a cabo

la esterilizacién UV durante 24 horas. No es necesario
limpiar el interior con alcohol después.

PASO 7

Sustituya los componentes internos.

Sustituya los componentes en el orden

inverso al del [PASO 2] y vierta agua destilada
esterilizada en la bandeja humidificadora.
Antes de sustituir todos los componentes,
compruebe si el ventilador gira correctamente,
girandolo con la mano.

Estufas de incubacion de CO, IncuSafe de PHCbi
con lampara UV Safecell:

MCO-50AICUV, MCO-50AICUVH,
MCO-170AICUV, MCO-170AICUVH,
MCO-170ACUV, MCO-230AICUYV,
MCO-230AICUVH

PASO 8

Deje secar con la puerta entreabierta.

Antes de volver a encender (es decir, reiniciar)

la unidad, deje que el interior se seque y compruebe
que no quede olor a alcohol.

Si enciende la unidad mientras aln esta humeda por

dentro, los sensores de 0, y CO, pueden sufrir dafos.

Estufa de incubacion multigas de PHCbi con lLampara
UV Safecell:

MCO-50MUV, MCO-50MUVH,

MCO-170MUV, MCO-170MUVH
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Activacion de la lampara UV durante 24 horas

Si la camara ha sido contaminada por suciedad o porque se ha derramado el medio, use el siguiente procedimiento para
descontaminarla; debe encender la ldmpara UV durante 24 horas.

1. Retire todos los accesorios de la cdmara, incluidas
las bandejas, la cubierta del ventilador, el conducto,
el ventilador, la bandeja humidificadora y la cubierta
de esta. Desinfecte todos los accesorios en un
autoclave o con alcohol.

2. Limpie el interior de la cdmara con alcohol.

3. Establezca la densidad de CO, al 0 %.
Vaya a la pantalla Stand-by-Setting (Menu > Set)
e introduzca 0 % en CO, density. Pulse «Apply»
para guardar los valores introducidos.

B Stand-by Setting
Temperature ;

37.0 ks

COz Density :

High Limit

4. Vaya a la pantalla Tools #1 (Menu > Tools#1).
Pulse «UV Setting» para ver la pantalla de ajuste
de los rayos UV.

M Tools #1

Temp./Gas Alarm Alarm
Calibration Setting #1 Setting #2

STD Gas
Setting

STD Gas
Calibration

UV Setting

5. Configure UV 24h Mode en ON y pulse «Apply».

B UV Setting

UV Timer

. '10 min

UV Life : m o

LV Timer Ext. : m

U 24h Mode :

Frequency

6. La ldampara UV se encendera de forma continua
durante 24 horas. En la pantalla de estado
de la ldmpara UV se muestra «UV 24h Mode ON».

Notas:

e El modo UV de 24 horas puede activar la alarma
automatica de temperatura establecida debido

al aumento de la temperatura de la cdmara.

e Si la puerta exterior se abre cuando la ldmpara UV
estad encendida, la ldmpara UV se apaga y el modo
UV de 24 horas se cancela. Repita los procedimientos
del 4 al 6 para reiniciar el modo UV de 24 horas.

7. Después de 24 horas, la ldmpara UV se apaga
automaticamente. Vuelva a instalar todos
los accesorios retirados en el procedimiento 1.

pHcbi
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Activacion de la ldmpara UV durante 24 horas

Si la cdmara ha sido contaminada por suciedad o porque se ha derramado el medio, use el siguiente procedimiento para
descontaminarla; debe encender la ldmpara UV durante 24 horas.

1. Retire todos los elementos internos de la camara 6. Utilice las teclas arriba/abajo para cambiar el ajuste
(gradillas, cubierta del ventilador, conducto, del modo de iluminacion UV 24h a ON y pulse ENTER.
ventilador, bandeja humidificadora y cubierta de esta).

Desinfecte todos los accesorios en un autoclave LlLI Eq-I'| FIE":IE 'St = I"t

o con alcohol.
2. Limpie el interior de la cdmara con alcohol.

3. Establezca la densidad de CO, al 0 %.

Set Ualue
FTemperature
COz OM-0FF

7. Pulse la tecla MENU para ir a la pantalla de inicio.
La ldmpara UV se encendera de forma continua

CO0z Setting
Ouvertemp

durante 24 horas.

Notas:
e El modo UV de 24 horas puede activar la alarma

4. En la pantalla de inicio, pulse MENU. El lado izquierdo automatica de temperatura establecida debido
de la pantalla cambiara a la pantalla del mend. al aumento de la temperatura de la cdmara.

— Mueva el cursor a Alarms & Controls con las teclas e Si la puerta exterior se abre cuando la ldmpara UV
arriba/abajo y pulse ENTER. esta encendida, la ldmpara UV se apaga y el modo

— Mueva el cursor a UV Setting con las teclas UV de 24 horas se cancela. Vuelva a realizar
arriba/abajo y pulse ENTER. los procedimientos del paso 4 para reiniciar el modo

UV de 24 horas.
) Setting
) Lighting Time 8. Después de 24 horas,
) Life Counter la ldmpara UV se apaga

automaticamente.
Vuelva a instalar todos

Auto-Extended Time
"L"-u-l Eq'l-l FI':"jE '31: =] Ft los accesorios retirados

en el procedimiento 1.

5. Mueva el cursor a UV 24h Mode Start con las teclas
arriba/abajo y pulse ENTER.
El lado derecho de la pantalla cambiara a la pantalla
de ajustes de UV 24h Mode Start, se visualizara
el ajuste actual (OFF).



No es necesario retirar las piezas internas ni la ldmpara UV

No se transfiere calor cuando estan apiladas

No utiliza un calefactor, asi que conserva la energia

Tiempo de preparacion: 10-15 minutos

1. Retire todos los componentes internos.
2. Limpie el interior de la estufa de incubacion.

3. Vuelva a colocar los componentes internos
en las localizaciones especificas para realizar
la descontaminacion in situ.

4. Configure el generador de H,0, (MCO-HP)*.
*Accesorio opcional. Se necesita el reactivo de H,0,
para este proceso.

Tiempo de descontaminacion:
aprox. 135 minutos

La descontaminacion de la cdmara puede realizarse
pulsando Unicamente 2 botones del panel de control.

1. Pulse el botdn de H,0,.

2. La camara se calentara hasta 45 °C para obtener
resultados optimos.

3. Seinicia la generacion de vapor de H,0,.

4. Elventilador interior hace circular el vapor.

5. La ldmpara UV reduce el H,0, a agua y oxigeno.

Temperature

Set:37.0°C irject | Sel:

"37.0 5.0

r: Locked

[ Menu

Tiempo de duracion: aprox. 10 minutos

1. Abra la puerta de la cAmara.

2. Elimine el liquido restante con un pafio estéril.

3. Vuelva a colocar los componentes internos en sus
posiciones normales.



1. El peréxido de hidrégeno (acuoso) se convierte
en vapor usando ultrasonidos de alta frecuencia.
Durante este proceso, el motor del ventilador
permanece activo, garantizando que el vapor
de H202 acceda a cada punto de la camara
y al tubo de entrada y salida del sensor de CO,,
asi como al interior de este ultimo.

2. El vapor de H,0; entra en los radicales
de hidroxilo de forma natural.

3. Los radicales hidroxilo inician una reaccion
en cadena de robo de electrones.

4. Este entorno interno inestable da lugar
a la muerte de los agentes contaminantes.
Los radicales de hidroxilo restantes y el H,0,
se convierten en H,0 (acuoso) y 0, (gas).

La descontaminacion de H,0, de PHCbi

alcanza como minimo 6 unidades de reduccién
logaritmica de los principales contaminantes.

El proceso de descontaminacion total lleva menos
de tres horas.

HARMLESS

H,0 + 0,
>

= Remaining
g H.0, and
2 hydroxyl
a radicals

CONTAMINANT
DAMAGE

. CONTAMINANT

2¢0H

H,0, separates
in two hydroxyl radicals

eOH + OH-
M /
CONTAMINANT *0H initiates

H,0, can obtain an
CELL
e chain reaction of
— electron stealing

electron from
an organic source
ELADN es muy susceptible de sufrir dafos oxidativos. Puesto que la mayoria
de las bacterias tienen un solo cromosoma que controla todas sus funciones
vitales, este tipo de efecto puede ser perjudicial para su funcionamiento normal.
Los organismos procariotas suelen carecer de mecanismos de reparacién que
limiten estos dafios, de modo que son méas propensos a los cambios.
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Medidas en caso de contaminacion

DUAL

HEAT

sterilisation

ESTERILIZACION DE CALOR DUAL

Se han resuelto los problemas de utilizar la esterilizacion de calor dual, que tuvo que
restringirse a pesar de las necesidades de los clientes.
Es util una esterilizacion de calor dual de aprox. 11 h/180 °C

PASO 1

Tiempo de preparacion: 10-15 minutos

1. Pulse el botdn de esterilizacién para
ver las instrucciones en la pantalla.

2. Retire todos los componentes internos.

3. Limpie el interior de la estufa de incubacion
y los componentes interiores con alcohol.

4. Vuelva a colocar los componentes interiores
en las localizaciones especificas para realizar
la esterilizacidn in situ.

PASO 2

Tiempo de esterilizacion: aprox. 11 horas

1. Cierre la puerta interior y la puerta exterior
y pulse OK. La puerta exterior ahora se bloquea
electronicamente y la cdmara se calienta.

2. El proceso de esterilizacion comienza cuando todo
elinterior de la cdmara supera los 180 °C y se ejecuta
durante 60 minutos.

3. El proceso de refrigeracion comienza a enfriar
la cAmara a 40 °C.

PASO 3

Tiempo de duracion: aprox. 10 minutos

1. La puerta exterior se desbloquea al finalizar
el procedimiento.

2. Abra la puerta de la camara.

3. Vuelva a colocar los componentes internos
en sus posiciones normales.

= !

de calor
Ambas camaras
pueden usarse
al mismo tiempo,
incluso cuando

se apila una sobre ‘
la otra. oy

Una unidad

en modo

de esterilizacion
de calor dual

y la otra en modo
de incubacion.

d

1 — |
] &

Para evitar quemaduras durante el ciclo de
esterilizacion con calor, la puerta exterior se bloquea
electronicamente. La temperatura de la superficie
superior del MCO-170AICD durante la esterilizacion por
calor es de aproximadamente 60 °C. 60 °C esta dentro
de la tolerancia descrita en la norma internacional
de seguridad IEC 61010 10.1: Limites de temperatura
de la superficie para la proteccion contra las quemaduras.
El limite de sequridad para el metal externo es de 65 °C.




Medidas en caso de oxidacion

Pongase siempre guantes antes de limpiar la unidad. Materiales necesarios

Como regla basica, no limpie la estufa con las manos desnudas. * Guantes

Asegurese de usar guantes. e Etanol al 70 %

Tenga cuidado, ya que puede cortarse las manos * Pafno/papel no tejido estéril
en los componentes internos.

PRIMERO SIGA LOS PASOS 1 A5 DE LAS PAGINAS 9/10

PASO 6 PASO 9

Elimine el 6xido con una crema limpiadora. Sustituya los componentes internos.
Use una cantidad adecuada de crema limpiadora
de grano fino y elimine el dxido con cuidado. Sustituya los componentes en el orden inverso

al del [PASO 2] y vierta agua destilada estéril
en la bandeja humidificadora.

Antes de sustituir todos los componentes, compruebe
PASO 7 si el ventilador gira correctamente, girdndolo
con la mano.

Limpie con etanol al 70 %.

IMPORTANTE

Estas son las condiciones que promueven la oxidacion
Limpieza insuficiente después del uso de limpiadores
o desinfectantes &cidos, alcalinos o a base de cloro
Aranazos en la superficie del interior de la unidad
o en los componentes internos
La estufa se utiliza con restos extranos que se
han quedado adheridos al interior de la unidad
0 a los componentes internos
Se anade dodecilsulfato sédico (SDS) al agua
de humidificacion
Se usa agua ultrapura, agua desionizada o agua
purificada por 6smosis inversa en la bandeja
humidificadora
Se anaden productos quimicos al agua
de humidificacion

PASO 8

Si se utiliza un autoclave

Si los elementos se almacenan himedos en un lugar
cerrado después de sacarlos de un autoclave, pueden
oxidarse facilmente.

Active la lampara UV durante 24 horas.
*Si se trata de un modelo con ldmpara UV

Una vez que haya retirado los componentes Si se utiliza un esterilizador de calor dual

internos y la cubierta de la lampara UV, lleve a cabo Después de retirar los elementos de un esterilizador
la esterilizacion UV durante 24 horas. de calor dual, una vez que aparece una capa de 0xido
No es necesario limpiar el interior con alcohol después. en la superficie y se vuelve amarilla o negra, pueden

oxidarse facilmente.
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Practicas optimas y técnica
de laboratorio recomendada

El método més obvio para lograr un funcionamiento sin contaminacion de la estufa es mantenerla limpia.

Mediante una combinacién de procesos de limpieza manual y descontaminacién automatica (si se dispone

de ella) gestionados en un programa periddico se contribuye a proteger los cultivos in situy a reducir

al minimo la pérdida de trabajo debido a la contaminacion y el tiempo de inactividad. El mantenimiento

predictivo es analogo al mantenimiento preventivo, en el que los procesos de limpieza pueden documentarse

para proceder a su estandarizacion y cumplimiento, programarse con antelacion y asignarse al personal

de laboratorio segun las necesidades. No existe nada que pueda sustituir al empleo de una técnica aséptica

cuando se manipulan los cultivos celulares. Tanto la higiene personal como la del laboratorio son esenciales

para un programa holistico de gestion de la contaminacion.

DESCONTAMINACION ACTIVA FRENTE A DESCONTAMINACION PASIVA

El usuario debe encargarse de poner en marcha la descontaminacién activa, ya sea mediante limpieza manual, esterilizacién
a temperatura elevada, H,0, vaporizado u otro método. Los atributos de disefio inherentes a una estufa de incubacién de cultivo
celular adecuadamente disefiada ofrecen una capa adicional de proteccidn, pues trabajan en segundo plano para inhibir

y destruir los contaminantes a medida que se producen.

Descontaminacion activa

Temperatura elevada. En un proceso

de descontaminacion a temperatura elevada

se tienen en cuenta el tiempo y la temperatura;
para seguir un método demostrado

de descontaminacion, se mantiene la temperatura
normalmente entre los 160 °C y los 170 °C durante

un periodo de dos horas. La marca PHCbi, un sistema

de descontaminacion térmica nuevo, utiliza una temperatura
aun mas alta. Es el método de descontaminacién activa

mas rapido y efectivo en una estufa de incubacién de cultivo
celular que alcanza los 180 °C durante dos horas antes

de volver a la temperatura ambiente. Para reducir al minimo
el tiempo de inactividad, el tiempo total del ciclo es inferior
a 12 horas. Este proceso de eficiencia energética no
requiere extraer el sensor de CO, ni la luz UV de la estufa

de incubacién de la marca PHCbi.

sterilisation

Peréxido de hidrégeno (H,0,) vaporizado.

Las estufas de incubacién de la marca PHCbi
permiten emplear descontaminacién mediante
peroxido de hidrégeno (H,0,) vaporizado con
total seguridad y sin impacto en el ambiente circundante.

El peréxido de hidrégeno tiene una forma acuosa inicialmente
y se convierte en vapor mediante un nebulizador; dicho
nebulizador expone todas las superficies interiores al H,0,

decontamination

vaporizado, que finalmente vuelve a convertirse en agua
y oxigeno a menos de 1 ppm cuando se cataliza mediante
una ldmpara UV.

Descontaminacion pasiva

=710 Elaceroinoxidable enriquecido en cobre

'Incu (comercializado como inCu-saFe® bajo la marca

saFe PHCbi) es una aleacién de acero inoxidable
ey de cobre que constituye una barrera germicida
para impedir el crecimiento de microorganismos en

las superficies. Todas las superficies internas, los estantes

y los soportes constan de este compuesto inCu-saFe.

Este material es un hibrido del acero inoxidable de tipo 304.
Es 100 % resistente a la corrosion y no se corroe ni cambia
de color como las superficies de cobre C100 convencionales.

La luz ultravioleta (comercializada como
S UV SafeCell™ bajo la marca PHCbi)
UV consiste en una ldmpara UV oculta que

crea una exposicion en serie de 257,3 nm

de longitud de onda para destruir el ADN de cualquier
microorganismo que pase a través del sistema de flujo
de aire, asi como los contaminantes del agua superficial
de la bandeja humidificadora extraible. La ldmpara UV
se enciende automaticamente tras un acontecimiento
de apertura/cierre de la puerta. UV SafeCell inhibe
el crecimiento de micoplasma, bacterias, mohos, esporas,
virus, levaduras y hongos sin costosos purificadores de aire
con filtros HEPA que acumulen contaminantes en el medio
filtrante. Ademas, la ldmpara UV puede programarse para
efectuar un ciclo temporizado de encendido durante el 100 %
del tiempo a fin de realizar un proceso complementario
de descontaminacion de la camara.
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