Ing. delle cellule animali

Condizioni di sterilità e contaminazioni                                                                Lezione 3 del 18.04.08

La sterilità è un prerequisito in tutte le fasi di una coltura e per ogni tipo di coltura. I terreni che si utilizzano quando si lavora con le colture cellulari costituiscono un substrato ottimale non solo per le cellule ma anche per i microrganismi che contaminano le colture cellulari. Bisogna quindi prevenire le contaminazioni o, nel caso in cui si verificano, cercare di eliminarle. 

I rischi di contaminazione per le colture cellulari li troviamo a vari livelli. Nelle colture primarie i campioni che derivano da soggetti umani o animali sono di per se a rischio di contaminazione proprio perché derivano da un organismo intero e quindi possono portare con se eventuali agenti patogeni o infettanti già presenti nei campioni di partenza. Altre fonti di contaminazione sono le modalità con cui allestiamo una coltura cellulare: in tutte la fasi bisogna stare attenti ad evitare di portarsi dietro agenti contaminanti. Molti reagenti che si usano per lavorare con le colture sono di origine animale e quindi possono essere veicolo di contaminazioni (es. il siero). I laboratori spesso non sono idonei per la coltivazione delle colture cellulari perché anche se esistono delle regole generali frequentemente si hanno difficoltà di natura pratica. Si cerca quindi di mantenere le condizioni sine qua non ma spesso bisogna scendere a compromessi dovuti dalla struttura e dal personale che ci lavora. Il personale spesso è poco addestrato dato che certe volte l'accesso è consentito anche ad altre persone come tirocinanti o tesisti. Infine abbiamo l'uso sistematico di antibiotici per le colture cellulari. Quando però si fa un uso troppo vasto di antibiotici si selezionano ceppi resistenti che, quando si verifica la contaminazione, non sono facili da radicare: quindi l'uso degli antibiotici deve essere limitato solo per colture cellulari delicate, importanti o difficilmente reperibili.

Le contaminazioni possono essere:

· Di tipo chimico, come residui di detergenti e disinfettanti o anche la presenza di impurità o tossine presenti nell'acqua che si usa nelle normali procedure di laboratorio.

· Di tipo biologico, come contaminazioni derivanti da microrganismi che vanno a contaminare la coltura o anche contaminazioni derivata da altre cellule come nel caso delle cellule Hela che hanno una velocità di duplicazione molto elevata rispetto alle altre cellule. Quello che deve essere tenuto presente è che nessuna di queste due contaminazioni può essere eliminata al 100% ma si può tenere sotto controllo.

I microrganismi contaminanti possono essere batteri, che sono la contaminazione più diffusa; i miceti (muffe o lieviti); i virus, anche se in questo caso la contaminazione è abbastanza rara; infine possiamo avere contaminazioni da micoplasma, una delle più frequenti contaminazioni che si hanno quando si lavora con le cellule.

I rischi di contaminazione derivano quindi sia dal donatore (nel caso delle colture primarie) sia dall'operatore e dal laboratorio.

Norme precauzionali per la riduzione ed eliminazione delle contaminazioni.

Al momento del prelievo bisogna stare attenti a lavorare in condizioni di sterilità perché è il primo passo di possibile fonte di contaminazione; durante la preparazione delle cellule stesse; anche nella coltivazione bisogna sempre e comunque mantenere condizioni che tengano sotto controllo le contaminazioni.

Contaminanti.

I virus sono una contaminazione rara e sono contaminazioni difficilmente riconoscibili (tranne se determinano effetto citopatico, ovvero le cellule vanno incontro a lisi). I virus possono anche integrarsi nel genoma dell'ospite e possono quindi trasmettersi alle cellule figlie sempre senza dar segno di ciò. Virus di derivazione umana o animale, come i retrovirus ed il virus di SV40, non sono considerati dei contaminanti perché convivono all'interno delle cellule senza dare alcun problema, quindi senza alterare morfologia e metabolismo delle cellule. Talvolta possono essere usati per la trasformazione di cellule di colture primarie in colture stabilizzate.

I batteri invece sono facilmente individuabili e visualizzabili in una coltura cellulare. Una contaminazione di tipo batterico alla fine porta alla morte delle cellule. I più comuni batteri che possiamo ritrovare come contaminanti delle colture cellulari sono soprattutto gram positivi come vari tipi di staphylococcus che sono naturalmente presenti nell'epidermide, nell'apparato digerente, nelle mucose. Anche gli streptococchi sono spesso presenti nelle colture soprattutto quelli di tipo β emolitici. Quando ci accorgiamo di una contaminazione batterica bisogna disfarsi della coltura e buttar via tutto ricominciando da capo.

Anche i funghi sono facilmente visualizzabili e riconoscibili tramite osservazione al microscopio, possono essere unicellulari come i lieviti o pluricellulari come le muffe. La candida albicans è uno dei funghi che più spesso infetta le colture cellulari. I funghi possono essere eliminati dalle coltura utilizzando specifici farmaci antimicotici, ma se la coltura non è preziosa è meglio ricominciare da capo l'esperimento.

Infine abbiamo i micoplasmi che sono uno dei problemi più grandi. Effettuano una contaminazione insidiosa con effetti a lungo termine. Tutti i risultati che si ottengono con una coltura cellulare infettata dai micoplasmi vanificano ogni risultato sperimentale.

Gli effetti che i micoplasmi provocano sulle cellule sono:

· Le cellule cominciano a crescere meno, la loro capacità di proliferazione rallenta (primo segnale che qualcosa non va).

· Alterazioni morfologiche nelle cellule.

· Aberrazioni cromosomiche (come anche taglio del DNA in vari frammenti).

· Alterazioni metaboliche sia a livello del metabolismo degli AA che degli acidi nucleici.

Tutte modificazioni che falsificano la sperimentazione.

Le contaminazioni inter-cellulari si hanno soprattutto con le cellule Hela che sono cellule particolari. Questa contaminazione è abbastanza frequente e subdola. Necessita di test di tipo cariotipico per identificare la contaminazione di un'altra linea cellulare.

Contaminazioni da parte di batteri e micoplasmi.

La contaminazione da parte di batteri e micoplasmi è quella che causa più problemi ai biologi cellulari. Essa è probabile che avvenga ma non deve essere frequente. E' importante identificare l'origine ed il tipo di contaminazione con cui abbiamo a che fare per poter arginare una eventuale epidemia. I batteri effettuano una contaminazione visibile e, nell'arco di 24-48, subito uno se ne accorge. In presenza di moltissime contaminazioni di vari tipi di batteri si ha una variazione del pH dei terreni di coltura. Come abbiamo già visto, nel terreno di coltura si aggiunge una sostanza in grado di virare di colore a seconda del pH del mezzo. Nel caso di una infezione da batteri si ha un forte abbassamento del pH ed il colore del terreno di coltura diventa completamente giallo. Se la fiasca è completamente gialla qualcosa non è andata bene. La variazione di pH si ha anche con contaminazioni da parte di lieviti ma non marcata come nel caso dei batteri. A volte avviene invece un innalzamento del pH in presenza di funghi. Accanto alla variazione del pH si può osservare anche una torbidità del terreno, un aspetto granulare e sabbioso che indica la presenza di agenti esterni. Non appena abbiamo rilevato una eventuale contaminazione grazie alle osservazioni viste prime, possiamo osservare al microscopio la nostra coltura per avere una eventuale conferma di contaminazione. Al microscopio, nel caso dei batteri, si possono vedere forme a cocchi o bastoncelli mobili; i lieviti appaiono come particelle rotonde ed ovali mentre i funghi come filamenti che possono presentare anche spore. La morfologia dei contaminanti è quindi regolare e spesso essi sono mobili.

La contaminazione da micoplasmi è una delle principali. Essi sono i più piccoli microrganismi in grado di autoreplicarsi. Essi sono molto piccoli e al microscopio non si vedono. Non hanno parete cellulare e quindi sono ultrafiltrabili, cioè passano attraverso i filtri. Sono correlati ai gram negativi ed hanno limitate capacità biosintetiche cosa che altera il metabolismo della cellule per alimentarsi. Essi spesso passano inosservati al microscopio ottico, non rendono i terreni torbidi quando sono liquidi e non si rilevano con test di sterilità routinari. Essi sono ultrafiltrabili con filtri da 0,22 micron.

Sulla coltura cellulare gli effetti sono una riduzione del tasso di proliferazione cellulare perché sfruttano le risorse delle cellule per sopravvivere: quindi impoverimento di AA essenziali soprattutto arginina dal terreno di coltura. Essi provocano alterazioni dal punto di vista morfologico ed anche il distacco delle cellule ma solo per contaminazioni avanzate. Provocano un'alterazione della sintesi di DNA, RNA e proteine, provocano aberrazioni cromosomiche ed alterazioni della composizione della membrana. Tutti questi effetti sono incompatibili con la possibilità di continuare a lavorare con una coltura infettata. 

Si stima che circa il 10-85% delle colture cellulari sono infettate da micoplasmi. Bisogna fare quindi dei test per analizzare la contaminazione. Alcuni micoplasmi sono difficilmente eliminabili dato che non esiste una cura specifica contro i micoplasmi. La maggior parte dei micoplasmi è di origine umana ma anche di origine bovina e suina (terreni e sieri di origine animale). Nell'uomo abbiamo quattro specie principali che sono caratteristiche di vari apparati come quello urogenitale e respiratorio. Alcuni di questi hanno un certo grado di patogenicità mentre altri sono solo commensali. Le specie di origine bovina e suina sono invece legata all'uso del siero che può essere contaminato. Per quando riguarda al contaminazione derivata dai suini questa contaminazione non è stata accertata ma si pensa che in realtà derivi dal fatto che bovini e suini sono allevati insieme dato che dai suini si prende solo la tripsina.

Metodi di ricerca dei micoplasmi contaminanti:

· Metodi morfologici con microscopio elettronico dato che sono molto piccoli.

· Metodi di colorazione specifica degli acidi nucleici con dei fluorocromi che sono l'Hoechst ed il DAPI che permettono di rilevare agenti contaminanti riconducibili ai micoplasma perché si rileva materiale genetico fuori dal nucleo, nel citoplasma. Si vede subito che in cellule contaminate dal micoplasma il colorante, oltre che nel nucleo, si trova anche nel citoplasma. Questo metodo è poco sensibile.

· Metodi immunologici: test elisa immunospecifici che sono più lunghi e più costosi.

· Metodi di biologia molecolare tramite pcr con primer specifici con DNA ribosomale 16S. Questa tecnica ci permette di individuare meglio il tipo di contaminazione con facilità.

Quando il test risulta positivo si tenta, per cellule importanti, di curarle mentre nel caso si tratta di cellule che abbiamo acquistato o di cui abbiamo riserva conviene sostituirle. La cura è quindi difficile nel caso di batteri e funghi mentre nel caso dei micoplasmi si può effettuare un trattamento con farmaci appropriati. Per i virus bisogna disfarsi delle cellule.


Esistono tre gruppi di molecole per curare le contaminazioni dei micoplasmi:

Macrolidi e tetracicline che agiscono sulla sintesi proteica inibendola legandosi alle subunità ribosomali. Queste sostanza fanno parte del prodotto BM ciclina. Abbiamo poi i chinoloni che inibiscono la replicazione del DNA agendo sulle DNA girasi.

Se le cellule sono importanti e devono per forza essere mantenute, seppure infettate, si può quindi effettuare un trattamento con chinolone o BM ciclina (per un paio di settimane). Poi si fanno dei test (es. PCR) per vedere se la cura è riuscita. Se il test risulta positivo (quindi c'è ancora contaminazione) si vede a cosa è resistente il micoplasma per sostituire l'antibiotico. La percentuale di successo è abbastanza alta.

Le fonti di contaminazioni sono quindi: operatori; aria ambientale; recipienti; liquidi per colture; trasmissione della contaminazione per aerosol da una coltura ad un'altra.

Come prevenire la contaminazione.

- Evitare di aggiungere antibiotici di routine per evitare di selezionare ceppi resistenti.

- Non pipettare mai a bocca (ormai ci sono i pipettatori automatici).

- Non mangiare, bere, fumare in laboratorio e non parlare durante la manipolazione della coltura su cappa.

- Accurata pulizia delle manie e delle superfici.

- Tenere in quarantena qualsiasi materiale sospetto ed eliminare quello infetto per evitare di contaminare anche altre colture.

- Utilizzare materiale monouso sterile e strumenti sterilizzati.

- Utilizzo di soluzioni e terreni sterili.

- Manipolare tutto nella cappe a flusso laminare.

- Saggiare il funzionamento delle attrezzature come autoclavi, stufe e distillatori.

- Monitorare i terreni di coltura, la tripsina ed i sieri. Quando si fa lo stoccaggio del siero, se non lo si fa in condizioni di assoluta sterilità, chiunque va ad utilizzare quella aliquota avrà una coltura contaminata.

- Non fare entrare in laboratorio estranei e non addetti al lavoro.

Metodi per sterilizzare.

La sterilizzazione è in grado di uccidere la maggior parte dei germi, sia quelli patogeni che quelli non patogeni, anche agenti che possono fare spore resistenti.

Abbiamo una sterilizzazione per filtrazione con vari filtri come quelli a siringhe, per sterilizzare volumi piccoli da 1 a 100 ml, o filtri a caffettiera per sterilizzare volumi che arrivano fino ad un litro. La sterilizzazione si può fare anche con raggi UV efficaci per le superfici esposte agli UV dato che danneggiano il DNA. Altra sterilizzazione è quella mediante calore che altera la struttura delle macromolecole inibendo le funzioni essenziali dei microrganismi. Alcune specie però non sono eliminabili da queste metodiche come quelli che producono spore. Il calore viene utilizzato in concomitanza ad un ambiente umido sotto forma di vapore saturo sotto pressione che è quello migliore. La sterilizzazione può essere effettuata tramite autoclavi per materiali che non sopportano temperature maggiori di 160 gradi (es. plastiche e terreni). La durata è generalmente di 15-20 minuti. Sopra il materiale da sterilizzare si mette del nastro adesivo che a temperature superiori ai 120 gradi cambia di colore permettendoci di avere una conferma della sterilizzazione. La sterilizzazione a secco si usa invece per la vetreria per temperature superiori di 160 gradi per 2 ore circa o più. Anche qui si usa un nastro specifico di rilevazione. Infine abbiamo i detergenti e disinfettanti per le mani che hanno una attività germicida per lungo tempo e ad ampio spettro oltre a non essere tossici o irritanti per l'operatore.

Norme di sicurezza nel laboratorio di colture cellulari.

Definizione di agente biologico: qualsiasi microrganismo, anche geneticamente modificato, una coltura cellulare o un endoparassita umano che potrebbero provocare infezioni, allergie o anche intossicazioni. Per microrganismo si intende un'entità microbiologica, cellulare o meno, in grado di riprodursi e trasferire materiale genetico.

Coltura cellulare: il risultato di una crescita in vitro di cellule derivate da organismi pluricellulari.

Valutazione della pericolosità di un agente biologico:

- Infettività: ovvero la capacità di resistere alle difese dell'ospite per replicarsi nell'organismo stesso.

- Patogenicità: capacità di produrre malattia.

- Trasmissibilità: ovvero la capacità di essere trasmesso da un soggetto infetto ad un soggetto sano.

- Neutralizzabilità: disponibilità di misure per contrastare la proliferazione dei microrganismi e quindi misure profilattiche per prevenire o curare un'infezione.

I fattori di rischio a cui siamo esposti possono essere cellule intere che sono fonte di rischio perché spesso le colture cellulari sono di natura umana. Spesso può verificarsi un'infezione da parte di cellule. Agenti causali come batteri e funghi possono contaminare le colture e poi infettare l'operatore. Retrovirus ed agenti nucleici possono essere fattori di rischio per l'operatore. Contaminanti microbici, endotossine batteriche, proteine, antibiotici, solventi (che possono essere tossici), composti di lavaggio, induttori e nutrienti presente nei terreni di coltura.


Aerosol.

Una delle possibili fonti di contaminazione per le cellule e gli operatori è l'aerosol. Esso è un importante veicolo di infezione che si origina per via area per quei microrganismi che sono capaci di trasmettersi per via area e possono colonizzare l'apparato respiratorio sia come fonte di ingresso che come fonte di passaggio: ad esempio streptococchi, agenti eziologici della rabbia e della mononucleosi. Il materiale che si allontana dalle vie respiratorie forma delle goccioline di diametro variabile fino a mille micron sotto forma di aerosol che si disperde con l'aria; questo materiale può rimanere in sospensione anche per molto tempo. Queste goccioline vengono anche dette dropplet o nuclei. Il tempo di sopravvivenza dei microrganismi presenti nelle goccioline è importante soprattutto per quei microrganismi che hanno un meccanismo di trasmissione tramite aerosol. Alcuni microrganismi non sopravvivono con questa trasmissione (E. coli ad esempio sopravvive solo per il 10% quando passa all'interno di queste goccioline) mentre un altro agente, come il M. tubercolosis, essendo dotato di una protezione cerosa, è molto più resistente e circa il 90% di questi microrganismi può sopravvivere nella fase di dropplet. Questi microrganismi possono quindi disperdersi nell'aria e, una volta che entrano a far parte del nucleo della gocciolina, se sono posizionati in condizioni di assenza luce e con certe condizioni di temperatura e di umidità possono sopravvivere per molti mesi. Alla luce invece questi tipi di microrganismi vengono facilmente debellati.

Un'altra modalità di trasmissione sempre per via aerea è legata alla sospensione di materiale essiccato e quindi di polveri. Le goccioline, una volta essiccate, possono sedimentare sul pavimento e poi essere rimesse in sospensione da varie cause. Queste polveri prendono il nome di particelle aerogene secondarie. Il tipo di infezione dipendente da queste particelle varia in base alla resistenza all'essiccamento degli agenti contaminanti stessi. 

Le fonti di contaminazione area sono quindi la trasmissione diretta tramite aria da un individuo infetto ad uno sano tramite contatto di goccioline umide; la trasmissione indiretta attraverso le goccioline tramite aerosol che consente una diffusione anche a distanza; infine la trasmissione tramite risospensione di polveri che possono depositarsi sulle superfici e sui pavimenti. 

Il bioaerosol si può formare durante tutte le operazioni comuni in laboratorio ed è una delle cause principali di contaminazione ambientale dei laboratori, soprattutto quando si lavora con agenti che si diffondono bene per via aerea. Le operazioni che possono generare bioaerosol possono essere: l'apertura di contenitori, l'utilizzo di agitatori, scuotitori, frantumatori di cellule, centrifughe, pipettamento e siringhe. La flambatura di anse e aghi (tramite becchi bunsen) può provocare anche la diffusione a distanza di germi che possono sopravvivere al calore. Quando si manipolano colture batteriche, le finestre possono favore la dispersione di microrganismi ad alta distanza.

Prevenzione.
Per evitare quindi la dispersione dell'aerosol bisogna lavorare in una cabina di sicurezza (cappa di adeguato livello di sicurezza). Quando si è sotto cappa bisogna usare gli strumenti come centrifughe e sonicatori mettendoli sul fondo della cappa per non far fuoriuscire dalla cappa particelle di varia natura. Usare delle bottiglie dotate di tappo a vite o chiusura ermetica. Gli strumenti che sono utilizzati in laboratorio devono essere progettati per evitare perdite. Evitare di far fuoriuscire liquidi o sostanze dai supporti o dalle fiasche in maniera da non provocare la fuoriuscita di questi bioaerosol. Eliminare i rifiuti in bidoni a chiusura ermetica. Decontaminare le superficie usate e non lasciare aperti sacchetti con materiale da sterilizzare. Usare dispositivi di sicurezza come mascherine, cuffie per capelli, visiere, guanti ed occhiali protettivi per gli occhi.

Norme comportamentali.

Sono semplici ma non sempre adottate. Bisogna lavarsi le mani sia quando si entra che quando si esce. Usare guanti di protezione. E' obbligo l'uso di camici o grembiuli di protezione: ci sono camici riutilizzabili e camici monouso. Maschere, occhiali e coprifaccia vengono indossati quando si effettuano procedure che espongono la mucosa orale, il naso o la congiuntiva a determinate sostanze.

Altre precauzioni sono l'usare le cappe biologiche sia per le colture cellulari che per sostanze chimiche. Usare materiale monouso. Per la vetreria essa deve essere ogni volta decontaminata prima di essere sterilizzata. I piani di lavoro, come cappe o banconi di laboratorio, devono essere disinfettati con sostanze a base di cloro e puliti accuratamente. Le attrezzature anche loro vanno pulite e decontaminate dopo ogni uso. Esistono in ogni laboratorio dei contenitori per lo smaltimento di rifiuti speciali. Ci sono contenitori di piccolo taglio (es. eliminare aghi e siringhe) e contenitori di grande capacità in cui vanno messi tutti i rifiuti speciali di laboratorio soprattutto quelli delle colture cellulari che poi vengono smaltiti da una ditta apposita.

Esistono anche delle norme di pulizia generale. Si usano dei saponi che permettono di eliminare gli agenti biologici ed effettuare un'azione detersiva e sgrassante ottenendo l'allontanamento di microrganismi dalle superfici e dalla pelle. La detersione si effettua con detergenti usati manualmente. In certi casi esistono anche apparecchiature automatiche. Tutto il materiale pulito va poi asciugato. Gli strumenti usati devono essere lavati e disinfettati e si lavano spesso con sostanze a base di cloro. Alcuni disinfettanti che si utilizzano per la pulizia di banconi a materiale hanno un'azione anche battericida ma la maggior parte però non li elimina tutti. Il cloro è quello più usato ed attivo contro tutti i microrganismi. 

Quando c'è una esposizione accidentale con materiale biologico (es. puntura con un ago o un taglio) bisogna aumentare il sanguinamento e lavare abbondantemente con acqua e sapone, procedere con la disinfezione della ferita con un preparato a base di cloro. Nel caso del cavo orale si fanno sciacqui a base di cloro. Per le congiuntive si sciacqua abbondantemente con acqua. Eventualmente ci si reca al pronto soccorso per accertamenti. 

Molte delle apparecchiature che si usano in laboratorio hanno delle buone norme di utilizzo. Per le centrifughe bisogna minimizzare al massimo l'uso del freno. Usare se possibile provette con tappo a vite per evitare fuoriuscita di materiale nel corso della centrifugazione. Non riempire le provette fino all'orlo. Bisogna ispezionare di routine i rotori e controllare se c'è sporcizia o vetri rotti. Non mettere mai le centrifughe sotto le cappe a flusso laminare perché potrebbero provocare dei rischi. Quando ci si accorge che nelle centrifughe c'è stato uno sversamento di materiale cellulare bisogna usare dei guanti resistenti ed il camice, rimuovere i residui di vetro ed eliminarli, assorbire tutto il materiale uscito tramite carta assorbente ed eliminarlo in bidoni speciali. Pulire con detergente, disinfettare e infine asciugare la centrifuga. Anche i frigoriferi devono essere tenuti sotto controllo. Devono essere sbrinati periodicamente, bisogna identificare i contenitori con delle etichette e far sempre riferimento alla data di scadenza del prodotto. Non bisogna mischiare dei campioni biologici con reattivi di varia natura. Non conservare cibi e bevande insieme a materiale di lavoro.

I rifiuti considerati speciali sono sicuramente i solventi, sia acidi che basi e coloranti, tutte le sostanze che contengono agenti biologici sia infettivi che non. I materiali radioattivi che hanno contenitori appositi e contenitori per la raccolta differenziata (es. per il vetro). Soprattutto nei laboratori sanitari ci sono rifiuti pericolosi che contengono materiale infettivo che vanno gettati in contenitori speciali come anche materiali medici diagnostici. Nel trattamento degli animali stessi essi vanno smaltiti a parte, sia per i cadaveri che per parti anatomiche.

Vediamo quali sono i divieti: non bisogna mescolare rifiuti speciali e tossici con rifiuti normali; non bisogna stoccare i rifiuti al di fuori dei depositi appositi; non bisogna mescolare sostanze di vetro o materiale cartaceo con sostanze chimiche o sostanze venute in contatto con liquidi biologici.

[image: image1.png]



This document is licensed under the Attribution-NonCommercial-ShareAlike 2.5 Italy license, available at 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/it/
By StarKeeper                                                                                                                                                                      6 di 6

