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Resumen: En las últimas décadas los ratones inmunodeficientes se han convertido en un 
modelo indispensable para la investigación del cáncer. Estos animales tienen requerimientos 
especiales para su mantenimiento, por lo que se han desarrollado nuevas tecnologías para 
controlar su macro y microambiente. Una de ellas es el aislador flexible; éste es un receptáculo 
de PVC cerrado, en el cual pueden mantenerse los animales separados del ambiente general 
a través de la filtración absoluta del aire. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia 
de un modelo de aislador armado en el Bioterio de la FCV – UNLP para el mantenimiento 
de ratones inmunodeficientes. Se montaron dos aisladores flexibles, ensamblando las cinco 
partes que componen cada uno. Se controlaron la hermeticidad y la esterilidad, se introdujeron 
los insumos necesarios y luego se incorporaron 12 ratones inmunodeficientes N:NIH(S)-nu 
libres de patógenos específicos. Se realizaron controles microbiológicos del ambiente y de los 
animales de acuerdo con un cronograma establecido.  Los resultados demostraron que este 
sistema para mantener animales con necesidades ambientales especiales es eficiente.
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Validation and assessment of a flexible 
film isolator system for the maintenance 

of immunodeficient mice

Abstract: In the last decades immunodeficient mice have become an indispensable animal 
model for cancer research. These animals have special housing requirements, for this reason 
new technologies that allow controlling their macro and microenvironment have been devel-
oped. One of these technologies is the flexible film isolator; this is a closed PVC chamber, 
in which the animals are able to live isolated from the outside environment by an absolute 
air filtration. The objective of this work was to evaluate the efficiency of an isolator built in 
the FCV – UNLP animal facility for the maintenance of immunodeficient mice. Two flexible 
isolators were set up by assembling their five main components. After leak proof and sterility 
were assured, the materials and twelve N:NIH(S)-nu SPF mice were introduced into the unit. 
A microbiological monitoring schedule was followed in order to control the animals and the 
isolator environment.The results have shown the efficiency of this equipment for the mainte-
nance of animals with special environmental requirements.
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Introducción
En las tres últimas décadas los ratones in-

munodeficientes se han convertido en un modelo 
indispensable para la investigación, fundamen-
talmente del cáncer, ya que admiten el transplan-
te de tumores humanos, pudiéndose investigar 
especialmente nuevos tratamientos (1, 2).

Estos animales, debido a las características 
de su sistema inmune, tienen requerimientos 
especiales para su mantenimiento, por lo que 
se han desarrollado distintas tecnologías para 
poder controlar su macro y microambiente de 
forma más segura y eficiente (1, 3, 4, 5). Una de 
estas alternativas es el uso de las denominadas 
unidades aisladoras flexibles. Un aislador flex-
ible es, básicamente, un receptáculo de cloruro 
de polivinilo (PVC) cerrado, en el cual se pueden 
mantener los animales separados del ambiente 
general a través de la filtración absoluta del aire 
de entrada y de salida (6, 7).

Las primeras informaciones sobre el uso de 
aisladores se remontan a la década de 1940, pero 
recién a fines de los años 50, cuando se descu-
bre la actividad esporicida del ácido peracético, 
comienza a tener desarrollo. Estos equipos no sólo 
sirven para alojar animales de experimentación 
inmunodeficientes sino también para mantener 
aquellos de condición microbiológica definida, 
transgénicos, libres de gérmenes, inoculados 
con microorganismos patógenos, los destinados 
a terapias medicinales; o cuando es necesario 
manipular sustancias radioactivas. En todos los 
casos el aislamiento, la esterilidad, el control de 
tóxicos y del ambiente son requisitos fundamen-
tales para el desarrollo de estas investigaciones 
(7, 8). Actualmente en nuestro país no existen 
instituciones que utilicen este sistema.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la 
eficiencia de un modelo de aislador armado en el 
Bioterio de la FCV – UNLP para el mantenimiento 
de ratones inmunocomprometidos.

Materiales y Métodos
	 Se recibieron 2 cuerpos de aisladores 

flexibles donados por el CEMIB UNICAMP - Uni-
versidad Estadual de Campinas, Brasil. Cada 
cuerpo tiene un volumen interior de 0,54 m³, en 
el cual se pueden alojar 4 cajas de ratas de 20 x 
30 x 45 cm ó 6 cajas de ratones de 13 x 13 x 30 
cm.

	 Cada unidad aisladora tiene cinco com-
ponentes principales que se ensamblan: un cu-
erpo de PVC flexible transparente de 0,4 µm de 
espesor, dentro del cual se alojan los animales; 
un túnel de acceso de PVC rígido con dos tapas 
de cierre que delimitan el espacio que permite 
realizar la decontaminación y el ingreso de insu-
mos y de animales; un par de guantes de goma o 
neopreno de mangas largas a través de los cuales 
se manejan los animales desde el exterior; un 

motor eléctrico de 1/10 HP, 220 V que provee 
ventilación y presurización positiva a la unidad; 
y dos portafiltros cilíndricos de acero inoxidable 
con dos estructuras filtrantes absolutas (HEPA) 
a través de los cuales ingresa y egresa el aire (9). 
Esta unidad se montó sobre una base metálica 
a una altura de 80 cm.

Foto I - Aislador Flexible
Para el armado de los filtros de entrada 

y salida de aire se utilizó un cilindro metálico 
cribado envuelto con material filtrante, cuyas 
aberturas se sellaron con papel celofán para su 
esterilización por autoclave.

Foto II Sistema de filtros
Foto III Lana de vidrio (material filtrante)
Para ensamblar la unidad aisladora 

se conectó el motor de insuflación mediante 
mangueras al filtro y éste al cuerpo del aislador; 
el túnel de acceso también al cuerpo; y luego el 
filtro de salida. Una vez completado el armado 
se presurizó y se verificó la hermeticidad de la 
unidad. Para ello se pulverizó la superficie interna 
con una solución de amonio cuaternario con el 
objeto de detectar fugas a través de la observación 
de burbujas (7, 9, 10). Verificada la hermeticidad, 
se ingresaron las cajas y las rejas para ratones, 
una plancha de goma para protección del piso 
del aislador y una pinza.

Esterilización
Utilizando una pistola eléctrica modelo 

CANE se pulverizó la parte interna del aislador 
y los insumos que se encontraban dentro, con 
una solución de ácido peracético (Oxidial) al 2% 
en agua destilada dejándolo actuar durante 24 
horas. Luego se procedió a romper con la pinza 
el celofán protector de los filtros para comenzar 
a ventilar el aislador durante un día con el objeto 
de eliminar los residuos del ácido (7, 11, 12).

 
Verificación de la esterilidad 
del aislador

Luego de la pulverización con ácido pera-
cético se verificó la esterilidad del aislador re-
alizando un control microbiológico del interior 
del mismo. Se utilizaron los métodos de placa 
abierta y de hisopado de paredes para evaluar la 
presencia de mesófilos, coliformes, pseudomonas 
y hongos (13, 14).

En el caso del primero se colocaron en el in-
terior del aislador durante 15 minutos tres juegos 
de placas, compuestos por: agar sangre base con 
la adición de 5 % de sangre de oveja desfibrinada 
(Britania), agar McConkey (Britania), agar cetrim-
ide (Britania) y agar Sabouraud (Britania). Dos 
juegos sobre el piso en cada extremo y un tercer 
juego de placas en el piso del túnel de acceso. 
Todas se incubaron a 37 oC durante 24 horas, 
excepto el agar Sabouraud el cual se incubó de 5 
a 7 días a temperatura ambiente (15, 16).
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tro del túnel se pulverizaron con la solución de 
ácido peracético, dejándolo actuar durante 24 
horas, luego de las cuales ingresaron al interior 
del aislador.

Para comprobar la esterilidad de los insu-
mos se utilizó un bioindicador (medio enriquecido 
de esporas del bacilo G. stearotermophilus 3M) 
que se colocó durante el proceso de autoclavado 
y luego se incubó a 37º C durante 24 - 48 horas 
(17). 

Por último, se introdujeron 6 ratones inmu-
nodeficientes N:NIH(S)- nu/nu, hembras de 4 se-
manas de edad, y 6 ratones inmunocompetentes 
N:NIH(S)- +/nu, hembras de 4 semanas de edad 
libres de patógenos específicos (SPF), en cuatro 
cajas dentro de una doble bolsa de PVC autocla-
vada. En el túnel se pulverizó la superficie externa 
de la bolsa con la solución de ácido peracético 
dejándola actuar durante 2 horas. Luego se retiró 
la bolsa externa e ingresaron al aislador

A los 30 días posteriores al ingreso se 
tomó una muestra compuesta por 4 ratones: 2 
nu/nu y 2 +/nu para realizar el primer control 
microbiológico de acuerdo con el protocolo de 
rutina (18).

Durante la experiencia, el sistema se con-
troló a través del siguiente cronograma de acu-
erdo con los métodos de rutina:

En el segundo método se tomaron las 
muestras de las superficies internas con hisopos 
estériles previamente humedecidos con PBS es-
téril. Los hisopos luego se sembraron en placas 
con los medios mencionados anteriormente, y se 
incubaron para su posterior recuento.

Regulación de parámetros ma-
croambientales:

Flujo de aire: La presión interna óptima de 
10 mm de columna de agua, se estableció midi-
endo la diferencia entre el interior y el exterior 
del equipo a través de un manómetro.

Temperatura: La misma se reguló dentro 
de la sala de aisladores en un rango entre 22 y 
25 ºC controlándola con termómetros.

Iluminación: Se programó un ciclo de 12 
horas luz/ 12 horas oscuridad mediante inter-
ruptores horarios.

Una vez confirmada la esterilidad de la 
unidad se introdujeron dentro de bolsas de PVC, 
a través de la doble puerta del túnel de acceso, 
los insumos autoclavados necesarios para el 
mantenimiento de los animales (alimento, agua, 
instrumental quirúrgico, viruta para lecho, tar-
jetas, lápices y bolsas para los desechos). Den-

Control 
microbiológico  

por placa 
abierta 

Sangre McConkey  
 

Cetrimide 
 

Sabouraud 
 

IA TA IA TA IA TA IA TA 

Dia 0 
s/animales 

        

Día 10 
s/animales 

        

Día 35 
c/animales 

        

Día 65 
c/animales 

        

Día 95 
c/animales 

        

Día 125 
c/animales 

        

 

Tabla I. Control microbiológico por placa abierta.

IA: interior del aislador  TA: túnel de acceso

Tabla II - Control microbiológico por hisopado
Control 

microbiológico  
Ambiente 

por hisopado 

Hisopado 
piso 

Hisopado 
techo 

Hisopado 
pared  

Día 0 
s/animales 

   

Día 10 
s/animales 

   

Día 35 
c/animales 

   

Día 65 
c/animales 

   

Día 95 
c/animales 

   

Día 125 
c/animales 

   

 

Control microbiológico 
animales 

4 ratones 
por  

muestra 
Día 0 ingreso 

animales 
 

Día 30  
Día 60  
Día 90  

 

Tabla III. Control microbiológico animales
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Tabla IV. Resultados del control microbiológico por placa abierta
Control 

microbiológico  
por placa 
abierta 

Sangre McConkey  
 

Cetrimide 
 

Sabouraud 
 

IA TA IA TA IA TA IA TA 

Día 0 
s/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

Día 10 
s/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

Día 35 
c/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

Día 65 
c/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

Día 95 
c/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

Día 125 
c/animales 

0 0 0 0 0 0 0 0 

 IA: interior del aislador  TA: túnel de acceso

Tabla V. Resultados del control microbiológico 
por hisopado

Control 
microbiológico  

ambiente 
por hisopado 

Hisopado 
piso 

Hisopado 
techo 

Hisopado 
pared  

Día 0 
s/animales 

0 0 0 

Día 10 
s/animales 

0 0 0 

Día 35 
c/animales 

0 0 0 

Día 65 
c/animales 

0 0 0 

Día 95 
c/animales 

0 0 0 

Día 125 
c/animales 

0 0 0 

 

Foto I Aislador flexible.

Foto  II. Sistema de Filtros

Foto III. Lana de vidrio. Material filtrante

Tabla I. Control microbiológico por placa 
abierta

Tabla II. Control microbiológico por hiso-
pado

Tabla III. Control microbiológico animales

Resultados
Los controles microbiológicos de la unidad 

aisladora, tanto en el método de placa abierta 
como en el de hisopado fueron negativos. No se 
observó crecimiento de microorganismos mesófi-
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los en agar sangre, ni de coliformes totales en agar 
McConkey, Pseudomonas spp en agar cetrimide, 
ni hongos en agar Sabouraud.

En el caso de los controles microbiológicos 
de rutina realizados en los animales fueron todos 
negativos para los siguientes microorganismos:

Discusión
Los resultados obtenidos demostraron que 

los animales mantuvieron su condición micro-
biológica inicial y no se contaminaron a lo largo 
de la experiencia (13, 14). Esto se debió a que 

Diagnóstico parasitológico Día 0 Día 30 Día 60 Día 90 

Eimeria spp. 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Giardia muris 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Spironucleus muris 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Syphacia obvelata 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Syphacia muris 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Myobia musculi 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Cysticercus fasciolaris 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Aspiculuris tetraptera 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

 

Diagnóstico bacteriológico Día 0 Día 30 Día 60 Día 90 

Salmonella spp. 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Escherichia coli 0115a.c:K(B) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Corynebacterium kutscheri 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Pasteurella pneumotropica 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Pasteurella multocida 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Mycoplasma spp. 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Streptococcus pneumoniae 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Staphylococcus aureus 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

 

Tabla VI. Resultados del control microbiológico de animales.

Diagnóstico serológico Día 0 Día 30 Día 60 Día 90 

Virus Sendai (HVJ) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Virus hepatitis murina (MHV) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Mycoplasma spp. 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Sialodacryoadenitis (SDA) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Clostridium piliformis (Tizzer) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Virus diminuto del ratón (MVM) 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Virus de la encefalomielitis murina 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

Corynebacterium kutscheri 0    /    4 0    /    4 0    /    4 0    /    4 

 

tanto el armado, montaje y controles de la uni-
dad aisladora como el manejo de los animales y 
equipo por parte del personal fueron adecuados 
(8, 9, 11).

Se concluyó que las unidades aisladoras 
son un sistema eficiente para el mantenimiento 
de ratones inmunodeficientes. En nuestro país 
es posible contar con este tipo de tecnología. 
Asimismo es imprescindible que el personal esté 
bien entrenado para ejecutar en forma metódica 
y eficiente los procedimientos de trabajo (7, 9, 
10).
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