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Finalità: mantenimento delle cellule in coltura ad una densità tale per cui rimangano vitali e metabolicamente attive.
· Fibroblasti umani coltivanti in terreno DMED 
· Linea cellulare epiteliale di carcinoma polmonare, terreno RPMI 1640 

Procedimento (secondo protocollo forito): Preparare il terreno di coltura aggiungendo il siero, per fornire alle cellule i fattori di crescita, e antibiotici (Penicillina, Streptomicina), per evitare le contaminazioni batteriche. 
Dopo aver aspirato il terreno dalla flask contenente le cellule, aggiungere la soluzione fisiologica  in modo da eliminare gli inibitori della tripsina presenti. A questo punto potrà essere aggiunta la soluzione tripsina/EDTA che determinerà la rottura dei legami intercellulari e delle cellule con il fondo della flask. Dopo cinque/dieci minuti è importante neutralizzare la tripsina aggiungendo terreno completo in quanto, se agisse per troppo tempo, potrebbe degradare le cellule. 
Eseguire la conta delle cellule dopo aver trasferito una goccia di sospensione nell’emocitomero:
Sono state contate in totale 32 cellule di fibroblasti nei 4 quadranti dell’emocitometro, che corrispondono ad una concentrazione di 8*10^4 cellule/mL. 

Volume e concentrazioni desiderate 5*10^4 cellule/mL in 5mL.
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= 3.125 mL
3.1mL di cellule in 1.9 mL di terreno DMEM completo.

Nella diluizione il volume di cellule da aggiungere è elevato in quanto i fibroblasti  non risultavano completamente a confluenza ma a sufficienza da poter essere passati in coltura, questo perché essi hanno una crescita più lenta rispetto alle cellule epiteliali. La determinazione della confluenza è stata stabilita osservando il campione ad un ingrandimento di 40X, per poter avere una visione d’insieme. Ciò ha permesso di notare come i bordi della flask non fossero completamente colonizzati. Invece, indagando ad un ingrandimento maggiore si è potuto osservare la presenza di più nucleoli, caratteristica tipica delle cellule che hanno subito immortalizzazione.
Commento: chiaro e conciso, alcune imprecisioni.
