COLTURE CELLULARI 1 (2008-2009)
CAPPE A FLUSSO LAMINARE

1. FLUSSO LAMINARE PER USO GENERALE

2. FLUSSO LAMINARE DI SICUREZZA O BIOHAZARD

1. CAPPE PER USO GENERALE (FIG. 1)
       A)FLUSSO LAMINARE ORIZZONTALE

       B)FLUSSO LAMINARE VERTICALE

A)LAMINARE ORIZZONTALE
ADATTE PER OPERAZIONI ATTE A MANTENERE STERILE IL MATERIALE CHE SI ADOPERA. NON OFFRONO ALCUNA PROTEZIONE ALL’OPERATORE CHE VIENE INVESTITO DAGLI AEREOSOL GENERATI DALLA MANIPOLAZIONE DI FLUIDI. NON PROTEGGONO L’AMBIENTE CONTAMINANDOLO CON GLI EVENTUALI PRODOTTI GENERATI NEL SUO INTERNO.

SCONSIGLIATE ALL’INTERNO DELLA STANZA DELLE COLTURE. CONSIGLIATE ALL’ESTERNO, OVE POSSONO ESSERE USATE PER LA DISSEZIONE DI ORGANI O ANIMALI (DEDICARE LA CAPPA SOLAMENTE PER QUESTO USO).

B)LAMINARE VERTICALE
MANTENGONO STERILE IL MATERIALE ADOPERATO ED EVITANO DI INVESTIRE L’OPERATORE CON AEROSOL DANNOSI. NON PROTEGGONO L’AMBIENTE OVE SONO COLLOCATE. DEVONO ESSERE COLLOCATE NELLA STANZA DELLE COLTURE PROTETTE DA CORRENTI D’ARIA CHE POTREBBERO DISTURBARNE IL FLUSSO LAMINARE.

AMBEDUE (ORIZONTALE E VERTICALE) SONO DOTATE DI UN UNICO FILTRO HEPA (HIGH-EFFICIENCY PARTICLE FILTER 0.3 μm) IN INGRESSO.

2. BIOHAZARD (FIG. 2)
Cappe sterili protettive concepite per garantire la protezione dell’operatore e dell’ambiente di lavoro dai rischi connessi alla manipolazione di materiale patogeno. Vengono distinte in classe I, classe II e classe III in accordo all’American Standard NSF49, British Standard BS 5726.
Le cappe di classe I sono aperte frontalmente ed offrono all’operatore lo stesso grado di protezione delle cappe a flusso laminare verticale classiche. Le cappe di classe III sono completamente chiuse (glove box) e sono studiate per fornire il più elevato fattore di contenimento verso rischi di contaminazione sia ambientale che dell’operatore.
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FIG. 1: SCHEMA DI PRINCIPIO DELLE CAPPE PER USO GENERALE A FLUSSO LAMINARE.
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FIG. 2 CAPPA BIOHAZARD DI CLASSE III (GLOVE BOX)
AMBIENTE DI LAVORO-STANZA DELLE COLTURE

PAVIMENTO ( PRIVO DI CREPE O FESSURE, IN LINOLEOUM O GOMMA, ANGOLI SMUSSATI, LAVATO CON PRODOTTI DISINFETTANTI (ANCHE ALCOOL O VARECCHINA) OGNI SETTIMANA.

PARETI ( LISCIE, UNIFORMI E LAVABILI

CAPPA A FLUSSO LAMINARE ( LA CAPPA DI LAVORO E’ VENTILATA IN MODO DA FAR PASSARE L’ARIA FILTRATA (HEPA) DALL’ALTO VRSO IL BASSO. I FLUSSI ORIZZONTALI CHE DIRIGONO L’ARIA VERSO L’OPERATORE SONO DA EVITARE.

CORRETTO UTILIZZO DELLA CAPPA STERILE
PREVENZIONE DELLA CONTAMINAZIONE DA INALAZIONE

REGOLE GENERALI:

1. INDOSSARE UN CAMICE CHE COPRA BENE LE BRACCIA E GUANTI PER RIDURRE LA CONTAMINAZIONE DELLA CAPPA DA PARTE DELLA PELLE DELL’OPERATORE E CONTATTI ACCIDENTALI
2. NON RIEMPIRE LA CAPPA CON MOLTI OGGETTI VOLUMINOSI POICHE’ DISTURBANO IL FLUSSO

3. USARE LA CAPPA DOPO AVERLA TENUTA ACCESA PER ALMENO 30 MINUTI (MENTRE E’ SPENTA SI CONTAMINA, GLI UV ACCESI DURANTE IL RIPOSO TENGONO LA CAPPA DECONTAMINATA (ANCHE SE SPENTA)

4. GLI OGGETTI DA USARE ANDREBBERO TENUTI SOTTO CAPPA PRIMA DI USARLI (LAVARLI ACCURATAMENTE)

5. NON COPRIRE LE GRIGLIE (FLUSSO VERTICALE) D’INGRESSO O USCITA ARIA

6. ADOTTARE TECNICHE DI ASEPSI DURANTE L’USO DELLA CAPPA (NO DISSEZIONI DI ANIMALI, ORGANI, ETC…)

7. USANDO PRODOTTI RADIOATTIVI O PATOGENI, COPRIRE IL FONDO DELLA CAPPA (MA NON LA GRIGLIA DEL FLUSSO) CON CARTA PLASTIFICATA (DISPORRE LA PARTE PLASTIFICATA  SOTTO) E RACCOGLIERE I RIFIUTI OPPORTUNAMENTE

8. DECONTAMINARE IL FONDO DELLA CAPPA CON ALCOOL ALLA FINE DI OGNI LAVORO
9.  L’USO DI BUNSEN O PIASTRE DEVE ESSERE EVITATO POICHE’ DISTRUGGE IL FLUSSO LAMINARE. (Vedi Fig. 3)

EVENTUALI  LETTURE:
NCI SAFETY STANDARDS FOR RESEARCH INVOLVING ONCOGENIC VIRUSES DHEW (NIH) 75-900, DHEW, PHS, NIH, WASHINGTON D. C. 1974.
NATIONAL SANITATION FOUNDATION STANDARD 49 FOR CLASS II BIOHAZARD CABINET. NAT. SANIT. FOUND. ANN ARBOR, MICHIGAN 1978.
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FIG. 3
CONTAMINAZIONE

1. DELL’OPERATORE (MALATTIE PROFESSIONALI)

2. DELLE COLTURE CELLULARI (PERDITA DI CELLULE PREZIOSE, RISULTATI SPERIMENTALI  FALSATI, PERDITA ECONOMICA)

3. AMBIENTALE (RISCHI PER IL PERSONALE, INCIDENTE ECOLOGICO, ESPOSIZIONE AD AGENTI DANNOSI CHIMICI E FISICI)

MEZZI DI CONTROLLO DELLA CONTAMINAZIONE

OPERATORE:
1. CAPPE A FLUSSO LAMINARE

2. STRUMENTI DI PROTEZIONE

3. CORSI D’ISTRUZIONE

4. VISITE MEDICHE

COLTURE:

1. CAPPE A FLUSSO LAMINARE 

2. ANTIBIOTICI

3. FILTRAZIONE

4. MONITORAGGIO ENDOTOSSINE

5. CORSI DI ISTRUZIONE

AMBIENTALE:

1. SURVEY

2. PULIZIA

3. CAMERE DI COLTURA A NORMA 

4. BADGE PERSONALE

NORME DI SICUREZZA PER L’OPERATORE DELLA STANZA DELLE COLTURE CELLULARI

· USARE LA STANZA DELLE COLTURE SIGNIFICA NON SOLO SAPER COLTIVARE LE CELLULE,MA ANCHE CONOSCERE I RISCHI ASSOCIATI CON L’USO BI BIOMATERIALI POTENZIALMENTE PATOGENI
· E’ NECESSARIO CONOSCERE L’USO DI PROCEDURE E TECNICHE ATTE A RIDURRE IL RISCHIO DELL’OPERATORE
· LE COLTURE CELLULARI SPESSO SONO CONTAMINATE DA VIRUS ALL’ORIGINE, O POSSONO CONTAMINARSI O SUBRE TRASFORMAZIONE DURANTE L’USO
· ASSUMERE IL TIPICO COMPORTAMENTO SUPERFICIALE DERIVANTE DALLA LUNGA PRATICA, SENZA IL PERFETTO PERFETTAMENTE LE REGOLE DI COMPORTAMENTO SUGGERITE, PROVOCA LA COMPARSA DI CONTAMINAZIONI
· LE COLTURE CELLULARI POSSONO ESSERE UN PERICOLO PER L’OPERATORE QUANDO VIRUS SCONOSCIUTI SONO PRESENTI COME CONTAMINANTI
· CI SONO STATI POCHI, MA SERI, CASI DI INFEZIONI ACQUISITE MANEGGIANDO COLTURE PRIMAIE DI SCIMMIA (LABORATORY-ACQUIRED INFCTIONS-LAI)

· I CASI PIU’ NUMEROSI COMPRENDONO L’INFEZIONE DA HERPESVIRUS SIMIAE (B VIRUS) E MARGBURG VIRUS (VEDI LETTURA CONSIGLIATA ALLA FINE)
· LINEE UMANE TRASFORMATE POSSONO PRODURRE SPONTANEAMENTE VIRUS  CON POTENZIALE ONCOGENO (VEDI LETTURA CONSIGLIATA)
· CELLULE UMANE DI TIPO LINFOIDE POSSONO ESSERE INFETTE DA EPSTEIN-BARR VIRUS (VEDI LETTURA CONSIGLIATA)
LETTURA CONSIGLIATA:

BIOHAZARD IN BIOLOGICAL RESEARCH, A. HALLMAN, M. N. OXFORD AND M. POLLACK EDS. COLD SPRING HARBOR N. Y. 1973

REGOLE DI BASE DA SEGUIRE PER UN CORRETTO USO DELLE COLTURE CELLULARI
COMPRENDONO 4 ASPETTI FONDAMENTALI:

1. LAVAGGIO E STERILIZZAZIONE

2. PREPARAZIONE DEI MEZZI DI COLTURA E LORO CONSERVAZIONE

3. AREA DI LAVORO PER LA MANIPOLAZIONE DELLE CELLULE IN CONDIZIONI ASETTICHE

4. SISTEMI PER COLTIVARE LE CELLULE E PER LA LORO CONSERVAZIONE

LAVAGGIO E STERILIZZAZIONE

· LE PROCEDURE DI LAVAGGIO E STERILIZZAZIONI SONO OGGI RIDOTTE AL MINIMO INDISPENSABILE GRAZIE ALLA INTRODUZIONE DI PRODOTTI STERILI E DI MATERIALE MONOUSO

· E’ ASSOLUTAMENTE SCONSIGLIATO L’USO DI VETRERIA DA STERILIZZARE IN AUTOCLAVE (FIASCHE E PIPETTE)

· E’ CONSIGLIATO L’USO DI MATERIALE MONOUSO STERILE COME PIPETTE INCARTATE SINGOLE O FIASCHI E CAPSULE PETRI (SE CONSERVATE BEN CHIUSE DOPO L’APERTURA DELLA CONFEZIONE)

· I PRODOTTI FLUIDI SONO STERILIZZATI PER FILTRAZIONI CON MEMBRANE DA 0.22 μm

CONSIDERANDO LE CAUSE DELLE LAI IL PIU’ DELLE VOLTE ESSE SONO SCONOSCIUTE. SOLAMENTE NEL 20% DEI CASI DERIVANO DA CONTATTO ACCIDENTALE INGESTIONE O INOCULAZIONE ACCIDENTALE.

CON LA SCOPERTA  (ABBASTANZA RECENTE, 1969) CHE LE OPERAZIONI SOTTO CAPPA GENERANO AEREOSOL, SI E’ SUGGERITO CHE L’INALAZIONE DI QUESTI PRODOTTI CONTRIBUISCE SOSTANZIALMENTE ALL’INSORGENZA DI MALATTIE PROFESSIONALI DA MANEGGIAMENTO DI MATERIALE INFETTO.
REGOLE GENERALI PER RIDURRE IL PERICOLO DI CONTAMINAZIONE DELL’OPERATORE
PIPETTAGGIO:

· USARE SEMPRE UN SISTEMA AUTOMATICO PER PIPETTARE FLUIDI, MAI LA BOCCA, ANCHE IN PRESENZA DI FILTRI O TUBI DI GOMMA DI SICUREZZA

· CONSERVARE IL TAMPONCINO D’OVATTA POSTO NELLE PIPETTE DI PLASTICA “DISPOSABLE” O METTERLO IN QUELLE DI VETRO AUTOCLAVATE

AEREOSOL:

· EVITARE DI MESCOLARE LIQUIDI CON LA PIPETTA SUCCHIANDO E RILASCIANDO LA MISCELA, SI FORMANO AEREOSOL

· NON FORMARE BOLLE D’ARIA CON LA PIPETTA DENTRO IL FLUIDO

· EVITARE DI ESPELLERE L’ULTIMA GOCCIA DALLA PIPETTA

· RIDURRE AL MINIMO L’ALTEZZA DALLA QUALE IL LIQUIDO VIENE TRASFERITO DALLA PIPETTA AL CONTENITORE

· RICOPRIRE IL PIANO DELLA CAPPA CON CARTA ASSORBENTE

· CONSERVARE LE PIPETTE USATE IMMERSE

PRATICHE IGIENICHE

· E’ ASSOLUTAMENTE VIETATO MANGIARE, BERE, FUMARE, MANGIARSI LE UNGHIE NELLA STANZA DELLE COLTURE 
· E’ BUONA NORMA LAVARSI LE MANI CON IL SAPONE PRIMA E DOPO AVER USATO LA STANZA DELLE COLTURE
· TENERE SEMPRE PRESENTE CHE IL VOSTRO VICINO POTREBBE ADOPERARE COLTURE INFETTE
· E’ OPPORTUNO USARE GUANTI DI GOMMA NON STERILI MA LAVATI, DOPO AVERLI INDOSSATI, CON ALCOOL . E’ ANCHE BUONA NORMA USARE UN CAMICE DA INDOSSARE SOLAMENTE NELLA STANZA DELLE COLTURE
DECONTAMINAZIONE
· LE PROCEDURE GENERALI PER IL LAVAGGIO DELLA STANZA DELLE COLTURE SONO SUFFICIENTI PER UNA BUONA DECONTAMINAZIONE
· LE COLTURE CELLULARI SONO POTENZIALMENTE PERICOLOSE ANCHE FUORI DALLA STANZA DELLE COLTURE. IL PERICOLO DI INALAZIONE E’ PRESENTE ANCHE DURANTE LE OPERAZIONI DI RACCOLTA DI APERTURA DEI FIASCHI, DI SONICAZIONE (SI POSSONO GENERARE AEREOSOL), CENTRIFUGAZIONE E DOSAGGIO BIOCHIMICO.
· L’USO CORRETTO DELLA CAPPA A FLUSSO LAMINARE (FLUSSO VERTICALE E SE E’ IL CASO BIOHAZARD) RIDUCE DRASTICAMENTE IL PERICOLO DI INALAZIONE DI AEREOSOL GENERATI DURANTE LE OPERAZIONI DI COLTURA CELLULARE
RIEPILOGO REGOLE GENERALI PER RIDURRE LA CONTAMINAZIONE
1. LAVARE CON DISINFETTANTI LA CAPPA OGNI GIORNO
2. PULIRE IL PIANO DI LAVORO DOPO OGNI OPERAZIONE PER EVITARE DI CONTAMINARE LE COLTURE IN PARTICOLARE SE SI USANO LE Hela

3. USARE SEMPRE GUANTI DI GOMMA 

4. USARE IL CAMICE (CAMICE SOLO PER LE COLTURE) 

5. MUOVERSI ALL’INTERNO DELLA STANZA CON CALMA 

6. APRIRE E CHIUDERE PORTE E CASSETTI CON LENTEZZA 

7. NON AFFOLLARE LA STANZA

8. EVITARE DI PARLARE

9. APRIRE GLI INCUBATORI QUANDO LA CAPPA E’ SPENTA O CHIUSA

10. NON CONSERVARE MATERIALI VARI NELLA STANZA DELLE COLTURE

11. NON COLTIVARE BATTERI

12. NON EFFETTUARE DISSEZIONI

13. NON COLTIVARE ORGANI

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

E’ EVIDENTE CHE LA CAPPA DI LAVORO DEVE ESSERE FORNITA DI UN RUBINETTO PER IL VUOTO  DI UN SISTEMA TRAPPOLA PER RACCOGLIERE I RIFIUTI 

(VEDI FIG.4 )

LA PIPETTA DI RACCOLTA PUO’ ESSERE UNA PIPETTA DI PLASTICA STERILE ALLA QUALE VIENE RIMOSSO IL FILTRO DI COTONE PRIMA DELLA CONNESSIONE AL SISTEMA DI VUOTO.
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FIG. 4
CONTAMINAZIONE DA RADIOISOTOPI
DECONTAMINAZIONE E CONTROLLO DELLA RADIOATTIVITA’ NELLA STANZA DELLE COLTURE CELLULARI

SPESSO SI EFFETTUANO ESPERIMENTI UTILIZZANO RADIOISOTOPI NELLE COLTURE CELLULARI, AD ESEMPIO UNO DEI METODI PER VALUTARE LA CRESCITA CELLULARE E LA SINTESI DI DNA E’ QUELLO DI MISURARE L’INCORPORAZIONE DI TIMIDINA H3 (TRITIO)
E’ SBAGLIATO UTILIZZARE PER LA RACCOLTA DEI RIFIUTI RADIOATTIVI GLI STESSI CONTENITORI DEI RIFIUTI ORDINARI (RIFIUTI SOLIDI E LIQUIDI)

GENERALMENTE ADOPERANDO RADIOISOTOPI NELLE COLTURE CELLULARI, LA MASSIMA RADIOATTIVITA’ E’ PRESENTE NEL MEZZO DI COLTURA DEL TRATTAMENTO. TALE MEZZO NON DEVE ESSERE RACCOLTO CON IL SISTEMA DA VUOTO USATO PER IL MATERIALE NON RADIOATTIVO. SI UTILIZZA UN SISTEMA DI RACCOLTA SPECIFICO PER MATERIALE RADIOATTIVO.
PER EVITARE DI CONTAMINARE SE STESSI E GLI ALTRI E’ NECESSARIO EFFETTUARE OGNI SETTIMANA UN CONTROLLO ACCURATO (RADIOACTIVITY SURVEY)

A TAL FINE LA STANZA DELLE COLTURE SI DIVIDE IN SEZIONI NUMERATE E SI COMPILA UN RAPPORTO (SURVEY) CON TUTTE LE LETTURE DI RADIOATTIVITA’ CORRISPONDENTI AD OGNI SEZIONE

VEDI FIG. 5 E TAB. 1

PROCEDURA PER LA RACCOLTA DEI DATI H3 C14
1. TAGLIARE DELLA CARTA ASSORBENTE DA FILTRO IN PICCOLI QUADRATINI 2 X 2 cm 

2. PREPARARE UN NUMERO DI VIALS DA SCINTILLAZIONE CORRISPONDENTE AI PEZZETTI DI CARTA NECESSARI AL CONTROLLO

3. RIEMPIRE I VIALS CON LIQUIDO DI SCINTILLAZIONE (~ 4 ml) E NUMERARLI SECONDO LO SCHEMA DELLA MAPPA DELLA STANZA DELLE COLTURE DA CONTROLLARE (VEDI FIG. 8)
4. INUMIDIRE I PEZZETTI DI CARTA CON ACQUA NEBULIZZATA

5. STROFINARE IL PEZZETTO DI CARTA CONTRO LA SUPERFICIE DA CONTROLLARE (IN UN RAGGIO DI 30 cm)

6. INSERIRE IL PEZZO DI CARTA NEL VIAL CORRISPONDENTE ALLA ZONA CONTROLLATA

7. AGITARE I VIALS DOPO AVERLI CHIUSI E LEGGERLI ALLO SCINTILLATORE
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FIG. 5

TABELLA 1
CONTAMINAZIONE DA BATTERI E FUNGHI
NORME PER LA PREVENZIONE DELLA CONTAMINAZIONE DELLE COLTURE CELLULARI

ALCUNE PROCEDURE DI BASE VENGONO UTILIZZATE AL FINE DI RIDURRE LA CONTAMINAZIONE DELLE COLTURE CELLULARI

TRA I VARI ACCORGIMENTI, LA FILTRAZIONE DEL MEZZO DI COLTURA RAPPRESENTA UNO DEI MEZZI PIU’ EFFICACI PER PREVENIRE LA CONTAMINAZIONE DA BATTERI

A TAL FINE POSSONO ESSERE USATI FILTRI CON VARIE POROSITA’ A SECONDA DEL TIPO DI APPLICAZIONE:

· 0.8 μm………………………….PREFILTRAZIONE
· 0.45 μm ………………………..PREFILTRAZIONE CHIARIFICAZIONE

· 0.2 μm …………………….…...STERILIZZAZIONE

· 0.1 μm …………………………RITENZIONE DI MICOPLASMI

LE MEMBRANE DA 0.8 E 0.45 PERMETTONO DI FILTRARE I MEZZI CON I FILTRI DA 0.2 O 0.1 CON PIU’ RAPIDITA’. TALE PREFILTRAZIONE E’ NECESSARIA IN PRESENZA DI SIERO FETALE BOVINO A CAUSA DELL’INTASAMENTO DEI FILTRI DA 0.2 

I FILTRI VENGONO PROVATI MISURANDONE LA RITENZIONE BATTERICA DALL’AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATHERIAL (ASTM)

0.45 μm…………………………………………..SERRATIA MARCESCENS ATCC 14756

0.2  μm…………………………………………...PSEUDOMONAS DIMINUTA ATCC 19146
IL PSEUDOMONAS DIMINUTA RAPPRESENTA UNO DEI PIU’ COMUNI CONTAMINANTI CAPACE DI ATTRAVERSARE LE MEMBRANE DA 0.45 μm 

LA FILTRAZIONE, PUR RENDENDO STERILE IL MEZZO NON RISOLVE IL PROBLEMA DELLA PRESENZA DELLE ENDOTOSSINE DI ORIGINE BATTERICA

AL FINE DI SAGGIARE LA PRESENZA DI ENDOTOSSINE SI UTILIZZA IL L. A. L. TEST (LIMULUS AMEBOCYTE LYSATE TEST)  
FILTRAZIONE

E’ OPPORTUNO FILTRARE IL MEZZO DI COLTURA, PREPARATO SOTTO CAPPA , A FLUSSO LAMINARE VERTICALE
IN TEORIA, PER ELIMINARE LA POSSIBILITA’ DI FORMARE SCHIUME, LA FILTRAZIONE DOVREBBE AVVENIRE CON PRESSIONE POSITIVA (VEDI FIG. 6)

IN PRATICA TUTTI I SISTEMI IN COMMERCIO SONO DI TIPO NEGATIVO, CIOE’ SFRUTTANDO IL VUOTO COME MEZZO DI MOVIMENTO
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FIG. 6
LA SIRINGA CON APPLICATO UN FILTRO DA 0.22 μm E’ UN SISTEMA DI FILTRAGGIO A PRESSIONE POSITIVA OTTIMO IN GENERE PER PICCOLI VOLUMI (MAX 100 ml), LA PRESSIONE PUO’ ESSERE UN PARAMETRO CRITICO IN TUTTI I SISTEMI (VEDI FIG. 7)
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FIG. 7
CONSERVAZIONE DELLE CELLULE PER CRIOCONSERVAZIONE
LA CRIOCONSERVAZIONE E’ ATTUALMENTE L’UNICA TECNICA UTILIZZABILE PER CONSERVARE PER TEMPI LUNGHI LE CELLULE.

LA CONSERVAZIONE  DELLE CELLULE PER TEMPI BREVI PUO’ ESSERE ATTUATA MANTENENDOLE SOSPESE NEL MEZZO DI COLTURA A 0-4 °C (AL MAX PER 2-3 GIORNI) 
I VANTAGGI DELLA CRIOCONSERVAZIONE SONO MOLTEPLICI:

1. E’ UNA METODICA RELATIVAMENTE ECONOMICA, RICHIEDE: AZOTO LIQUIDO CONSERVATO IN CONTENITORI ADATTI

2. PERMETTE IL RECUPERO DELLE CELLULE CON IL PATRIMONIO GENETICO INTATTO
3. I TEMPI DI CONSERVAZIONE SUPERANO I 50 ANNI

4. LE PROCEDURE DI CONGELAMENTO E SCONGELAMENTO SONO RELATIVAMENTE CRITICHE E LA RESA IN CRESCITA E’ GENERALMENTE ELEVATA

LA TEMPERATURA IDEALE DI CONSERVAZIONE NON DEVE SUPERARE I -135 °C

I PUNTI CRUCIALI DELLA PROCEDURA SONO IL CONGELAMENTO E LO SCONGELAMENTO, I QUALI INFLUENZANO LA SOPRAVVIVENZA CELLULARE

LA MORTALITA’ CELLULARE DERIVA ESSENZIALMENTE DALLO SHOCK-TERMICO AL QUALE LE CELLULE SONO SOTTOPOSTE

L’ABBASSAMENTO DELLA TEMPERATURA DEVE ESSERE OPPORTUNATAMENTE CONTROLLATO AL FINE DI RIDURRE LA MORTALITA’ CELLULARE

REGOLE GENERALI :

· VELOCITA’ TROPPO LENTE DI CONGELAMENTO LA CELLULA E’ ESPOSTA A CONCENTRAZIONI CRESCENTI DI SOLUTI EXTRACELLULARI PER L’ELEMINAZIONE DI ACQUA TRASFORMATA IN GHIACCIO. I DANNI PRODOTTI DAERIVANO DALLA VARIAZIONE DEL pH DEL MEZZO E DALLA PRESSIONE OSMOTICA ESTERNA (LE CELLULE PERDONO ACQUA)

· VELOCITA’ DI RAFFREDDAMENTO TROPPO ELEVATE PROVOCANO LA FORMAZIONE DI NUCLEI DI CRISTALLIZZAZIONE SIA NEL MEZZO CHE ALL’INTERNO DELLE CELLULE. TALI NUCLEI SI TRASFORMANO IN GROSSI CRISTALLI DI GHIACCIO CON RELATIVO DANNO MECCANICO ALLE CELLULE

· LA VELOCITA’ DI RAFFREDDAMENTO OTTIMALE E’ STATA VALUTATA IN -1 °C AL MIN. (VALORE MEDIO)
MEZZI UTILIZZATI PER EFFETTUARE IL RAFFREDDAMENTO SONO :

1. FREEZER MECCANICI PROGRAMMABILI (PRECISI E COSTOSI)

2. TRASFERIMENTO DEI VIALS CONTENENTI LE CELLULE DA CONGELARE IN UN CONTENITORE DI POLISTIROLO TRASFERITO IN FREEZER A -20 °C E QUINDI A -80° C (ESITONO CONTENITORI IN VENDITA)

3. INFINE  LE CELLULE VENGONO RISPOSTE IN AZOTO LIQUIDO. LO SBALZO TERMICO IN TAL CASO NON HA ALCUN EFFETTO

NORME GENERALI PER LO SCONGELAMENTO DI CELLULE

FINE CONGELAMENTO: ASSICURARSI DI CONSERVARE LA STABILITA’ GENETICA DELLE CELLULE POICHE’ SONO POSSIBILI MUTAZIONI O SELEZIONI CHE POSSONO ESSERE INDOTTE DALLA SUBCULTURA

PREPARAZIONE DELLE CELLULE PER LO SCONGELAMENTO: COME IL CONGELAMENTO ANCHE LO SCOGELAMENTO RAPPRESENTA UNA FASE CRITICA
LO SCONGELAMENO DEVE ESSERE RAPIDO DOPO AVER TOLTO LE CELLULE DALL’AZOTO LIQUIDO PORLE A 37°C IN UN BAGNOMARIA

I TEMPI DI RISCALDAMENTO (37°C-40°C) SONO DIVERSI A SECONDO DEL TIPO DI VIALS

                                1MINUTO PER VIALS DI VETRO

                                90SECONDI PER VIALS DI PLASTICA
E’ OPPORTUNO NON AGITARE LE VIALS E NON SUPERARE I TEMPI INDICATI.
PRIMA DI APRIRE I VIALS ACCERTARSI CHE NON SI SVILUPPINO BOLLE DAL PUNTO DI CONTATTO TRA IL TAPPO E IL CONTENITORE TALE SEGNO E’ UNA CHIARA INDICAZIONE DI ASSENZA DI ERMETICITA’. LE CELLULE SONO SICURAMENTE CONTAMINATE O QUANTO MENO DANNEGGIATE DAL CONTATTO DIRETTO CON L’AZOTO LIQUIDO.
PRIMA DI TOGLIERE IL TAPPO LAVARE I VIALS CON ALCOOL PER RIDURRE LA CONTAMINAZIONE

DILUIRE IL CRIOPRESERVANTE  OPPORTUNATAMENTE PRIMA DI PORRE LE CELLULE IN COLTURA

MEZZO DI COLTURA CON IL CRIOCONSERVANTE:

                           MEZZO TAMPONATO        65%   

                           SIERO                                    25%               TUTTO STERILE
                           GLICEROLO                         10% *
1. SOSPENDERE LE CELLULE NEL MEZZO(5-10·106 CELLULE / ml)

2. TRASFERIRE LE CELLULE IN PROVETTE DI CRIOCONSERVAZIONE

3. IMMERGERE LE PROVETTE CHIUSE IN UNA SOLUZIONE DI BLU DI METILENE

4. PORRE LE PROVETTE IN UNA SCATOLA DI POLISTIROLO E CONSERVARLE A 
      -20°C PER 30’, QUINDI A -80°C PER 60’CONGELARE IN AZOTO LIQUIDO (VEDI               FIG.8
                                                                                                    *  DMSO 10%                                                                                                  
RIEPILOGO SCONGELAMENTO

1. RIMUOVERE IL PORTA PROVETTE DALL’AZOTO LIQUIDO E ASPETTARE 30’ PRIMA DI RIMUOVERE LA PROVETTA

2. PORRE LA PROVETTA DA SCONGELARE A 37°C IN UN BAGNOMARIA (AL PIU’ PRESTO)

3. DOPO LO SCONGELAMENTO PORRE LA PROVETTA IN ALCOOLO ETILICO A 70%

4. OSSERVARE LA PROVETTA, SE EMETTE GAS, SCARTARLA

5. TRASFERIRE IL CONTENUTO DELLA PROVETTA IN MEZZO DI COLTURA A 37°C(IN PROVETTA DA CENTRIFUGA)

6. CENTRIFUGARE E SOSTITUIRE IL MEZZO DI COLTURA CON MEZZO FRESCO SENZA IL CRIOCONSERVANTE
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