CONTAMINAZIONE DA MICOPLASMA
DAL PUNTO DI VISTA STATISTICO LA CONTAMINAZIONE DA MICOPLASMI è MOLTO DIFFUSA IN EUROPA. GLI ULTIMI DATI NOTI (*) RIPORTANO CHE IN EUROPA IL 25% DELLE CULTURE è CONTAMINATA (NELL’80% DEI CASI TALE CONTAMINAZIONE è  IGNOTA ALL’OPERATORE).

NEGLI USA IL 16% DELLE CULTURE CELLULARI è RISULTATO CONTAMINATO (60% DEI CASI IGNOTI).(*) CEL CULTURE FOR BIOCHEMIST – ELSEVIER - 1983
TALE CONTAMINAZIONE INDUCE QUANDO INCONTROLLATA ALL’ERRATA INTERPRETAZIONE DEI DATI SPERIMENTALI.

È QUINDI ESSENZIALE SEGUIRE DELLE REGOLE CHE PERMETTANO DI EVIDENZIARE PRECOCEMENTE IL PROBLEMA:

1- TUTTE LE LINEE CELLULARI REFRIGERATE E CONSERVATE IN N2 LIQUIDO DEVONO ESSERE CONTROLLATE PER PROVENIENZA E ORIGINE.

2- LE LINEE CELLULARI CHE VENGONO MANTENUTE IN COLTURA PER MOLTO TEMPO DOVREBBERO ESSERE CONTROLLATE AD INTERVALLI REGOLARI (3 MESI)

I TEST PER IL CONTROLLO DEL MICOPLASMA SONO DI DIVERSO TIPO:
A) TEST MEDIANTE COLTURA DIRETTA (28 GG)

B) TEST DI RICERCA DEL DNA (RICHIEDE MiCROSCOPIO A FLUORESCENZA – POCO ATTENDIBILE)

C) METODI BIOCHIMICI E IMMUNOENZIMATICI (NON PERMETTONO DI RILEVARE TUTTE LE SPECIE DI MICOPLASMI)

D) KIT DNA PROBE (RADIOATTIVO POCO ATTENDIBILE)
E) HYBRICOM MYCOPLASMA TEST (NON UTILIZZA PROBES RADIOATTIVI – FACILE DA USARE; TALE KIT UTILIZZA UNA MISTURA DEL GENOMA TOTALE DEI MICOPLASMI PIù COMUNI COME PROBES; NON DETERMINA CELLULE EUCARIOTICHE, VIRUS E BATTERI (entro certi livelli); I RISULTATI SONO VISIVI E SI OTTENGONO IN 24 ORE)

NOVE VARIETà (IN ROSSO) DI MICOPLASMA SONO RESPONSABILI DEL 98% DELLE CONTAMINAZIONI. I PIU’ DIFFUSI SONO:
1. MYCOPLASMA HOMINIS 
2. MYCOPLASMA HYORHINIS

3. MYCOPLASMA SALIVARIUM

4. MYCOPLASMA FERMENTAS

5. MYCOPLASMA PIRUM

6. MYCOPLASMA ORAlE
7.  MYCOPLASMA PHARYNGIS
8. MYCOPLASMA ARGININI (PRESENTE NEL SIERO)

9. ACHoLEPLASMA LAIDLAWII (PRESENTE NEL SIERO)
10. MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
11. MYCOPLASMA MYCOIDES

IN CASO DI CONTAMINAZIONE SI PUò TENTARE IL RECUPERO DI CELLULE PREZIOSE CON TRE ANTIBIOTICI CHE SI SONO DIMOSTRATI NON TOSSICI PER LE CELLULE:

1- TIAMUTIN (PRODOTTO DAL FUNGO PLEUROTUS MULTILUS)

2- MYNOCICLINA (DERIVATO DeLLA TETRACICLINA)

3- VANOMYCIN (1OO µg/ml)

il micolpasma non e’ sensibile ale penicilline e alle cefalosporine

I MICOPLASMI SONO ORGANISMI PROCARIOTICI (0,3 – 0,5 µm ( ) CHE POSSONO FORMARE PICCOLE COLONIE SIMILI A QUELLE FORMATE DA ORGANISMI CAPACI DI INDURRE LA PLAEUROPOLMONITE BOVINA (BOVINE PLEUROPNEUMONIA). SONO DETTI ANCHE PPLO O PLEUROPNEUMONIA-LIKE ORGANISMS.
NON POSSEGGONO PARETE CELLULARE , QUINDI SONO CAPACI DI CRESCERE SOLO IN ALCUNI MEZZI DI COLTURA. SE COLTIVATI IN AGAR, LE COLONIE ASSOMIGLIANO A UOVA FRITTE CON LA REGIONE CENTRALE PUNTEGGIATA (vedi figura 9)
[image: image1.jpg]o,

FiIale
“ eoutuag COLTURE
et sosrese

(PETRY)




figura 9. COLONIE DI MICOPLASMA ARGININI COLTIVATE IN AGAR
LA CONTAMINAZIONE DA MICOPLASMA PUò DERIVARE DAL SIERO. E’ NOTO CHE IL SIERO ANIMALE può essere contaminato da A. laidlawii e M. argininI.

La maggior contaminazione deriva dall’operatore ; nella bocca  e nella gola umana sono stati isolati M. hominis, M. pharyngis e M. salivarium.

Gli effetti sulle cellule sono vari: M. gallisepticum e M. mycoides sono patogeni e provocano la morte cellulare (le cellule differenziano e muoiono).
M. hominis produce alti livelli di arginina  deaminasi provocando una carenza di arginina nel mezzo, che conduce al rallentamento della crescita (IN SEQUITO ALLA INIBIZIONE DELLA SINTESI DI ORNITINA E ALLA DIMINUZIONE DELLE POLIAMMINE INTRACELLULARI COME FATTORI DI CRESCITA)
A. laidlawii può scindere i deossiribonucleosidi; tentativi di incorporaRe timidina 3H in queste colture non funzionano poiché il nucleoside è convertito in timiNa.

Il Mycoplasma pneumoniae (vedi Fig. 10) è il più comune agente eziologico della polmonite atipica primaria che si verifica principalmente nei bambini e nei giovani prima dei 30 anni. Batterio aerobio obbligato, aderisce agli epiteli ciliati tramite adesine particolari, si attacca vicino al ciglio dell'epitelio ciliato, dando ciliostasi (blocco del ciglio), in seguito può portare alla distruzione dell'epitelio, quindi ad irritazione e tosse. L'infezione è asintomatica nella stragrande maggioranza dei casi, tuttavia in pazienti immunodepressi sono state segnalate polmoniti di tipo grave con interessamento ematologico e neurologico. I micoplasmi (ne esistono infatti altri tipi oltre al pneumoniae) sono agenti infettivi di varia forma, ma tipicamente privi di parete batterica: per tale motivo non sono sensibili alle penicilline e cefalosporine, ma tipicamente solo agli antibiotici macrolidi e tetracicline
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figura 10: Mycoplasma pneumoniae (pallini blu) adesi ad un linfocita.
CICLO o curva DI CRESCITA*
* (il ciclo o curva di crescita non deve essere confuso con il ciclo cellulare o interfase che conduce alla mitosi o alla meiosi)
 È essenziale conoscere i parametri relativi al ciclo di replicazione delle cellule da coltivare. Il ciclo di crescita controlla infatti molti passaggi che sono necessari per la coltura di cellule animali. 
Tra i più importanti ricordiamo:
· la densità cellulare di semina

· il tempo di crescita

· la durata di un esperimento

· il momento adatto per il prelievo dei campioni

· il metabolismo cellulare

 È necessario considerare, nel preparare un esperimento, che cellule che si trovano in fasi diverse del ciclo di crescita si comportano in modo diverso rispetto a diversi parametri biologici come:
· attività enzimatiche

· proliferazione

· glicolisi e respirazione cellulare

· sintesi di prodotti specifici

· interazioni con la matrice extracellulare

Il ciclo di crescita è diviso in tre fasi:
1) Fase Lag

2) Fase Log

3) Fase di plateau

FASE LAG

Corrisponde al tempo immediatamente successivo alla subcultura e alla semina. Il numero di cellule che si divide in tale fase è minimo. Tale periodo è anche detto di adattamento. Durante tale fase le cellule ripristinano gli elementi delle membrane cellulari persi in seguito alla tripsinizzazione (anche detta peeling, poichè le proteine di superficie vengono tagliate), si attaccano al substrato poiché sintetizzano le proteine della matrice extracellulare (fibronectina in particolar) e si distribuiscono su tutta la superficie disponibile. Il citoscheletro si assembla e molti enzimi come la DNA polimerasi aumentano,  seguiti dalla sintesi di nuovo DNA e proteine strutturali.
FASE LOG

Questo è il periodo di aumento numerico esponenziale. La durata di questa fase è direttamente correlata con: 1. la densità di semina, 2. il grado di crescita delle cellule in quelle condizioni e 3. la densità minima di inibizione della proliferazione. Durante questa fase il numero di cellule in divisione è molto alto (~ 90-100% in genere) e il modello è altamente riproducibile. Quindi è il momento ottimale per raccogliere campioni, sia per la riproducibilità che per la vitalità cellulare elevata. È bene considerare che le cellule non sono sincronizzate, si trovano cioè distribuite in maniera random nel ciclo cellulare.

FASE DI PLATEAU

Verso la fine della fase log, , le colture diventano confluenti occupando tutta la superficie disponibile. La crescita cellulare in tali condizioni è molto ridotta fino a cessare. La fase raggiunta è detta stazionaria o di plateau.
La morfologia cellulare cambia e il blocco della motilità, il mutamento delle membrane cellulari e la mancanza di crescita sono definite come “inibizione da contatto” (Albercombie e Heaysman, 1965).

Il termine “inibizione da contatto” è stato definito come impreciso, poiché la riduzione della crescita delle cellule normali non è dovuta esclusivamente al contatto, ma può coinvolgere altri fattori, tra i quali la mancanza di nutrienti e l’impossibilità di colonizzare nuovi spazi. Si preferisce il termine “limitazione della crescita da densità” (Stoker e Rubin, 1967). Il termine “inibizione da contatto” è  tuttavia conservato a quei casi in cui il contatto fisico è l’unico elemento limitante la crescita.

DIPENDENZA DALLA ADESIONE CELLULARE

È necessario distinguere inibizione da contatto e inibizione da densità. Nel primo caso, come oggetto del contatto si considerano le cellule e il loro ancoraggio. Non crescono le cellule alle quali viene a mancare l’ancoraggio con il substrato. Ad esempio le cellule epiteliali e endoteliali normali smettono di crescere alla confluenza formando dei monostrati.

Molte colture, raggiunta la confluenza possono continuare a proliferare (cellule tumorali) formando multistrati e smettono di crescere per mancanza di nutrienti. Le cellule trasformate, normalmente possono raggiungere alte densità nella fase stazionaria. La frazione in crescita è molto alta e la inibizione da densità è nulla.
Dalla costruzione di una curva di crescita (VEDI FIGURA 11) si possono dedurre vari parametri:

1) il periodo del lag (“LAG TIME”)

2) il tempo di raddoppiamento (“DOUBLING TIME”)

3) la saturazione di densità (“SATURATION DENSITY”)

1 → si ottiene disegnando una linea dalla curva di log time fino ad intersecare la concentrazione in cellule/ml dell’inoculo.
2 → rappresenta il tempo necessario alle colture per aumentare del doppio nel centro della fase log (questo e’ un parametro caratteristico per ogni linea cellulare)
3 → rappresenta la concentrazione delle cellule nella fase stazionaria.

Questi parametri dipendono tutti dal tipo cellulare e dal tempo di ripristino del mezzo fresco. Sono quindi parametri caratteristici del tipo cellulare.

[image: image3.jpg]



figura 11: curVa di crescita di due linee cellulari (HELA E NFL). LA LINEA INTERA è PER LE HELA E QUELLA TRATTEGGIATA PER LE NFL. DT-DOUBLING TIME;
NFL-NORMAL FETAL LUNG FIBROBLAST; *-SE IL MEZZO DI COLTURA NON VIENE SOSTITUITO LE CELLULE MUOIONO; SD-SATURATION DENSITY.
tempi di durata di una coltura

La durata di una coltura può variare anche ampiamente: è possibile infatti distinguere colture a breve termine (colture primarie), la cui curva di crescita si conclude dopo un ridotto numero di replicazioni, e colture a lungo termine, in cui le cellule si dividono molte volte prima di morire. Vedremo in seguito che è però possibile intervenire in modo da allungare illimitatamente la vita della coltura; per ottenere questo risultato e’ necessario procedere all’immortalizzazione.

Colture primarie

Una coltura primaria viene generata isolando cellule direttamente a partire da tessuti o organi, le cellule isolate in questo modo riflettono meglio le attività biochimiche delle cellule in vivo, tuttavia hanno una vita limitata e, per la realizzazione di progetti a lunga scadenza, è necessario prevedere diversi isolamenti. Per procedere all’isolamento di una coltura primaria da tessuto occorre tener presente che un tessuto è composto di tipi cellulari diversi, tenuti insieme da matrice; è quindi necessario rompere la matrice per separare le cellule procedendo poi alla selezione dei tipi cellulari necessari per gli scopi sperimentali. La procedura prevede che il campione di tessuto sia trattato con tripsina e collagenasi allo scopo di digerire la matrice extracellulare, e con EDTA allo scopo di chelare il Ca++ da cui dipende l’adesione cellula-cellula. Dalla sospensione cellulare ottenuta si ottiene una coltura primaria. Le cellule della coltura primaria aderiscono alla piastra e crescono fino a coprire tutta la superficie disponibile. A questo punto vengono rimosse dalla piastra di coltura e sistemate in nuove piastre. Le colture primarie non sono sterili, quindi è obbligato l’uso di antibiotici. 

Tipi di colture

A seconda che la coltura richieda di aderire ad una superficie o cresca in un mezzo liquido, si distinguono colture adese da quelle in sospensione. Alcuni tipi cellulari, caratterizzati da crescita adesa, per effetto dell’inibizione da contatto, smettono di proliferare quando formano un monostrato. Le superfici di coltura più comuni (figura 12) erano le capsule di Petri, attualmente sono i micropozzetti (figura 13) e le fiasche (figura 14), disponibili in varie misure e composte da materiale plastico trattato opportunamente in modo da esporre cariche negative che favoriscano l’adesione cellulare.
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figura 12
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figura 13
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figura 14

Immortalizzazione

Dopo un certo numero di duplicazioni (variabile per tipo cellulare), le cellule primarie smettono di dividersi e muoiono per effetto dell’ accorciamento dei telomeri. Per ottenere una linea cellulare capace di proliferare illimitatamente (linea cellulare continua), è necessario immortalizzare la coltura; esistono diversi metodi per ottenere questo risultato, per esempio:

· Introduzione del gene esogeno che codifica per la subunità catalitica della telomerasi
· Utilizzo di oncogeni derivati da virus tumorali (antigene T di SV40), che innescano meccanismi di trasformazione simili a quelli che determinano la proliferazione tumorale.

Cellule provenienti da tessuti tumorali sono linee cellulari naturalmente immortalizzate, non a caso la prima linea cellulare continua è stata isolata da George Gey nel 1951 da tessuto tumorale di cervice uterina (Hela).

La possibilità di produrre linee cellulari continue permette di ridurre la variabilità sperimentale legata all’utilizzo di colture primarie garantendo maggiore riproducibilità. Nell’analisi dei risultati occorre però tenere presente che la coltura immortalizzata è in genere più lontana dalle condizioni fisiologiche dell’organismo di partenza.

linee cellulari continue

Diverse strutture si sono negli ultimi anni specializzate nella conservazione e propagazione di cellule su larga scala; sono infatti commercialmente disponibili per i ricercatori di tutto il mondo diverse collezioni di linee cellulari, per esempio :

· ATCC - American Type Culture Collection

· DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures

· ECACC - European Collection of Animal Cell Culture

Ciascuna di queste collezioni fornisce, oltre alla possibilità di acquistare la linea cellulare di interesse, anche informazioni sperimentali a corredo che riguardano sia il protocollo di mantenimento della linea in coltura, ma anche la specie e il tessuto di provenienza, le modalità di isolamento ed altre notizie utili al ricercatore. Alcune di queste linee sono sono:

p-19 , Hela , Huvec , NIH 3T3 , Neuro 2A , PC-12, B16-F10
In aggiunta, va ricordato che alcune istituzioni scientifiche scelgono di gestire una banca cellule interna, nella quale confluiscono linee cellulari provenienti da isolamenti eseguiti nell’ambito di specifici progetti di ricerca. 

Condizioni di coltura

Poichè all’interno dell’organismo esistono specifici sistemi di controllo che regolano funzioni vitali come nutrizione, controllo del pH, protezione, mantenimento della temperatura, la coltivazione di cellule in vitro deve avvenire assicurando il mantenimento delle stesse condizioni fisico-chimiche, per questo sono fondamentali le funzioni svolte dal terreno di coltura e dagli strumenti usati per l’incubazione.
I parametri fisico-chimici da controllare comprendono:

- il pH

-La tensione di CO2

-Sistemi tampone
- Temperatura ottimale per la crescita

-La tensione di vapore all’interno dell’incubatore

Controllo del pH e della CO2
Il pH del terreno di coltura è tamponato a pH ~7.4 (6.5-7.5) aggiungendo generalmente bicarbonato/acido carbonico. La presenza di un indicatore come il rosso fenolo consente di monitorare il pH del terreno di coltura, il colore giallastro indica infatti un valore di pH acido mentre il rosso-violaceo corrisponde ad un pH basico.
La pressione parziale di CO2 adatta alla coltura in vitro di cellule animali deve essere vicina a quella misurata all’interno dei tessuti (35-45 mmHg, pari al 4.6- 5.9% di CO2), per questo motivo l’atmosfera all’interno degli incubatori è costituita al 95% da aria e al 5% da CO2. La presenza di CO2  è accoppiata alla presenza di ioni bicarbonato. Questo, nel mezzo di coltura è in equilibrio con l’acido carbonico e questa evenienza deriva dal pH della soluzione. L’acido carbonico a sua volta è in equilibrio con la H20 e con la CO2 in fase gassosa. 
Siccome è evidente che è impossibile mantenere l’equilibrio :
HCO3 - >< H2CO3
Senza mantenere l’equilibrio :

H2CO3 >< CO2 +  H2O

Tale condizione si ottiene solamente  in presenza di CO2 nella fase gassosa:
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                                  CO2 persa 
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H+ + HCO3 - >< H2CO3 >< CO2 + H2O
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                                 CO2 aggiunta

In tal caso l’equilibrio è spostato verso sinistra e l’effetto tampone è ottenuto dalla presenza dello ione bicarbonato (basico) e dagli ioni idrogeno (acido). Infatti la perdita di CO2 , coseguente al fatto che è un gas e quindi al suo allontanamento, sposterebbe la reazione a destra. La riduzione di ioni bicarbonato ridurrebbe la crescita cellulare, oltre a non permettere l’effetto tampone sul pH del mezzo di coltura.
Infatti la riduzione di CO2 renderebbe il mezzo più basico poichè gli ioni H+ verrebbero sequestrati per formare l’acido carbonico che a sua volta si dissocia in CO2 e H2O. 

H+ + HCO3 - >< H2CO3 >< CO2 + H2O

                    BASICO                               RIDUZIONE

                                                                 di co2
                             RIDUZIONE
                       di h+ 
Al contrario un accumulo di CO2 sposterebbe l’equilibrio verso sinistra abbassando il pH.

H+ + HCO3 - >< H2CO3 >< CO2 + H2O

                                                              accumulo
                  acido                                      di co2

                      accumulo di h+ 
L’approviggionamento di CO2 si ottiene in due modi diversi se si tratta di colture in sospensione oppure di colture adese alla piastra.

Nel primo caso si limita la diffusione della CO2 mantenebdo il tappo chiuso, nel secondo caso si usano incubatori a CO2 e il tappo delle fiasche è mantenuto aperto. Attualmente sono in uso fiasche con un filtro permeabile alla CO2 e quindi con il tappo chiuso, che riduce eventuali contaminazioni (vedi figura 16).
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FIGURA 15: vari tipi di contenitori per colture cellulari adese (capsule Petri e fiasche) e in sospensione (bottiglie rotanti).

Controllo della temperatura

La moltiplicazione cellulare aumenta con l’aumentare della temperatura fino ad un limite che può variare da cellula a cellula. Oltre tale limite la crescita è inibita fino alla morte cellulare. L’ambiente fisico necessario alla crescita in vitro viene fornito dagli incubatori (figura 15), strumenti capaci di mantenere temperatura e atmosfera controllate. Le cellule coltivate in vitro richiedono un controllo di temperatura rigoroso almeno quanto quello dell’organismo vivente; cellule di mammifero vengono comunemente coltivate a 37°C, mentre per altri tipi cellulari, come ad esempio cellule di drosophila, l’incubatore deve poter essere regolato a temperature diverse come 30°C o 34°C. Per le cellule di animali a sangue freddo, la temperatura ottimale è quella al limite più alto della temperatura corporea.


FIGURA 16: incubatore, sono evidenti la porta di vetro interna e quella metallica esterna
La funzione dell’incubatore è quella di mantenere costante la temperatura e di limitare l’evaporazione dei mezzi di coltura, poichè le capsule e i dischi non sono chiusi ermeticamente. L’umidità all’interno dell’incubatore è amntenuta a un valore prossimo alla saturazione, grazie alla presenza sul fondo di un contenitore con acqua (Figura 17). Elementi che disturbano la tensione di vapore all’interno dell’incubatore sono: l’aperura della porta dell’incubatore, che porta aria secca e fredda e la presenza di punti freddi al suo interno. Tali evenienze conducono alla formazione di condensa che previene il raggiungimento della tensione di vapore ideale. La condensa si evita con incubatori a camicia d’acqua (Figura 17) o ventilati.

FIGURA 17: incubatore a camicia d’acqua. Il calore è distribuito uniformemente all’interno evitando formazione di condensa 

E’ necessario considerare che l’apertura delle porte dell’incubatore, oltre a ridurre la tensione di vapore all’interno dello stesso, riduce la percentuale di CO2 e la temperatura. Tale evenienza viene superata da incubatori forniti di sistemi di ripresa dei parametri, definiti rapidi. I parametri impostati vengono quindi ripristinati alla chiusura delle porte nel più breve tempo possibile (Figura 18).

FIGURA 18: ripristino delle condizioni presenti prima dell’apertura delle porte.
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