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	LUGAR DE LA PRÁCTICA
	Lab E301 Por aula Virtual

	TÍTULO DE LA UNIDAD
	DIAGNÓSTICO MOLECULAR PARA VIRUS

	TEMA DE LA PRÁCTICA
	Cultivo de células de fibroblastos

	RESULTADO DE APRENDIZAJE.

	Aplica los protocolos de diagnóstico molecular mediante el uso de técnicas probadas para el diagnóstico de enfermedades virales

	OBJETIVO GENERAL
	Comprender las bases del diagnóstico de virus a través del cultivo de células

	OBJETIVOS ESPECÌFICOS:

	Comprender el cultivo de células de fibroblastos

	MARCO TEÓRICO

	El cultivo de tejidos ha sido considerado durante mucho tiempo como una mezcla de ciencia y arte. Inicialmente fue considerada como una técnica particularmente difícil de aprender. Sin embargo, hoy en día estas dificultades están superadas gracias a factores como los medios de composición definida, la disponibilidad de antibióticos, las instalaciones asépticas (salas de cultivo limpias, cabinas de flujo laminar, incubadores estériles, etc), dispositivos de cultivo (botellas con tapones filtrantes, placas de Petri ventiladas, etc).
Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células 'in vitro', manteniendo al máximo sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y genéticas. Se distinguen cuatro tipos de cultivo celular.
Al establecer un cultivo celular se seleccionan las células que van a crecer en función de numerosos criterios: sólo formarán parte del cultivo aquellas células que sean capaces de superar el proceso de disgregación, de adherirse al sustrato y de proliferar (bien en forma de monocapa, bien en suspensión).
El crecimiento en monocapa significa que las células se adherirán al sustrato y en esa forma inician la proliferación. Muchas líneas celulares son anclaje-dependientes, es decir, no inician la proliferación hasta que se han adherido al sustrato. Este es el modo normal de proliferación de la mayor parte de las células, con excepción de las células hematopoyéticas maduras.
El crecimiento en suspensión es propio de aquellas células capaces de proliferar sin necesidad de adherirse al sustrato porque son independientes del anclaje. Es propio de las células hematopoyéticas, algunas líneas celulares transformadas y de células procedentes de tumores. Es de destacar que en todo tejido existe una fracción o tipo celular que es capaz de crecer en suspensión. A pesar de que su origen no está claro se cree que se trata de células madre ("stem cells") indiferenciadas.
Al alcanzar la confluencia es cuando muchas líneas celulares expresan sus aspectos más característicos. Es en este estado cuando su morfología y fisiología son más parecidas a su estado original. Es también el momento en el que se detiene el crecimiento y se hace necesario dividir, replaquear o propagar las células.
Las líneas celulares que nunca se establecen como estables se mantienen euploides, como es el caso de fibroblastos humanos, fibroblastos de pollo y la glia humana.

	MATERIALES Y MÉTODOS

	Equipos
	Materiales
	Reactivos

	
	
	

	PROCEDIMIENTO / TÉCNICA:

	Cultivo primario de fibroblastos. Este protocolo describe los diferentes pasos para obtener un cultivo primario de fibroblastos a partir de la biopsia de piel de hámster. Los fibroblastos se derivan directamente de piel extraída.
 a. Se coloca 10 ml de suero fisiológico en una placa de Petri, empleando una jeringa estéril.
 b. Se introduce la biopsia de piel extraída en la placa para lavarla.
 c. Se pasa la biopsia a otra placa que contenía también 10ml de suero fisiológico para realizar un doble lavado.
 d. Utilizando el bisturí y la pinza se dividió la biopsia de piel en pequeños fragmentos de aproximadamente 0,3 x 0,3 cm.
 e. Se colocan tres fragmentos de piel, cada uno en una placa distinta.
 f. Utilizando una pipeta de vidrio estéril se agregaron 6ml de RPMI 1640 a cada placa.
 g. Se tapa las placas de Petri y se marcaron con lápiz de cera con la letra C y los números 1, 2, y 3 respectivamente, para facilitar su identificación.
 h. Se colocan las tres placas dentro de un beaker de 2000ml.
 i. Se sella bien el beaker con parafilm para permitir que las células mismas con su metabolismo crearan un ambiente enriquecido con CO2.
 j. Se coloca el beaker dentro de la incubadora a 37°C.
 k. Los fragmentos restantes se coloca en una placa de Petri con 15ml de suero fisiológico y se colocaron en la nevera para criopreservarlos

6.3.4. Mantenimiento del cultivo celular en placas de Petri. La morfología y el crecimiento general de una población de células, y la presencia de cualquier contaminante microbiano, se deben comprobar regularmente con el microscopio.
a. El segundo día, se saca de la incubadora el beaker con las placas, se extre la placa marcada con C1 y se vuelve a colocar el beaker debidamente sellado dentro de la incubadora con las otras dos placas.
b. Se destapa la placa C1 y con una pipeta Pasteur se extrae el medio de cultivo y se desecha.
c. Con un aplicador aséptico se frota el fondo de la placa para obtener células que pudieran estar adheridas a la placa.
d. Se frota el aplicador sobre el portaobjetos para esparcir sobre este las células que pudieran estar adheridas al aplicador.
e. Se aplica colorante Wright al portaobjetos y se colocó el cubreobjetos.
f. Se observa al microscopio.
g. El tercer día se saca de la incubadora el beaker con las placas, se extrajeron las placas restantes marcadas con C2 y C3.
h. Usando una pipeta Pasteur se extrae el medio de las dos placas y se coloca en tubos de ensayo.
i. Con un aplicador se frota el fondo de la placa para obtener células que pudieran estar adheridas a la placa.
j. Se frota el aplicador sobre el portaobjetos para esparcir sobre este las células que pudieran estar adheridas al aplicador.
k. Los tubos de ensayo que contiene el medio viejo se centrifuga por 10 minutos a 5000 rpm.
l. El sobrenadante se desecha y el sedimento se esparce con un aplicador sobre un portaobjetos y se observa al microscopio, luego de colorearlo con Wright.
m. Con una pipeta de vidrio estéril se agrega 6ml de medio fresco a cada placa.
n. Se coloca las placas dentro del beaker debidamente sellado y se guara en la incubadora.
o. Se observa al microscopio la muestra obtenida.
p. Después del tercer día, se prosigue revisando cada 24 horas muestras del cultivo, obtenidas de la forma indicada, y cambiando el medio de cultivo de todas las placas, cada 48 horas, de igual forma que se hace en el tercer día.


	RESULTADO (Gráficos, cálculos, etc.)
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	OBSERVACIONES

	Las células fibroblatos pueden incorporar fácilmente a los virus del HPV

	CONCLUSIONES

	Después de reproducir el método cuatro veces, se obtiene un estándar de cultivo de fibroblastos in vitro la metodología aplicada funciona, es válida, y fácilmente reproducible. De acuerdo con los resultados encontrados, se puede decir que la estandarización de un cultivo celular es un proceso corto pero que requiere de mucha dedicación, esfuerzo y cuidados especiales, pues de no tener esto en cuenta al realizar un cultivo se puede incurrir en una pérdida de tiempo y dinero

	RECOMENDACIONES

	Realizar limpieza del cuarto de cultivo rutinariamente según lo descrito en los protocolos establecidos y trabajar en condiciones de asepsia, con el fin de evitar la contaminación de los cultivos o del material y reactivos del laboratorio.
Mantener en adecuadas condiciones de almacenamiento los reactivos según la especificación de los proveedores, especialmente las soluciones de enzimas, ya que estas son susceptibles a degradarse si no se encuentran en la temperatura adecuada. Para esto se pueden realizar alícuotas del volumen suficiente para cada ensayo con el fin de que solo se descongele la proporción que se va a utilizar
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