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Trabalhar com cultura de células

4

Ambiente Estéril

4

Cells cultivadas em meios ricos em nutrient
es = micro-organismos contaminantes
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Agentes fisicos comumente utilizados:

- Aguecimento por autoclavacao;
—> Radiacao Ultravioleta;

—> Radiacao lonizante

~iltracao




Aplicacao de Calor para Esterilizacao

......

' Calor — muito utilizado para esterilizagcao de mater
lais (condi¢Oes Umida ou secas);

Calor umido:
—> Desnaturacao e coagulacdo das proteinas vitais;

Calor seco:
—> Oxidacao dos constituintes organicos das cells.




Calor umido (mais eficiente)

—>desnaturacio de proteinas exige temperat
uras e tempos de exposicao menores;

—>Propagacao calor em ambiente umido —
ais rapido.

EX: endosporos de Bacillus anthracis
destruidos 2 — 15 min a 100°C (c. umido)
180 min a 140°C ( c. seco)




Calor seco

— materiais impermeaveis ou danificaveis
pela umidade (0leos, vidrarias, metais, etc).



AUTOCLAVE

-2 121°C — 15 min;

RADIACAO/ IRRADIACAO
—>Aplicacao de energia radiante;

- Processo empregado na esterilizacao de
materiais para cultivo de cells;

- Chamada esterilizacao a frio.
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Radiacao lonizante

- Incluem raios gama e raios X

- -Radiacbes causam ionizacao das moléeculas
T ‘em atomos ou grupos de atomos;

-Raios podem penetrar através de materiais
empacotados e esterilizam seu interior;

- método muito empregado em cultura de cell

EHNVAY OSSR Na



..........

Radiacao Gama
- Forma mais barata de radiacao;
- Apresenta alto poder de penetracao,

- Inicialmente, foi utilizada para esterilizacao de
materiais sensiveis ao calor;

-Atualmente é aplicada sobre algumas reacoes
animais e alguns alimentos (deterioracao);

-Grande gtde de material pode ser
descontaminado por esse processo.
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Radiacao UV

- Forma efetiva de esterilizar ou reduzir flora
microbiana em quase todas as substancias;

~_-atinge DNA bacteriano;
A
-Util para desinfeccio de superficies
(pequeno poder de penetracao)

Ex: salas com lampadas germicidas
camaras de fluxo laminar

- Cuidados: agressivo ao olho e pele
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Alcool

—>Etanol — mais aceito para desinfeccao em
ambientes de cultivo de cells;

\\.\\\% - Desnaturacéao das proteinas (rapidamente
na presenca de agua);

Y

—> Etanol absoluto menos ativo que 70%.
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Acéo germicida de varias concentracdes de etanol em
solucao agquosa Streptococcus pyogenes

Concentracéao de Etanol

Tempo (segundos)

10 20 30 40 50
100 - - - - -
95 - - + + +
90 - + + + +
80 + + e + +
70 + + + + +
50 - - + +- +

40
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Filtracao

- Descontaminacao ar ambiente (fluxo laminar)

- Esterilizacao de liguidos com componentes
- termossensivels;
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- Nao ha morte de micro-organismos;

- Processo consiste na passagem de liquido
Ou gas por material com pequenos poros.
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amara de fluxo laminar

Principal equipamento para manutencao da

esterilidade e contencao de agentes infecciosos
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T Permite a remocao de particulas do ar na area d
e trabalho
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- Permite a protecao da contaminacao cruzada

- Protecao do experimento e nao do manipulador
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omo utilizar a Camara de fluxo laminar??
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1- Camara deve ser instalada em area livre de
orrente de ar e contaminacao excessiva,

- Deve ser limpa com alcool 70% antes e
apos a utilizacao;

' 3- Luz UV deve ficar ligada 20-30 min;

4- Todos frascos de solucoes e materiais que
entrarao na camara devem ser higienizados
com alcool 70%

5- Descartes devem ser mantidos dentro da
camara durante o trabalho

OOOOOOOOOOOOOO

S RICO L RALS SEm POBREZA



e

5- Nunca abrir o visor frontal durante o uso:;

- Reduzir o n. de materiais dentro da camara
fJurante o procedimento;

8- Evitar o uso do bico de bunsen aceso
dentro da camara (ar quente danifica filtros);

O- Transito atras do operador deve ser evitado;

10- Fluxo deve continuar em funcionamento
por pelo menos 5 min apos o término do
procedimento.
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Aula 4 — Contagem de células
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Introducao:

-Contagem de cells geralmente é realizada
antes de sua utilizacao em experimentos;

- Camara de Neubauer =2 Instrumento
utilizado para tal fim;

Metodo mais simples, barato para contagem
de céelulas
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Preparacao das cells em suspensao:

-Solugao deve estar homogénea para
contagem em Camara de Neubauer;

Pequeno volume deve ser retirado e
realizada a diluicao necessaria (depende da
concentracao de cells)
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Preparacao das cells em suspensao:

-Para liberacao das cells da superficie da

. 0 melo de cultura deve ser cuidadosamente
"\\\{§;§\;.$\;.‘,‘S»,}\s‘.v‘"”1 retirado para que seja lavado com  tripsina-
(NN =D T A
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-Tripsina -> age digerindo e clivando
proteinas de adesao;

-EDTA - quela os divalentes cations livres.
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Camara de Neubauer

- Definida como um slide de vidro que
apresenta 2 superficies separadas:
cada uma e dividida em 1 grid

Grid — composto por 9 quadrados (cada um
mede 1mm de lado e € limitado por 3 linhas
proximas)
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Camara de Neubauer

Cells - observadas utilizando-se objetiva de

10X;

A

~ Laminula de vidro é posicionada na area
central da camara

AN

A
AN

Espaco entre lamina — laminula = 0,1 mm
T ~_

Muito importante para a contagem de cells -2
aumentos maiores (de imersao) nao devem
ser utilizados, pois pressionam a laminula

R N N LY
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Camara de Neubauer

Assim, o volume determinado por cada
‘quadrado quando coberto por laminula ¢é de:

| 1mm X Imm X 0,1 mm = 0,1 mm?3

oo

Que corresponde a 0,1uL

~_— .
Para obter numero de cells/mL - corrigir o

valor multiplicando por 104 (10.000)
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Camara de Neubauer

-Contagem de cells: utllizar o quadrado
central ou os 4 quadrados dos cantos;

-A escolha depende da concentracao de cells

Na Suspensao I l 1, TIITHT |
11 T A
__113 1 0 b-_
EE===iiw=se==:
:t:**f‘ et Pi:;
__,_B ! i % ” ‘ B ]
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Camara de Neubauer

-Se contar 4 quadrados - fazer a média;

-Contagem de mais de um quadrado garante
resultado mais confiavel;
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Camara de Neubauer

Existem 3 linhas ao redor de cada quadrante
Excluir as cells que estiverem sobre as linhas
nferiores e da direita;

Excluir as das linhas superiores e esqguerda.

s =1
Eﬁ A
® O Or
(> Q)
o<l —
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Camara de Neubauer

Calculo da concentracao total de cells na
suspensao original:

};I '\ 'q 'v'

A W o
A
N v.',”"“"’ |

~ N°total cells contadas X 104 X Fator diluicdo = n. cells/mL
| N° quadrados contadas

f ‘,l';‘-'\\

-Quando cells estao muito concentradas -
realizar diluicao no meio de cultura ou solucao
salina
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Viabilidade de Cells

Cells viaveis = excluem o corante do
itoplasma;

Cells mortas - aparecem azuis.

Ao observar, a proporcao dentre o n. de cells
vivas e o total (vivas e mortas) fornecera uma
porcentagem de viabilidade celular, qual deve ser
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de cells (diluicao 1:2) e obteve-se um n. de 16

O cells ao todo. Foram contados os 4 quadrad
os do grid. Deste total de cells, foram contada
s 10 cells azuis (mortas) e 150 cells sem color
acao (vivas). Qual a porcentagem de via
bilidade celular?
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INSTITUTO FEDERAL

160 X 2 X 104 =320 x 10.000 = 32.000.000 (320 x 104 =80 x 104
4 total cells

150 X 2 X 104 =300 x 10.000 = 30.000.000 (300 x 104) =75 x 104
4 cells vivas

75 x10%= 0,93 =93% cells viaveis
80 x 104
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