PRACTICA 1.  DESCONXELACIÓN E CULTIVO DE LIÑAS  CELULARES
 OBXECTIVOS
· Aprender e manexar a técnica de desconxelación de liñas celulares criopresevadas en nitróxeno líquido.
· Aprender e realizar o cultivo dunha liña celular.
MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente: 

· Balanza.

· Frascos.

· Campá de fluxo laminar.

· Pipetas serolóxicas de 10 ml ml. 

· Tubo cónico centrífuga 12 ml.  

· Pipeteador automático ou perilla. 
· Micropipeta P-200.

· Puntas 200.
· Vaso de precipitados ou frasco para conter restos biolóxicos.
· Etanol ó 70%. 

· Botella de cultivo (flask) de 75 cm2 ou a unha caixa Petri. 
· Incubadora. 

· Baño termostático a 37 ºC. 

· Microscopio invertido. 

· Centrífuga para tubos de 12 ml. 

· Células: liña celular LLC-PK1 (Pig Kidney cell line: Liña celular de Ril de Porco) 

REACTIVOS
· Bicarbonato.
· Medio 199 Medium 199 with EBSS, L-glutamine. 
· Medio L15 (LEIBOVITZ) W/O L-GLU 

· Soro Fetal Bovino (SFB). 
· Antibiótico-antimicótico (100X).
· L-Glutamine

· Etanol ó 70%. 
· H2O esterilizada.
PROCEDEMENTO
A. PREPARACIÓN DO MEDIO DE CULTIVO 199.
□ 1) Pesar 7,5 g de bicarbonato e disolvelo en 100 ml de H2O esterilizada.

□ 2) Filtar a disolución de bicarbonato.
□ 3) Sempre limpar con Etanol ó 70% o material ó introducilo na campá. Agora poñeremos os frascos cos reactivos así como o resto do material (frascos valeiros, vasos, ...) que vaiamos a empregar. Ter coidado de non interferir no bo fluxo laminar da corrente de  aire da campá.
□ 4) Na campá de fluxo laminar botar nun frasco 48 ml de medio 199.
□ 5) Pipetearlle 1 ml da disolución filtrada de bicarbonato.

□ 6) 0,5 ml da solución antibiótico-antimicótico 100x

□ 7) 1,5 ml de Soro Fetal Bovino. E etiquetar o frasco. 

□ 8) En caso de que o medio se preparara con anterioridade  e se almacenara en refrixerador, colocar en baño María a 30-37ºC, para que teña unha Tª axeitada. 

B. PREPARACIÓN DO MEDIO DE CULTIVO L-15.

□ 9) Na campá de fluxo laminar botar nun frasco 49,5 ml de medio L-15.

□ 10) Engadirlle 0,5 ml de L-Glutamine.

B. DESCONXELACIÓN DAS CÉLULAS
□ 11) Obter o criotubo coas células do nitróxeno líquido, ter coidado de non sufrir "queimaduras" co nitróxeno xa que a súa Tª está por debaixo dos  -195ºC.
□ 12) Empregar o baño para levar o tubo a 37ºC, tratar de facer este paso de forma rápida (non deixalo no baño máis de 60 segundos, aínda que non se desconxele de todo).

□ 13) Limpar o tubo con Etanol ó 70% e colocalo na campá.

□ 14) Pipetear 10 ml do medio de cultivo completo nun tubo de centrífuga de 12 ml. 

□ 15) Engadirlle o contido do criotubo (neste caso ½). 

□ 16) Centrifugar a unhas 300xg (unhas 1000 rpm) durante 5 min. 
□ 17) Despois da centrifugación seguir traballando na campá. Desbotar o sobrenadante, pode ser por decantación ou ben por aspiración coidando de non levarse o precipitado celular.
□ 18) Agregarlle outros 10 ml de medio completo fresco e homoxeneizar pipeteando un par de veces.
□ 19) Pasar o medio coas células a un flask (botella de cultivo), ou a unha caixa Petri. 
□ 20) Engadirlle o medio de cultivo necesario para que as células queden cubertas en toda a superficie (un 15 ml para flask de 75 cm2).
□ 21) Observar no microscopio invertido.

□ 22) Pechar completamente a tapa e colocar na incubadora a 37ºC. Os que teñen o medio 199 meteranse nun frasco grande cunha vela (como nunha incubadora de CO2 se deixaría parcialmente desenroscada ou empregaremos unha tapa de intercambio de gases).
□ 23) Realizar observacións cada 24 h, empregando o microscopio invertido. 

□ 24) Recoméndase facer o recambio de medio cada 2 días aproximadamente. Como empregamos unha incubadora sen CO2, será mellor revisalo cada día para comprobar coa cor do medio de cultivo que o pH se mantén estable. 
RESULTADOS
Durante 8-10 días, ou ata que as células cheguen a confluencia, realizar observacións da proliferación celular, empregando o microscopio invertido cada 24h. Anotar os trocos que se poidan apreciar, de ser posible cun rexistro fotográfico do cultivo.
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PRACTICA 1B. PROBA DE ESTERILIDADE
OBXECTIVOS
· Preparación de solucións.
· Coñecer o material e equipo primordial para realizar cultivo celular.
· Facer probas de esterilidade de medios e solucións empregadas no cultivo celular.
MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente. 

· Autoclave.
· Filtros e bomba de valeiro.

· Baño termostático.

· 5  Viais de 12 ml. 

· 6  Pipetas serolóxicas de 5 ml. 

· Pipeteador automático ou perilla. 
· Micropipeta P-200.
· Puntas de micropipeta 200.

· Filtro 0,22 µm.

· Frascos.

· Incubadora.
 REACTIVOS 
· TBS (Tryptose Soy Broth). 
· Soro Fetal Bovino (SFB). 

· Solución buffer de fosfatos (PBS)
· Medio 199 with EBSS, L-glutamine. 
· Medio L15 (LEIBOVITZ). 
· Tripsina - EDTA al 0.05% e 0.002%. 

· Etanol, para limpeza. 

PROCEDEMENTO
A) PREPARACIÓN DAS SOLUCIÓNS
□ 1) Medio nutritivo enriquecido: TBS (Tryptose Soy Broth). Preparar engadindo 3g en 100ml de H2O nunha botella e esterilizar en autoclave.

□ 2) Soro fetal bovino (SFB), inactivar con calor antes de usar a primeira vez. Levando a 37 ºC nun baño termostático, e logo a 56 ºC durante 30 minutos. Tentar que non se molle a tapa.
B. PROBA DE ESTERILIDADE
□ 3) Na campá de fluxo laminar, colócanse o frasco co medio de cultivo enriquecido (TBS) e os que conteñen as solucións ás que se desexa realizar a proba de esterilidade: os medios de cultivo, a tripsina-EDTA, o SFB e o PBS. Os frascos deben estar a temperatura ambiente e limparse con etanol antes de introducilos na campá. 

Para cada solución ou medio débese empregar unha pipeta diferente (as campás de fluxo laminar de seguridade tipo II o III non requiren o uso de chisqueiro, se non fose o caso, flamear coa chama do chisqueiro ó utilizar cada pipeta ou ó abrir e pechar cada frasco).
□ 4) Etiquetar os 5 viais de 12 ml segundo corresponda a cada solución ou medio así como a un control.

	CONTROL

3ml
	MEDIO DE CULTIVO L-15
2,8ml
	MEDIO DE CULTIVO 199
2,8ml
	TRIPSINA-EDTA

2,8ml
	SFB

2,8ml
	PBS

2,8ml


□ 5) Colocar 3 ml de medio nutritivo enriquecido no vial control e 2.8 ml nos outros viais.

□ 6) Colocar no seu vial correspondente: 0.2 ml de medio de cultivo, 0.2 ml de solución de tripsina, ou 0.2 ml de SFB e 0.2 ml de solución de PBS.
□ 7) Pechar os viais. Incubar durante 48h mínimo para realizar a observación de esterilidade de cada solución.

RESULTADOS
	
	CONTROL
	MEDIO DE CULTIVO L-15
	MEDIO DE CULTIVO 199
	TRIPSINA-EDTA
	SFB
	PBS

	CONTAMINACIÓN
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