Protocolo de Repique de células

1.
 Preparar o fluxo: limpar com lisoform e irradiar com UV

2.
 Colocar DME + SF e PBS em banho a 37°C. Colocar tripsina em banho ao lado. Pegar células (Fechar tampa!)

3.
 Abrir latas de pipetas e abrir frascos DME + SF e PBS. Flambar pipetas e colocar um em cada frasco.

4.
 Destampar garrafa de células. Retirar meio.com bomba vácuo.

5.
Pipetar 10 ml PBS na parede lateral. Não lave as células!

6.
Lavar as células com movimento de pulso e descartar PBS. Repetir a lavagem mais duas vezes.

7.
Adicionar 2 ml de tripsina e incubar na BOD por 5 minutos. Bater a garrafa contra a mão com força, mas sem espalhar a tripsina.

8.
Adicionar 8 ml de meio

9.
Lavar o fundo da garrafa (superfície onde as células crescem com refluxo do meio)

10.
Deixar 1 ml na garrafa e descartar restante

11.
Adicionar 14 ml do meio, refluxar e incubar. Levar a garrafa horizontalmente. Deixar a tampa semi-aberta dentro da estufa de CO2

