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Presentacio i caracteristiques del curs

Des de I'any 1980 es fan servir, en la rutina del nostre laboratori, les técniques de cultiu cel-lular per a I'aillament i identificacio
virica. En el curs dels dltims anys s’han anat afegint noves tecnologies per al diagnostic virologic que han permes, per a algunes
de les infeccions viriques, I'obtencié de resultats més rapids. Aixi, actualment I'aillament viric en cultius cel-lulars només
s’utilitza en centres de referéncia. En els dltims anys I'interes per la formacié en cultiu cel-lular ha anat augmentant donant

lloc a miiltiples sol-licituds per part d’altres centres per a la formacid del seu personal. Es per aixd que hem organitzat el
present curs.

El programa es basa principalment en un aprenentatge tutelat eminentment practic, de manera que I'alumne adquireixi una
experiéncia en la manipulacio dels cultius cel-lulars que li permeti instaurar les tecniques al seu laboratori. Cada alumne
realitzara individualment i sota supervisio tots els exercicis practics proposats.

¥ Objectius generals
El programa del curs tracta d’oferir tots els aspectes teorics i practics per a realitzar amb éxit les técniques de cultiu cel-lular:

« Coneixer els fonaments cientifics de la manipulacié dels cultius cel-lulars.
o Planificar i gestionar una area de cultiu cel-lular.

¥ Objectius especifics

La formacid en cultiu cel-lular es basa en 'adquisicié conjunta de:

« Coneixements generals que permetin comprendre els processos implicats en el cultiu de cél-lules in vitro.

« Habilitats per a la manipulacio de les cél-lules.

« Capacitat de detectar i analitzar els problemes que apareixen en el curs de la manipulacié dels cultius cel-lulars.
o Capacitat de resolucio de problemes detectats.

¥ Metodologia

El curs és presencial i es plantegen diferents tipus de sessions: sessions tedriques (5 sessions de 2 hores), sessions de laboratori
practiques (5 sessions de 2 hores i 2 sessions de 4 hores), seminari (4 hores), debat (3 hores ) i avaluacio (1 hora).

¥ Avaluacié

Per a poder avaluar-ho es requerira I'assisténcia al 100% de totes les sessions. S’avaluara mitjangant una prova escrita de
respostes curtes per comprovar els coneixements adquirits. Aixi mateix es valorara la implicacid i participacio en les sessions
que correspondra a un 10% de la nota final.

Dirigit a:
Técnics de grau superior de laboratori, graduats en Ciéncies de la Salut o en Biociéncies interessats en el cultiu cel-lular




Equipo docent

¥ Professorat

Margarita del Cuerpo (MDC)
Llicenciada en Ciéncies Biologiques. Técnica especialista de laboratori, Auditora interna IS0 9001: 2015.

Montse Esteban (MES)

Formacid en cultius cel-lulars acreditada per I'lnstitut d’estudis de la Salut de la Generalitat de Catalunya. Técnica especialista de laboratori,
Pilar Marin (PML)

Llicenciada en Ciéncies Biologiques. Técnica especialista de laboratori,

Nuria Rabella (NRG)
Doctora en medicina. Especialista en Microbiologia. Professora associada del departament de Genética i Microbiologia de la UAB.

¥ Col-laboradors

M? Laura Blanco
Llicenciada en Medicina i Cirurgia. Facultativa responsable de area de Citogenética (HSCSP).

Eduard Gallardo
Llicenciat en Ciéncies Biologiques. Doctor en Medicina. Investigador de I'lnstitut de Recerca (HSCSP), grup Malalties Neuromusculars.

Josep Julve
Doctor en Biologia. Investigador del programa “Miguel Servet” de ['Instituto Carlos /I,

Victoria Rubiales
Llicenciada en Veterinaria. Técnica de laboratori d'Immunologia (HSCSP). Auditora interna IS0 9001:2015.

Pilar Sarda
Llicenciada amb grau en Biologia. Doctora en Biologia. Técnica especialista de laboratori (HSCSP). Auditora interna IS0 9001:2008.
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Programa

® Sesiones teoriques

% Tema 1. (T-1) - El laboratori de cultiu cel-lular

o Historia del cultiu cel-lular.

o Instal-lacions i equips.

« Cabines.

o Els microscopis.

o Equips de conservacio (neveres, congeladors i nitrogen liguid).

o Manipulacié en condicions estérils: normes de seguretat i higiene.
o Gestio de la qualitat.

% Tema 2. (T-2) - Condicions optimes per al cultiu cel-lular. Problemes més freqiients

o Aspectes generals.

o Tipus de substrats.

o Components de la fase gasosa.

o Medis de cultiu: propietats fisicoquimiques i fisiologiques.

« Principals problemes: contaminacions bacterianes, fiingiques i viriques.
« Contaminacié per micoplasma.

% Tema 3. (T-3) - Propagacio i manteniment dels cultius cel-lulars.
Criopreservacio i descongelacio

o Biologia de la cél-lula en cultiu cel-lular; corba de creixement.

« Metodes de disgregacio i propagacio: mecanica i enzimatica (tractament amb tripsina).
o Manteniment dels cultius, subcultius i passis.

o Preservacio.

o Creacid de col-leccions cel-lulars de treball.

% Tema 4. (T-4) - Tipus de cultius cel-lulars

o Cultius d’organs.

o De I'explant al cultiu primari.

o Gultius secundaris i linies cel-lulars.
o Cultius en 3D.

o Bancs de cél-lules.

% Tema 5. (T-5) - Aplicacions del cultiu cel-lular en el diagnéstic virologic

o Paper del cultiu cel-lular.
o Linies cel-lulars adequades per a cada tipus de virus.
o Resultats segons la mostra i la clinica.

% Tema 6. (S-6) - Seminari: Altres aplicacions dels cultius cel-lulars

o Produccid de farmacs, vacunes, anticossos monoclonals, enginyeria de teixits, toxicologia, altres.
o Recerca basica.




® Sessions practiques

% Disseny d’un laboratori de cultiu cel-lular
« Higiene i seguretat en el laboratori.

Practica - 1 o Cahines de cultiu cel-lular.

(P-1) « Diferents tipus de microscopis.

o Incubadores.

o Neveres.

o Els congeladors i el nitrogen liquid.

o Zona de neteja i esterilitzacid.

Practica - 2 % Esterilitzacio i neteja. Preparacié de reactius
(P-2) o Preparacio del material: protocols de neteja i esterilitzacio.

o Paper de l'autoclau.

o Preparacio de reactius: versene i medis de cultiu.

Practica - 3 % Protocols de descongelacio i estudi de la viabilitat
(P-3) o Aplicacié del protocol de descongelacio cel-lular.

o Estudi de la viabilitat: tincio amb Blau Tripan.

o CGalcul del percentatge de cél-lules viables.

o Preparacio de cultius en monocapa.

% Propagacio dels cultius cel-lulars: tractament amb tripsina

o Avaluacio de les condicions optimes de les linies cel-lulars en monocapa per a la realitzacio
del tractament amb tripsina.

o Caracteristiques de la manipulacio del material i els reactius per minimitzar les possibles
Practica - 4 contaminacions.

(P-4) o Protocol de disgregacié amb tripsina d’un cultiu cel-lular en monocapa.

o Recompte cel-lular d’una suspensié. Calcul del nombre de cél-lules necessaries per a la
preparacio de cultius cel-lulars segons la linia cel-lular i diferents recipients: flascons, tubs,
plaques de pous.

o Preparacio d’un cultiu cel-lular a partir d’'una suspensié de cél-lules.

% Congelaci6 de cél-lules
o Aplicacio del protocol de congelacio cel-lular.

Practica - 5 % Observacio microscopica de diferents linies cel-lulars
(P-5) « EI microscopi invertit.
« Seguiment de diferents cultius cel-lulars en fresc.

¥ Observacié microscopica: efectes citopatics i coloracions
« Observacio en fresc dels efectes citopatics més freqiients.

Practica - 6 . o aae . . . .
(P-6) o Observacio dels efectes citopatics causats pels diferents virus mitjangant coloracio

de Harris Shorr.
o Observacio al microscopi de fluorescéncia de cultius cel-lulars infectats per diversos virus.
o Identificacié mitjangant técniques d'immunofluorescéncia.




Practica-7
(P-7)

Practica- 8
(P-8)

% Gestio de la qualitat
o Objectius de la qualitat.

o Identificacio dels punts critics.
o Pla de tracabilitat. Registres.

% Problemes més freqiients: deteccié i analisi

o Deteccio de problemes relacionats amb contaminacions bacterianes i fingiques.
o Deteccio de problemes de toxicitats.

o Analisi de I'origen dels problemes i possibles solucions.

% Aplicacions del cultiu cel-lular:

Determinacioé de la concentracié d’un virus en una suspensio
Titulacio virica i analisi de resultats

o Objectius i aplicacions d’una titulacio.

o Preparacio de dilucions dobles progressives d’'una suspensio virica per a la seva quantificacio.
o Preparacio de cultius cel-lulars en placa de 96 pous.

o Inoculacio de les suspensions viriques.

o Lectura: reconeixement de cultius cel-lulars amb o sense efecte citopatic.

o Calcul del TCID 50 (menor concentracid de virus capac de produir un efecte citopatic en el
50% dels cultius cel-lulars inoculats) segons el métode de Reed-Muench.




Planificacio del curs

Dia Tipus Hores Alumnes Grup Professors
1 T-1 El laboratori de cultiu cel-lular 2 12 A+B NRG
P-1 Disseny d’un laboratori de cultiu cel-lular 2 12 A+B NRG
2 T-2 Condicions optimes per als cultius cel-lulars 2 12 A+B MDC
T-3 Propagacid i manteniment dels cultius cel-lulars 2 12 A+B MDC
3 P-2 Esterilitzacio i neteja. Preparacio de reactius 2 ) A MDC, PML
P-2 Esterilitzacid i neteja. Preparacio de reactius 2 6 B MDC, PML
P-3 Protocol de descongelacid i viabilitat 2 b A MES, NRG
P-3 Protocol de descongelacid i viabilitat 2 b B MES, NRG
4 T-4 Tipus de cultius cel-lulars 2 b A NRG
T-5 Aplicacions del cultiu cel-lular al diagnostic virologic 2 b A NRG
P-4 Propagacic dels cultius cel-lulars 4 6 B MES, MDC
5 T-4 Tipus de cultius cel-lulars
2 6 B NRG
T-5 Aplicacions del cultiu cel-lular al diagnostic virologic
P-4 Propagacio dels cultius cel-lulars 4 6 A MES, MDC
6 P-5 Observacid de linies cellulars 9 6 A NRG, PNL
P-6 Observacio efectes citopatics
P-5 Observacid de linies cellulars 9 6 B NRG, PML
P-6 Observacid efectes citopatics
P-7 Gestio de la qualitat. Deteccid i analisi de problemes 2 6 A MDC, MES
P-7 Gestio de la qualitat. Deteccio i analisi de problemes 2 ) B MDC, MES
1 S-6 Seminari: Altres aplicacions del cultiu cel-lular 4 b A NRG
P-8 Titulacid virica i analisi de resultats 4 6 B MDC, PML
8 S-6 Seminari: Altres aplicacions del cultiu cel-lular 4 ) B NRG
P-8 Titulacio virica i analisi de resultats 4 ) A MDC, PML
9 Avaluacid i debat . - LeB Totes
Enquesta i lliurament de certificats




Informacio general

¥ Nombre maxim d’assistents: 12

% Seleccio dels assistents
o Per estricte ordre d’inscripcid. En cas d’excés d’inscripcions es limitara a un participant per centre.

¥ Dates
o De I'1 a I'11 d’abril de 2019

® Horari
o 16h a 20h

¥ Documentaci6 requerida
o Nom i cognoms
o Acreditacio de formacio previa
o Lloc de treball
o Carrec
o Adreca personal i professional
o Telefon
o Correu electronic.

% Seu del Curs
o Laboratoris de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
G / Sant Quinti, 89.0841 Barcelona
Bloc B, planta -2 (Accés restringit)
Servei de Microbiologia. Area de Virologia

% Secretaria del curs
o Sra. Cristina Diez
Servei de Microbiologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
G/ Sant Quinti, 89. 08041 Barcelona
Tel: 93 553 73 80; 682 745 520
Fax: 93 553 73 73
e-mail: mdiez@santpau.cat



