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Sesién 2. Mantenimiento in vitro de los cultivos. Operaciones bésicas

El objetivo de esta préctica es la de realizar el mantenimiento periddico de un
cultivo en monocapa, mediante el correspondiente cambio de medio de cultivo, y
estudio microscopico del mismo una vez transcurridas unas horas desde la
descongelacién. lgualmente se estudiard la ausencia o presencia de micoplasmas
mediante microscopia de fluorescencia.

Material adicional: videos.

Cambios de medio de cultivo. Esta operacion se efectuaré a las 24-48 horas tras
la descongelacion y siembra, y cada 48 horas siempre y cuando el cultivo esté en un
estado de confluencia inferior al 90-95%. Siempre se llevara a cabo en el interior de la
cabina de seguridad biolégica. Para realizar esta operacion de forma correcta, se
pipeteara todo el medio de cultivo contenido en el frasco de crecimiento y se eliminara
en un deposito para deshechos bioldgicos al que previamente le afadiremos
aproximadamente 100 ml de lejia de uso domestico. No se mantendra el cultivo sin
medio mas tiempo que el estrictamente necesario para completar esta operacion.
Inmediatamente afiadiremos 5 ml de medio de cultivo fresco y agitaremos suavemente
el frasco para distribuir bien dicho medio.

ﬂﬂj MEDIO DE
CULTIVO

Estudio del cultivo mediante microscopia optica. Antes y después de efectuar el
cambio de medio de cultivo se realizard una inspeccion visual a diferentes aumentos
(10x, 20x, 40x) con el microscopio Optico, digitalizando las imagenes visualizadas. Se
estudiara el estado de confluencia, aspecto morfol6gico, posible contaminacion
bacteriana y/o fungica, presencia de células muertas, etc.

Estudio de ausencia de contaminacion por micoplasma. Al cultivo preparado
para este fin en la Sesion 1 se le aplicard el siguiente protocolo para tincion del ADN:

- Retirada del medio de cultivo sin dejar las células completamente secas.

- Las células se fijaran durante 5 minutos con 3-4 ml de fijador de Carnoy (meta-
nol: &cido acético, 3:1).

- Retirada del fijador y adicion de nuevo de otros 3-4 ml de fijador dejandolo
actuar durante 10 minutos.

- Retirada del fijador, dejando la placa secar al aire.
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- Adicion de 3-5 ml de solucion colorante especifico para ADN (H33233,
Hoechst), e incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscu-
ridad.

- Retirada de la solucién colorante y lavado de las células tres veces con agua
bidestilada.

- Estudio de la preparacion con un microscopio de fluorescencia a 40x. La
ausencia de micoplasmas se comprueba por la no presencia de citoplasma
celular tefiido.
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Cambios de medio de cultivo

Describa y dibuje el aspecto del cultivo
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Estudio de contaminacion por micoplasma

Dibuje y comente la ausencia o presencia de micoplasmas en el cultivo, razonando el
resultado de la técnica




