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RESUMEN 

En este trabajo se destaca la importancia de la incidencia 
de rabia en el pais como un problema de zoonosis, lo cual 
justifica plenamente la necesidad de evaluar diferentes opciones 
tecnológicas que permitan un incremento en la producción de 
vacunas antirrábicas veterinarias como una de las medidas 
principales para el control de esta enfermedad. 

Se analiza el potencial de los diferentes sistemas de 
cultivo de células animales que existen a la fecha, en términos 
de productividad y eficiencia en la elaboración de estas vacunas 
y se llega a la conclusión de que el sistema de cultivo de 
células sobre microacarreadoreR en suspensión es el m~s adecuado, 
de acuerdo a las caracteristicas tecnológicas y las ventajas que 
éste ofrece. 

Además se plantea y justifica una estrategia experimental 
para la producción y el control de calidad de una vacuna 
antirrábica veterinaria utilizando la linea celular BHK21 y la 
cepa de virus vacuna! PV, en base a una revisión 
hemerobibliográfica, con lo cual puede analizarse más 
objetivamente el empleo de los microacarreadores en 
suspensión dadas las caracter1sticas particulares de este 
proceso. 



I INTRODUCCION 

I.l Importancia e incidencia de la rabia 

La rabia representa aún un gran enigma cientif ico y un 
problema de salud pública relevante. Entendemos muy poco acerca 
de su verdadera patogénesis, por ejemplo : dónde se oculta el 
virus durante el largo periodo de su incubación? y qué mecanismo 
p~tofisisl5gico induce la enfermedad y la muerte?. 

Con excepción de la Antártida, Australia, Inglaterra y 
algunas otras islas, la rabia animal permanece en todos los 
continentes (Rupprecht e.E., 1988). En los paises desarrollados 
ha dejado de ser un problema urbano, presentándose princ.ipal
mente en su forma silvestre, mientras que en los paises del 
Tercer Mundo tanto la rabia urbana como la silvestre continúan 
causando estragos (Aguilar S.A., 1986). 

En Europa y Norteam€rica pueden pasar varios años sin que 
se presente un sólo caso de rabia humana. No obstante, se 
administran millones de dosis profilácticas de vacunas 
veterinarias y decenas de miles de tratamientos 
postexposición en seres humanos. En los paises en vias de 
desarrollo todavia se presentan muchos casos de esta enfermedad 
en humanos y el 90% de las muertes resultan de la mordedura de 
perros a cientos de personas, principalmente niños. 

Los registros de muerte por rabia en humanos son 
particularmente imprecisos, ya que una vez que se presentan los 
sintomas de la enfermedad, el paciente, generalmente,no acude al 
servicio médico, donde ya nada o poco puede hacerse por él, sino 
ofrecerle una muerte hostil en completo aislamiento. Sin embargo, 
se tienen registros de que en la India se reportan de 40,000 a 
50,000 muertes de personas cada año, en China se estiman entre 
5,000 y 7,000 y en Tailandia de 200 a 300. Todo ello a pesar de 
que sólo en Asia se aplican más de 3'000,000 de dosis de vacuna 
humana postcxposición a la rabia en ese mismo lapso de tiempo 
(Baer G.M.,1988). 

De acuerdo a los reportes del Centro Panamericano de 
Zoonosis (CEPANZO) durante 1984, en 11 paises de Latinoamérica 
se registraron un total de más de 1 1 400,000 personas mordidas por 
animales y se administraron más de 350,000 tratamientos 
antirrábicos postexposición (Escobar c.E.,1988). Las dos terceras 
partes del número de casos de rabia humana en Latinoamérica 
corresponden a México y a Brasil (Acha P.N., 1985). En México se 
estiman más de 65 casos de muerte por esta enfermedad, y 
se aplican aproximadamente 80,000 tratamientos vacunales 
postexposición en ese mismo periodo (Secretaria de Salud, 1989) . 



Con el fin de controlar esta enfermedad en los animales, 
corno una de las medidas más importantes para evitar el contagio 
al ser humano, el Programa Nacional de Salud ha iniciado campañas 
de vacunación antirrábica canina en forma gratuita, las cuales 
demandan de un promedio de 8 1 000,000 de.dosis anuales 
(Secretaria de Salud, 1989). Adicionalmente debe contemplarse 
el problema que representa la rabia paralitica bovina 
(derriengue), lo cual incrementa la necesidad de una vacuna 
antirrábica veterinaria inocua, potente y económica. Se reporta 
que el impacto económico de este tipo de rabia, transmitida 
principalmente por vampiros al ganado vacuno, es bastante 
significativa, no obstante la falta de un sistema adecuado de 
diagnóstico y registro en el campo. Se estima que un promedio de 
más de ioo,ooo cabezas de ganado mueren cada año, equivalente a 
millones de dólares en pérdidas. En Latinoamérica el mayor número 
de casos se presenta en Brasil, México, Venezuela y Argentina 
(Baer G.M., 1975). 

Las condiciones ecológicas y demográficas que prevalecen en 
la mayor parte de las poblaciones humanas y las grandes áreas 
urbanas, conducen a mantener la transmisión de la rabia y su 
endernicidad, ya que una población humana densa y susceptible 
convive con una gran cantidad de perros callejeros no vacunados. 
Lo anterior, aunado a la carencia de un programa de control 
eficaz, provocan una situación verdaderamente pernjciosa 
(Acha P.N., 1985). 

Se calcula que en Latinoamérica y en el Caribe, hay una 
población canina total entre 29 1 000,000 y 49 1 000,000 de perros, 
equivalente a una proporción de 1 perro por cada 8 a 13 personas 
en áreas urbanas, donde reside el 65% de la población total y se 
pronostica que para finales de este siglo este procentaje se 
elevará a un 75% ( aproximadamente 450 millones de personas). 
Esta población se asentará en áreas marginadas donde el 
hacinamiento, la insalubridad y la pobreza favorecerán el aumento 
de animales urbanos callejeros, tales como perros, gatos y 
roedores, con un consecuente incremento en el número de casos de 
enfermedades zoonóticas, en especial la rabia (Escobar e.E., 
1988). 

I.2 características del virus de la rabia. 

Estructura 

En la Figura 1 se muestra la particula del virus de la 
rabia, que posee una estructura en forma de bala de 180 nm. de 
longitud y 75 nrn. de diámetro (Hurnrneler K., 1967), esta 
rnorfologia es caracteristica de la mayorla de los virus de la 



Familia Rhabdoviridae, donde están incluidos el virus de la 
rabia, el virus de la estomatitis vesicular y otros virus 
relacionados con el virus de la rabia, como el Mokola, el del 
vampiro de Lagos, y el Duvenhague, entre otros (Shope R.E., 
1984). 

cuando una célula ha sido infectada con el virus de la 
rabia, se puede observar que las partículas virales 11 brotan o 
geman'' de la superficie de la membrana citoplásmica, con una 
cubierta externa formada por una bicapa lipidica (a similitud 
de les a~~!s mie~bros de la Familia), adornada con múltiples 
peplómeros de 10 nm. de longitud; constituidos de glicoprote1na 
viral (G) (de 67 kilodaltones <Kda>), los cuales dan la 
apariencia de púas y cubren toda la part!cula excepto su extremo 
posterior. 

La glicoprotelnu es la única proteina glicosilada del virus 
de la rabia y el antígeno de superficie principal, pues induce la 
formación de anticuerpos neutralizantes que son el blanco de la 
respuesta inmune de los linfocitos T. 

La cubierta viral, constituida de lípidos derivados de la 
membrana citoplásmica de la célula huésped, está asociada 
estrechamente con una segunda membrana, la proteína matriz (M} 
(de 26 Kda.) locali;!ada en forma externa a las proteínas del 
complejo de la nucleocápside. Todo el espacio interno dentro 
de esta cubierta lipoprote1ca está ocupado por el núcleo de 
la nucleocápside. 

El núcleo helicoidal de la nucleocápside comprende las 
moléculas de la ribonucleoproteína (RNP) constituida por el 
genoma de ácido ribonucleico (ARN} de una sola cadena de sentido 
negativo, la nücleoproteina (N), la fosfoprotelna (NS) y la 
transcriptasa del virion (L} .. LSl 

La 11 cola 11 del virus representa la forma irregular de las 
partículas emergiendo de la membrana plasmática de la célula 
infectada. 

Si se compara el genoma del virus de la rabia con el del 
virus de la estomatitis vesicular, los cuales pertenecen a la 
misma Familia, se observan diferencias en la composición y en la 
longitud de las secuencias intergénicas, que son más 
largas en virus de la rabia; lo cual se considera puede estar 
relacionado con la baja velocidad de transcripción y replicación 
de este virus (Wunner W.H., 1988). 



A diferencia de la mayoria de las infecciones producidas por 
los Rhabdovirus, que producen efectos citoliticos directos, los 
daftos del virus rAbico son poco evidentes. Su efecto citopático 
en muchos cultivos celulares o en los cerebros de los animales 
infectados y el mecanismo de su virulencia todav1a es incierto. 

In vivo la replicación del virus rábico está casi 
completamente restringida al tejido nervioso del huésped, y su 
neurotropismo es la principal caracteristica de esta enfermedad. 
Sin embargo, _i_n vitro pL·cscnta una amplia variedad de células 
huésped, que comprende casi todas las células de mamlferos y 
aves, tanto las provenientes de cultivas de tejidos primarios 
como las lineas celulares derivadas de éstos (Wiktor 'f.J., 1975). 
Este comportamiento del virus rábico puede explicarse al revisar 
el mecanismo de la adsorción viral a los receptores celulares. 

El suceso inicial dentro del ciclo de multiplicación viral 
ocurrre en el reconocimiento del virio11 por los 
receptores celulares, que se encuentran en la superficie de la 
membrana plasmática. La unión del virion se lleva a cabo por una 
atracción electrostática entre las cargas de las proteinas 
superficiales del virion y las cargas complementarias del 
receptor celular especifico. 

La ausencia de un receptor celular que "reconozca" al virus, 
en general va ligada a tin estado refractario natural, en el que 
la célula no permitirá la adsorción del virus y se dice entonces 
es insensible o resistente a ese virus. 

Los tropismos tisulares que manifiestan los virus en un 
organismo sensible, rara vez son loG mismos en el cultivo in 
vitre, y el espectro de sensibilidad de las células en cultivo es 
mucho más amplio que el del tejido u órganos de los cuales 
proviene el virus in vivo. Este incremento puede explicarse 
mediante la rc~odclación de los elementos de la membrana 
plasmática, durante la cual se exhiben receptores celulares que 
estaban ocultos o controlados epigcnéticamente debidO a 
un proceso de diferenciación. 

Asimismo se ha observado que in vitre las células de ciertos 
animales son sensibles a la infección de un virus, al cual la 
especie es refractaria in vivo (Pastoret P.P., 1984). 



RNP 

FIGURA 1.- ESTRUCTURA DEL VIRUS DE LA RABIA, EN EL QUE SE 
MUESTRAN LAS PROYECCIONES DE GLICOPROTEINA (G) (PEPLOMEROS), LA 
PROTEINA (M) QUE DELINEA LA CUBIERTA VIRAL. EN LA PARTE INFERIOR 
SE OBSERVA LA HELICE DE LA NUCLEOCAPSIDE QUE INCLUYE LA 
RIBONUCLEOPROTEirlA (RNP) CONSTITUIDA A SU VEZ POR EL GENOMA 
DE ARN, LA NUCLEOPROTEINA (N), LA FOSFOPROTEINA (NS) Y LA 
TRANSCRIPTASA DEL VIRION (Wunner W.H. ~ ª-1, 1988). 
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Aún se desconoce si el virus rábico utiliza una 
misma trayectoria, mediada por receptores comunes, para la 
penetración viral in vivo e in vitre, o si es reconocido por 
diferentes receptores en las células huésped (Wunner w.H., 1984). 

I.3 características de la enfermedad 

. La rabia es una enfermedad mortal, una vez que el 
animal o el humano presentan las manifestaciones clinicas. 
Sólo se sabe de tres casos de personas sobrevivientes, de los 
reportados hasta la fecha, lo cual sugiere que una inmunización a 
tiempo es la única protección que puede ofrecerse a los seres 
que han sido expuestos al virus de este padecimiento (Debbbie 
J .G., 1988). 

El ser humano puede ser vacunado después de haber estado 
expuest~~ a un animal rabioso o sospechoso de estarlo. Esta 
vacunacion es única dentro del campo de las enfermedades 
infecciosas y se basa en el prolongado periodo de incubación del 
virus de la rabia de vari.as semanas, lo cual proporciona 
normalmente el tiempo suficiente para la formación de 
anticuerpos especificas (Vodopija I., 1988). 

El periodo de incubación del virus rábico en los perros es, 
en promedio, de J a 8 semanas, pero en el hombre y en otros 
animales susceptibles hay una gran variabilidad. 

La vacunación antirrábica preventiva se aplica únicamente a 
las personas que se encuentran en alto riesgo, cuando sus 
actividades están directamente relacionadas con la manipulación 
del virus (Shope R.E., 1984). 

La administración de vacunas profilácticas se lleva a cabo 
principalmente en los animales, como perros, gatos y bovinos, 

Algunas características clínicas sugieren la existencia 
de diferentes cepas de virus rábico, en las distintas regiones 
geográficas y en los mamiferos huéspedes. Entre estos fenómenos 
se encuentran diferentes tiempos de evolución de la enfermedad y 
dos formas clínicas diferentes: la rabia furiosa (agitada) y la 
paralitica (muda) que se presentan en seres humanos y en 
animales. 

6 



La ruta más comün de la transmisión del virus rábico es a 
través de la piel, por una mordedura o araño producido por un 
animal infectado. También puede penetrar al cuerpo a través de 
las membranas mucosas sanas en contacto con un aerosol, o a 
los ojos mediante el transplante de una córnea infectada. 

La evolución de la rabia puede dividirse en tres fases: la 
prodrómica, la excitativa y la paralitica. El término de rabia 
''furiosa'' se refiere a los animales en los cuales la fase 
excitativa es predominante. En la rabia 11 muda 11 o paralitica, la 
fase cx~itntiva es rauy corta o ausentu j la enfermedad progresa 
rápidamente hacia la fase paralitica. 

I.3.1 Rabia en el ser humano. 

Fase prodrómica. 
Los síntomas prodrómicos en el ser humano no siempre se 

presentan, sin embargo, puede haber, dolor o parestesia en el 
lugar de la mordedura. 

Fase excitativa 
La hidrofobia es el sintorna mejor conocido de la rabia 

furiosa, es patognomónica de esta condición y comúnmente la única 
anormalidnd neurológica en el paciente. Consiste en una 
contracción violenta y espasmódica del diafragma y los músculos 
relacionados con la inspiración, que se dispara cuando el 
paciente intenta beber algún liquido. Se asocian a ella otras 
caracteristicas de terror y excitación, arritmias respiratorias y 
cardíacas, hipertensión y convulsiones generalizadas. 

Durante la hidrofobia de la fase excitativa el enfermo cae 
finalmente en un estado de coma, y ésta es reemplazada por un 
patrón irregular de respiración, con grandes periodos apneicos 
(fa~e paralizante} que termina con la muerte (Warrel D.A., 1988). 

Una vez que los signos y síntomas cl1nicos de la rabia se 
desarrollan, generalmente se presenta la muerte entre los 4 y 14 
dias posteriores (Tierkel E.S., 1975). 

I.3.2 Rabia canina. 

La fase prodrómica cuando es aparente, tarda entre 2 y 3 
d1as, durante la cual el animal puede exhibir un cambio sutil de 
temperamento. Los perros 11 falderos 11 pueden volverse aún más 
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afectivos, mientras los normalmente afectivos mostrarse esquivos 
y volverse astutos e irritables. Durante esta fase puede 
presentarse un ligero aumento en la temperatura corporal, 
dilatación de las pupilas y un reflejo perezoso en la córnea. 

La fase excitativa dura de l a 7 dias, es cuando los signos 
de la enfermedad se reconocen rnás fácilmente, el perro se 
vuelve cada vez más irritable, inquieto y nervioso, sin embargo 
puede ser tan corta que a veces no es detectada. Durante la 
primera parte de esta fase tiende a alejarse de la gente, 
cscond~rse en lugares oscuros y muestra respuestas exageradas 
a los estímulos repentinos de luz o sonido. Posteriormente se 
hacen evidentes la fotofobia y la hiperestesia; ocasionalmente 
intenta capturar insectos u otros objetos imaginarías y con 
frecuencia, hay una tendencia a tragarse objetos, como palos, 
paja, piedras y tierra. Esta fase es la mas peligrosa, pues el 
animal tiende a vagar sin rumbo y a morder todo lo que encuentra 
en su camino. 

En la mayor parte de los casos, hay un cambio caracterlstico 
en el ladrido, debido a la parálisis de los músculos de la 
laringe. A semejanza de los s1ntomas en el hombre, se presenta 
dificultad en la deglución y el animal babea, debido a los 
espasmos y la parálisis eventual de los músculos involucrados. La 
respiración rápida y pesada causa la formación de espuma en la 
saliva. Al final de esta fase se presentan ataques 
convulsivos, falta de coordinación muscular, asl como un aspecto 
perdido en la mirada. 

Si el animal no muere, durante uno de los ataques, entra en 
la fase paralitica gradual de todo el cuerpo, seguida de un 
estado de coma y finalmente la muerte. 

El curso clínico de la enfermedad dura aproximadamente 10 
dias, rara vez excede este periodo, incluida la fase prodrómica. 

El curso clínico de la rabia paralitica o "muda 11 , no-es tan 
espectacular y a veces resulta dif lcil su diagnóstico. 

I.3.3 Rabia paralitica bovina. 

Para quienes manejan estos animales la falta de 
coordinación en los miembros posteriores del ganado bovino, es 
patognomónica de la enfermedad; de aqui el nombre de "derriengue11 

o mal de caderas. Si el animal no es enviado al matadero, los 
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signos más comunes que se presentan posteriormente son: anorexia, 
bramidos frecuentes, hocico fétido seco y engrosado, salivación 
excesiva, con un aumento gradual en la falta de coordinación y 
debilidad de los miembros posteriores. Finalmente apnea, 
paroxismos terminales y muerte. 

El periodo de morbilidad varía de unos dias a una semana, 
rara vez es mayor. 

I.3.4 Patogénesis de la rabia. 

cuando un animal es mordido por un animal rabioso, el 
virus invade directamente los nervios periféricos, las terminales 
nerviosas, o permanece en las células del músculo estriado, 
donde se amplifica para una invasión posterior más eficiente de 
las terminales nerviosas, durante el desarrollo de la enfermedad. 

Una vez que el virus ha entrado a las terminales nerviosas, 
sensoriales o motoras, el genoma viral es transportado dentro de 
los axoplacmas de las neuronas al sistema nervioso central. 

La icspuesta inmune del hospedero es muy leve durante la 
infección extraneural inicial y durante el transporte neural 
subsiguiente. 

La ~ransmision de la rabia depende de la infección 
simultánea del sistema límbico del cerebro, ocasionando la furia 
que induce al animal a morder y de las glándulas salivales para 
la producción de grandes cantidades de virus transmitidos a 
travé~ de la mordedura (Murphy F.A., 1977). 

A pesar de que los signos clínicos de la enfermedad son muy 
impresionantes, los animales muertos por rabia, pocos o ningún 
cambio macroscópico en el sistema nervioso central; la única 
anormalidad visible es la congestión de las meninges. El 
examen histopatológico del sistema nervioso central revela una 
encefalitis viral singular, con una invasión neuronal intensa, 
pero con una destrucción celular limitada. El edema cerebral, 
común en la mayoría de las encefalitis virales, es raro en la 
rabia. 

En 1903, Negri encontró dentro del citoplasma neuronal 
cuerpos de inclusión especificas que se tiñen con el azul de 
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rnetileno y eosina. Desde entonces, la rabia ha sido diagnosticada 
post-mortern por la presencia de estos corpúsculos que 
corresponden al sitio de replicación viral. La parte interna está 
compuesta de part1culas virales asociadas a componentes 
celulares. 

El periodo de incubación del virus y la evolución de la 
enfermedad es muy variable y depende, entre otros factores, de la 
dosis de virus inoculada, la cepa viral, el lugar y la gravedad 
de la mordedura (Fekadu M, 1988; Shope R.E., 1984). 

I.4 Métodos para la prevenci6n y control de la rabia. 

De hecho hasta hace un siglo, no existia ningún método 
eficiente para la prevención de la rabia y su control se 
realizaba mediante la exterminación de los perros rabiosos y 
cauterizando las heridas que éstos causaban. Louis Pasteur, en 
1885, fue quien elaboró por vez primera una vacuna antirrábica 
humana, al establecer el principio de la modificación de un 
virus, a través de la transferencia sucesiva en una especie 
animal. 

Pasteur dió el nombre de virus .Qg calle al virus de la rabia 
tal y como se presenta en la naturaleza. El lo modificó y 
atenuó mediante transferencias intracerebrales sucesivas en 
conejos, donde observó que el periodo de incubación del virus se 
acortaba en forma progresiva hasta volverse fijo, por lo cual a 
este nuevo agente viral rnodif icado lo denominó virll§. f iio 
(Tierkel E.s., 1975). 

I.4.1 Vacunas tradicionales de tejido nervioso. 

Las vacunas tradicionales desde la primera elaborada por 
Louis Pasteur en 1885, se elaboran a partir de una suspensión 
de tejido nervioso, de animales previamente infectados con virus 
rábico atenuado. Posteriormente Fermi en 1908 y Semple en 1911, 
modificaron estas vacunas mediante la inactivación del virus con 
fenol, lo cual rcduc1a el peligro del virus vivo en la vacuna. 

En general, las vacunas provenientes de tejido nervi0so, 
carecen de una potencia suficiente y provocan, tanto en el hombre 
corno en los animales, un gran número d~ problemas postvacunales 
tales como: intolerancia, alergia, accidentes neuroparaliticos y 
ocasionalmente la muerte. Esto se debe, en gran parte, a la 
presencia de sustancias residuales como la mielina y otros 
factores encefalitogénicos. 
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Desde 1885 se han realizado múltiples esfuerzos para 
mejorar cada vez más la eficiencia y la inocuidad de las 
vacunas antirrábicas. Las vacunas de origen nervioso se preparan 
utilizando diferentes animales, como borregos, cabras y conejos. 
La concentración original de tejido nervioso fue del 5% y poste
riormente, se redujó al 4%. El volumen de la dosis ha disminuido 
progresivamente de 5 a 2 ml. Los métodos de inactivación del 
virus se han modificado en cuanto a las condiciones para realizar 
este proceso y el agente que se utiliza, desde calor, fenal, 
rayos ultravioleta y B-propiolactona principalmente. 
Recientemente la liofilización ha permitido un incremento en la 
estabilidad d0 la vacunas, de aproxim~damcnte 6 y hasta 13 meses. 

A pesar de los inconvenientes las vacunas de origen 
cerebral, hasta 1982 aún se aplicaban al hombre en los 
tratamientos postexposición en 15 paises en vías de desarrollo, 
de acuerdo a un reporte de la O.M.S. 

En Chile, Fuenzalida y Palacios (1955), lograron un avance 
notable en la producción de las vacunas antirrábicas de origen 
nervioso. Utilizaron ratones lactantes de 3 a 5 días de nacidos, 
como huéspedes para la infección intracerebral, con lo cual 
lograron disminuir el contenido de mielina de la vacuna. 
Además, la inactivación con luz ultravioleta eliminó los 
efectos nocivos de los agentes utilizados anteriormente, como el 
fenal y el formol (Roumiantzeff M., 1984). Estas vacunas han 
resultado altamente antigénicas y mejor toleradas que las 
tradicionales, por lo cual han sido adoptadas en Latinoamérica 
y varios paises de Africa, donde son utilizadas en 
tratamientos postexposición en humanos, y en las campañas de 
vacunación canina (Sureau P., 1988). 

En 1959, casi al mismo tiempo en que se desarrollaron las 
vacunas tipo Fuenzalida, Powell y Culbertson propusieron una 
vacuna de uso humano, producida en embriones de pato, pero esta 
carecía de potencia y presentaba complicaciones postvacunales. En 
los años 40 1 s, Koprowski y Cox iniciaron la producción de una 
vacuna antirrábica utilizando embriones de pollo y las cepas de 
virus rábico Flury LEP (Low Egg Passage) y la cepa HEP (High Egg 
Passage), pero debido al alto riesgo de estas vacunas vivas 
atenuadas, su uso fue exlusivamente veterinario. 

I.4.2 Vacuna§ producidas en cultivos celulares. 

Un verdadero avance fue logrado con el desarrollo de las 
vacunas producidas en cultivos celulares. Kissling en 1958, 

demostró la posibilidad de obtener virus rábico en células de 
origen no nervioso, usando células primarias de riñan de hamster 
(criceto). otros cultivos primarios utilizados después para este 
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propósito, fueron los de rifión fetal bovino, el de riñón canino y 
el de riñón de cerdo. 

Posteriormente, en 1964, Wiktor,Fernández y Koprowski del 
Instituto Wistar, fueron los pioneros en la elaboraci6n de 
vacunas antirrábicas humanas en cultivos celulares, quienes 
desarrollaron la vacuna en células diploides humanas. 

Atanasiu en 1973 y Chapman en 1974, emplearon por primera 
vez la linea celular BHK21 (Baby Harnster Kidney) como sustrato 
para la rcplicnci6n del virus rábico y Larghi en 1976, preparó 
una vacuna de uso veterinario en monocapas de células BHK21 
inoculadas con la cepa de virus rábico PV (Guidolin R., 198J), 

Las vacunas producidas en cultivos celulares resultaron 
altamente antigénicas y bien toleradas, pero con rendimientos muy 
bajos, por lo cual se requiere de procesos de concentración 
y purif icaci6n que elevan demasiado su costo. Esto ha creado un 
gran obstáculo para su producción y uso extensivo, sobre todo en 
los paises en vias de desarrollo, donde más se requieren. 

Las vacunas antirrábicas de uso humano desarrolladas 
recientemente, corresponden a las producidas en células 
diploides humanas y en células VERO. En 1984, el 95% de la 
producción mundial de la primera, se elaboraba en Francia por 
RhOne-Mérieux, pero un tratamiento postexposición costaba más de 
250 uso. Entre las esfuerzos que se han realizado para producír 
vacunas de origen celular más económicas y a gran escala se 
encuentra el uso de las células VERO, una linea celular contínua 
proveniente de células de riñón de mono verde, cultivadas 
en microacarreadores en suspensión por el Instituto Mérieux, 
de Francia. Esta linea celular crece más rápidamente, y es más 
resistente que la cepa diploide y produce mejores rendimientos 
virales, por lo cual esta vacuna resulta aproximadamente un 40% 
más barata, pero conserva una respuesta antigénica y tolerancia 
similares (Roumiantzeff M., 1984). 

A nivel mundial, se encuentran on uso cuatro tipos de 
vacunas antirrábicas humanas: 1) las vacunas de cerebro de ratón 
lactante (tipo Fuenzalida) principalmente en América Latina; 2) 
la vacuna de embrión de pato, en algunos paises en vias de 
desarrollo; J) las vacunas producidas en cultivos 
celulares, en Europa y Norteamérica y 4) las vacunas de cerebro 
de conejo, borrego y cabra (tipo Semple y Fcrrní) más frecuentes 
en Asia. 

Las vacunas de cultivos celulares utilizan varios tipos de 
células en su elaboración: 1) células diploides humanas (WI-38 o 
MRC-5) y células VERO, para uso humano. 2) células de riñón de 
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hamster (BHK21), 3) células de 
fibroblastos de embrión de 
(Roumiantzeff M., 1984). 

riñón 
pollo, 

fetal 
para 

bovino, y 4) 
uso veterinario 

La O.M.S. recomienda que ninguna vacuna con virus vivo debe 
administrarse al hombre, y que los paises en donde todavia se 
producen vacunas de tejido nervioso, éstas deben sustituirse por 
vacunas de cultivos celulares (O.M.S., 1982). 

I. 4. 3 Situación mundial y gn HéY.iQQ. 

Las vacunas de vanguardia producidas por la ingeniería 
genética, ya tienen un representante para el caso de la rabia. Se 
trata de una vacuna de un virus recombinante Vaccinia
glicoprotcina de la rabia, la cual se encuentra en pruebas de 
laboratorio y de campo para el control de la rabia silvestre en 
varios paises de Europa y en Norteamérica (Aguilar S.A., 1989; 
Rupprecht e.E., 1988). 

En los paises desarrollados, los métodos básicos para el 
control de la rabia en animales domésticos, especialmente la 
canina, consisten en evitar la transmisión de esta enfermedad, 
del perro al hombre, o de un perro a otro, a través de la 
administración de un gran número de vacunas veterinarias a los 
animales particulares, en un corto periodo de tiempo y eliminando 
en forma simultánea los perros callejeros, o sin dueño (Baer 
G.M., 1988). 

En Latinoamérica, en las grandes ciudades el porcentaje de 
perros que son vacunados es muy bajo, aproximadamente el 38% del 
total, e insignificante la eliminación de perros callejeros, 
alrededor del 1% del total. Además tanto el suero antirrábico, 
necesario en el tratamiento de los casos de exposición más 
graves, como las vacunas son insuficientes y están mal 
distribuidas en toda la región (Escobar C.E., 1988). 

Las vacunas de uso veterinario tienen menos requerimientos 
de control de calidad, debido principalmente al tiempo de vida 
media de las especies domésticas; por ello aún áquellas de origen 
nervioso, corno la de cerebro de borrego y de cabra, y las 
vacunas vivas atenuadas producidas con la cepa LEP Flury en 
embrión de pollo todavia se aplican en los paises de Medio 
Oriente y Africa (Shope R.E.,1984). 

En México se pueden adquirir vacunas veterinarias 
comerciales producidas en embriones de pollo, LEP y HEP Flury, 
asi corno de cultivo celular, utilizando la linea BHK21 inoculada 
con cepas de virus rábico patentadas, o exclusivas; estas últimas 
gozan de un mayor prestigio por su antigenicidad e inocuidad, 
pero resultan más caras que las de tejido nervioso. 
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Los métodos de producción utilizados por la iniciativa 
privada se desconocen, porque esa información es inaccesible para 
el pública en general. Dentro del sector público, el 
Instituto Nacional de Virolog1a de la secretaria de Salud es 
el encargado de la producción de todas las vacunas 
antirrábicas de uso humano tipo Fuenzalida, que se aplican en 
todos los tratamientos postexposición. También produce 
1 1 600 1 000 dosis/año de vacunas veterinarias de esta misma clase 
(Kado B.G., 1991), pero esta cantidad no alcanza a satisfacer 
la demanda de las campañas antirrábicas de la Secretaria de 
Salud. 

Hasta ahora, de las vacunas antirrábicas disponibles a 
nivel mundial, la mejor alternativa son las que se producen en 
cultivos celulares, pues presentan mayor inocuidad, potencia 
y la posibilidad de elaborarlas a gran escala. 
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II.- OBJETIVOS 

El panorama general de la rabia, a nivel mundial y en México 
permite percatarse de la necesidad de incrementar la producción 
de vacunas antirrábicas veterinarias, lo cual podr1a lograrse 
mediante el empleo de una tecnolog1a de cultivo celular a mayor 
escala que disminuya el costo de este tipo vacunas; lo 
anterior facilitaría el desarrollo de las campañas 
gubernamentales destinadas al control de esta enfermedad. 
Por ello en este trabajo se plantean los siguientes objetivos: 

1) Efectuar un análisis y comparación de los diferentes 
sistemas de cultivo de células a gran escala que existen a 
la fecha, en base a una revisión hemerobibliográfica, como una 
alternativa para la elaboración de vacunas antirrábicas 
veterinarias, más seguras, potentes y econorn1cas, respecto a 
las que actual~ente se producen en nuestro país. 

2) Plantear una estrategia de producción y del control de 
calidad requerido para una vacuna antirrábica veterinaria, con 
base en la información hernerobibliográfica disponible. 

3) Evaluar la aplicación del sistema de cultivo de células 
a gran escala que resulte más promisorio de acuerdo a la 
estrategia de producción planteada. 
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III ORIGEN Y CARACTERIBTICAS DE UN CULTIVO DE TEJIDOS 

El cultivo de tejidos se utilizó por primera vez a 
principios de este siglo¡ Harrison en 1907 y Carrel en 1912 lo 
propusieron como una técnica para estudiar el comportamiento de 
las células animales fuera de las variaciones sistémicas del 
organismo, durante la horoeostasis normal, o bajo la tensión de un 
experimento. 

El hallazgo de que las células provenientes de los tumores 
de origen humano originaban lineas celulares continuas, acrecentó 
a6n más el interés por esta técnica, cuyo principal objetivo fue 
el estudio del cáncer. Posteriormente, algunos investigadores 
interesados en aspectos especiales del desarrollo la adoptaron 
para el estudio, a nivel celular o bioquimico, de la regeneración 
de los tejidos en anfibios, o la metamorfosis de los insectos. 
Desde entonces ha contribuido al avance de la biología celular, 
la bioqu!mica, la fisiologia, y la cirugla reconstructiva, pues 
facilita el aislamiento y la manipulación de las células, sus 
componentes y productos (Freshncy R., 1983). 

Tiempo después, el cultivo de tejidos se ha aplicado a la 
agricultura, en la realización de diversos estudios de fitopato
log1a, la micropropagación de los vegetales y la producción de 
substancias de interés industrial corno los alcaloides y las 
fitohormonas, entre otros (Tornes E.H., 19B2; CONAFRUT-SARH, 
1983). 

En el Cuadro NQ 1 se presentan los productos celulares más 
importantes en el mercado mundial que se obtienen a través del 
cultivo de células, donde puede observarse que el área médica es 
el campo de aplicación de mayor importancia, en la prevención, el 
diagnóstico y la terapia de muchas enfermedades. Las vacunas son 
uno de los productos más importantes y ocupan el segundo lugar, 
con un mercado de 5,200 millones de dólares. 
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MERCADO MUNDIAL PARA 1991 DE DIFERENTES PRODUCTOS QUE SE OBTIENEN 
EN EL CULTIVO DE CELULAB DE MAMIFERO. 

Area de productos 

Diagnóstico 

Vacunas 

Hormonas 

Linfocinas 

Anticuerpos monoclonales 

otros productos 

(factor de crecimiento epidérmico, 
disrnutasa superóxido, factor atrial 
natriurético, eritropoyetina, 
protelna C, factor VIII, 
activador plasminogénico de tejidos, 
entre otros) 

Ventajas del cultivo de tejidos. 

Mercado Mundial 
(Millones de USO) 

6,500 

4,900 

1;750 

~l' 700 

3,040 

FUENTE: Ratafia M., 1987 

Entre las principales ventajas del cultivo de tejidos se 
encuentran las siguientes: 

1.- Permiten el control del medio ambiente fisicoqulmico de 
las células en estudio. El pH, la temperatura, la presión 
osmótica, la presión parcial de oxigeno, entre otros. La 
composición quimica de la mayor parte de los medios de cultivos 
no puede definirse totalmente, pues requieren de suero corno 
suplemento, el cual es muy complejo y variable en su 
composición, ya que contiene hormonas y otras substancias de 
regulación aún no determinadas. 
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2.- Homogeneidad .fill el tejida. Las muestras de tejído 
primario son invariablemente heterogéneas, ya que poseen 
varios tipos celulares, y después de una o dos subcultivos los 
linajes de células sobrevivientes a:lquieren un aspecto uniforme, 
o una constitución homogénea. La presión de selección de las 
condiciones del cultivo tiende a producir un cultivo homogéneo 
del tipo celular más vigoroso, por lo tanto, cada replicado 
experimental es virtualmente idéntico y rara vez· se requiere de 
un análisis estadístico. 

J.- Econo~ gg los reactlvos gn estudiQ, pues éstos pueden 
poners~ en contacto directo con las células, en contraste con las 
cantidades necesarias cuando estas pruebas se realizan en 
animales en experimentación. 

l.- Requieren de Ylli! elevada habilidad en gl maneio de las 
técnicas asépticª-2. y_ de gn manejo meticulQ§Q, dado que las 
células crecen más lentamente y son más frágiles, que la mayo~ia 
de los contaminantes comunes. 

2.- Requieren de gn medio de cultivo de composición 
compleia y da unas condiciones similares g lA.§_ del 
plasma sanguíneo. Q ª las del liquido intersticial, pues son 
células de organismos pluricelulares incapaces de subsistir en 
forma independiente; por ello es necesaria una gron experiencia 
y conocimientos, indispensables para la detección de los 
requerimientos y fallas eventuales del sistema de cultivo 
celular. 

3.- Costos elevados, esta es una de las limitaciones más 
importantes, ya que se requiere de muchos materiales y esfuerzo 
para producir, relativamente, pequeñns cantidades de células. El 
costo de las células en cultivo es aproximadamente diez veces 
mayor que el de los tejidos animales. 

4.- Inestabilidad de muchas lineas celulares continuas, como 
consecuencia de su constitución crornosóroica, generalmente 
aneuploide. 

Principales diferencias del cultivo de células in. vitro, 
respecto a las células in vivo. 
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a) Disociación de las células de un~ geometria 
.tridimensional A fil! PI:.Qpagaci.ón. generalmente fill un sustrato 
bidimensional, lo cual implica la pérdida de interacciones 
celulares heterotipicas especificas. Muchas células se hacen 
móviles y empiezan a proliferar, incrementándosG la fracción 
poblacional en crecimiento, y posteríormente la formación de una 
linea celular representa sólo uno o dos tipos celulares. 

b) El medio de cultív_Q de tejidos carece de .!'TIUChos de los 
componentes sistémicas involucrados gn la regulación homeostática 
in vivo, principalmente de los del sistema nervioso y endácrino, 
por lo que no es verdaderamente reprosent~tivo del tejido del 
cual deriva. 

e) iA. enerqia para gJ_ metabolismo in vitro proviene 
principulmente de la glicólisUi, y aunque el ciclo del 
ácido cítrico es funcional, juega un papel secundario. 

liay tras métodos principales para iniciar un cultivo de 
tejidos: 

1) Cultivo de 6rganos, éste implica que se corsarva la 
arquitectura característica del tejido .!n vivo, al menos 
parcialmente. El tejido se cultiva en la interfase liquido/gas 
sobre una reja, gel o ''salvavidas••. 

2) cultivo de explante primario, en el cual un fragmento del 
tajido proveniente de un organismo se coloca en la interfase 
liquido/plástico o vidrio, donde se presenta la adhesión y se 
promueve la migración al sustrato sólido. 

3) gy.ltivo de células, éste implica que el tejido, o el 
crecimiento desordenado del explante primario se dispersa 
(mecfinica o enzirnáticamente} para obtener una suspensión celular 
homogénea que se cultiva como una monocapa adherente en un 
sustrato sólido, a como una suspensión en el medio de cultivo. 

III.l Cepas y lineas celulares. 

La formación de lineas celulares es factible gracías a la 
proliferación de los cultivos de explantes primarios de tejidos. 
Una fracción significativa de la población celular en 
crecimiento se dispersa y puede cultivarse o sembrarse 
nuevamente en otros recipientes 1 lo cual constituye un 
subcultivo o pase celular. Estos cultivos son potencialmente 
el inicio de una "linea celular", el cual implica: 
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1) Un incremento en el nümero total de células durante 
varias generaciones. 

2) . El predominio de linajes o cepas celulares con una 
elevada capacidad de crecimiento, lo cual proporciona un cierto 
grado de uniformidad a la poblaci6n. 

3) La cepa celular originada puede caracterizarse para la 
mayor parte de su periodo de vida finito. 

4) Finalmente la transformaci6n de una cepa celular a una 
linea celular "continua o establecidaº con un periodo de vida 
teóricamente infinito, implica generalmente un cambio fenotipico 
(Freshney R., 1983). 

En la Figura 2 se muestra el diagrama de la generacion de 
una cepa o linaje celular y la formaci6n eventual de una linea 
celular continua. 

III.2 Células adheridas y no-adheridas a un soporte. 

Existen dos clases de células de mamlfero respecto a su 
comportamiento in vitre ante un soporte de cultivo: 

Células adheridas Q ancladas, son aquéllas que requieren, 
en forma indispensable, de una superficie sobre la cual puedan 
unirse para desarrollarse. Con esta finalidad se han utilizado 
soportes de diferentes materiales inertes, los cuales no deben 
interactuar, o adsorber los componentes del medio de cultivo, 
y proporcionan unicamente un soporte fisico cargado elec
trostáticamente para favorecer esta unión, ~in que altere el 
crecimiento celular. Esta es la forma de cultivo más común para 
la mayor parte de las células primarias normales (con la 
excepción de las células hemopoyéticas maduras) las cepas 
celulares diploidcs y algunas lineas celulares transformadas 
(CHO, VERO, entre otras) (Freshney R., 1983). 

Las células primarias y las cepas diploidcs humanas poseen 
un ciclo de vida finito y presentan elevados requerimientos de 
suero, lo cual limita severamente su utilización, pero su 
carActer 11 normal 11 (diploide) y la carencia de oncogenicidad las 
hacen favoritas en la producción de muchas vacunas, especialmente 
para uso humano (Miller A.O.A., 1989). 
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Células no-adheridas son aquéllas que son capaces de crecer 
como agregados celulares suspendidos en el medio de cultivo. 
Pertenecen a esta categoria las células hemopoyéticas maduras, 
algunas lineas celulares transformadas y las que provienen de 
tumores malignos (Freshney R. 1983). La inmortalidad de muchas 
lineas transformadas las hace alternativas atractivas para la 
producción de biológicos, pero su oncogenididad, bajo ciertas 
condiciones, ha limitado su uso extensivo (Miller .A.O.A., 1989). 

El cultivo de células de mamifero a altas densidades permite 
la reducción del costo de los productos de origen celular, 
mediante la concentración del producto y por lo tanto una 
disminución de los gastos de purificación. Además un rendimiento 
celular elevado involucra una utilización más eficiente del medio 
de cultivo y consecuentemente un producto final más ecónomico, 
por ello es importante conocer cuales son los requerimientos para 
este tipo de cultivos. 

IV.-REQUERIMIENTOS GENERALES DE UN SISTEMA DE CULTIVO CELULAR A 
GRAN ESCALA. 

Las células de mamif ero son sumamente susceptibles a las 
condiciones ambientales adversas. El metabolismo celular, su 
crecimiento y su viabilidad dependen de un control estricto y 
continuo dentro del recipiente de cultivo, para ello. Un buen 
bio-reactor de cultivo celular, será áquel cuyo diseño: 

1) Disminuya al máximo las fuerzas mecánicas generadas 
durante la homogenización y la aeración del sistema, las cuales 
pudieran dañar las células de mamifero que carecen de una pared 
celular, a diferencia de otros microorganismos cultivables. 

2) Permita o mejore la factibilidad de llevar a cabo un 
registro más fidedigno y un mayor control del proceso 

3) Disminuya las 
del proceso. 

probabilidades de contaminación 

Un medio ambiente uniforme durante el proceso puede 
lograrse mediante un control térmico, un mecanismo par3 la 
adición de nutrientes y la remoción de desechos con una 
alteración minima del proceso y un suministro adecuado de 
oxigeno sin que éste provoque la formación de espuma, pues la 
tensión superficial de ésta es nociva a las células. 
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Un registro fidedigno y un control eficaz del proceso, 
requiere que el bio-reactor posea algún mecanismo para verificar 
en forma precisa el pH, oxigeno disuelto (O.O.), y temperatura. 
Asi como también dispositivos para la determinación de otros 
parámetros principalmente, la densidad celular, la concentración 
de glucosa, lactato y amonio y, en el caso de un sistema que 
opere con perfusión, una regulación confiable de la entrada o 
salida de fluidos ( Martin N., 1987). (Los diferentes 
sistemas de operación se describen posteriormente en este 
trabajo). 

V.- EL SUMINISTRO DE OXIGENO A LOS CULTIVOS CELULARES. 

El abastecimiento de una cantidad adecuada de oxigeno a los 
grandes volúmenes de las células en cultivo es la barrera critica 
para el escalamiento, principalmente para los sistemas en 
suspensión. 

El oxigeno es poco soluble en el medio de cultivo, 
0.2 mmol/ l. (Flc?ischalrnr R.J., 1982) y la demanda promedio de 
o:d'..geno para un cultivo con una densidad de 10 6 ._élulas/ml., se 
encuentra entre 0.05 y 1.0 mmol./1-h.; equivalente a un 
coeficiente de transferencia de oxigeno (coeficiente k¡a} de 0.25 
a 5 h- 1 . 

Una forma de suministro de oxigeno al sistema, es a través 
del espacio aéreo superior del recipiente de cultivo, sin 
embargo, si se toma como ejemplo una suspensión de células HeLa a 
una concentración de 1 x 107 células/l, éstas requerirán de 5.0 
mmol de oxigeno/l x h. (Danes S.B., 1963) y se presentará una 
limitación de oxigeno en un volumen menor de 1 1 cuando el 
espacio ~ontiene aire. Si este espacio se llena de oxigeno, la 
limitación se presentará cuando el volumen del cultivo sea 
de 3.5 1 Por consiguiente se debe suministrar oxigeno en forma 
adicionJl, y en forma directa al medio de cultivo cuando el 
volumen sea superior a este volumen. 

Generalmente la manera de proporcionar oxigeno a 
los cultivos es a través del burbujeo, este es el método empleado 
en las fermentaciones microbianas, pero no es el adecuado para 
las células animales pues causa lisis de la me~brana celular 
y demasiada espuma en el medio de cultivo, debido a los altos 
contenidos proteicos y de suero, por lo que se han buscado otras 
alternativas. 

Una de las estrategias consiste en la circulación de una 
fracción del medio de cultivo a través de la cámara de 
crecimiento, mientras simultáneamente en un circuito externo 
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se oxigena otra parte del medio. La ventaja de este método es que 
la velocidad de circulación del medio determina la cantidad de 
oxígeno que se provee a las células. 

Una alternativa más es aumentar el área del cultivo que se 
encuentra en contacto con el aire; éste es el principio esencial 
del uso del tubo de silicón, a través del cual. se difunde el 
oxigeno al medio, el tubo puede introducirse directamente al 
recipiente, o revestir con él su superficie. Esta técnica resulta 
demasiado cara, ya que requiere de una gran superficie de 
contacto y este material es costoso, Además su manejo puede 
result~r demasitldo complicado para grandes volúmenes. 

El área total del recipiente de cultivo celular puede ser de 
un material permeable al oxigeno, por ejemplo, los sistemas de 
cultivo de capilares artificiales y la pelicula tubular en 
espiral de Jensen utilizan esta técnica. 

Asimismo, el desarrollo de medios libres, o con cantidades 
muy reducidas de suero, contribuirá a la solución del problema de 
transferencia de oxigeno en los cultivos celulares a gran escala, 
al evitar el exceso de espuma cuando se aerea el medio de cultivo 
(Glacken M.W., 1983). 
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VI.- METODOS DE INMOVILIZACION CELULAR. 

El escalamiento de los cultivos celulares es todavia un 
desafio, pues plantea nuevos problemas difc!t·entes de áquellos de 
las fermentaciones microbianas, debido ~ las características de 
las células animales, entre ellas : ~) La fragílidad de las 
células animales por las fuerzas d~ fricción asociadas a los 
métodos tradicionales de mezclado con agitación mecánica que las 
destruyen; 2) el largo tiempo dP duplicación, en promedio de 18 a 
48 horas, contra 20 ó 30 min1.o.r:os para la mayor parte de las 
bacterias, incremcnt<l l~ i~r0rtancia de la asepsia del cultivo 
celular; 3) las célul~~ anímales generalmente no crecen a 
densidades tan elevadas \.~orno los microorganismos, el intervalo de 
concentración promedio es de 0.5 a 5 x 10 6 células/rol Entre los 
factores que limit~¡, la densidad celular se incluyen el aumento 
de subproductos rr.¿~abólicos, tales como el lactato y el amonio, 
asi como la esc:""sez de nutrientes. 

Esta~ peculiaridades del cultivo de células han llevado a un 
objetív~ principal: proteger las células a través de dos enfoques 
difet~r.r,c:es: 

i) Las células no-adherentes, o que son capaces de crecer 
sin unirse a un soporte, se cultivan en una suspensión libre y 
homogénea, mediante nuevos diseños especiales de agitación y 
aeración que no las maltraten, en bio-reactores similares a los 
que se utilizan tradicionalmente para las fermentaciones 
microbianas y cuando éstas son demasiado frágiles, pueden 
atraparse en microcápsulas, gel o en algunas fibras capilares. 

2) I..as células adherentes o ancladas a un soporte, 
se inmovilizan en matrices de materiales inertes que son bañadas 
por, o sumergidas en, el medio de cult.ivo. 

Los procedimientos de inmovilización celular tienen muchas 
ventajas, pues permiten: a) aumentar la densidad celular del 
cultivo, con la consecuente elevación de la productividad en 
espacios más reducidos. Esto a su vez, b) simplifica los procesos 
de concentración y purificación del producto celular y 
e) facilita la operación del bio-reactor al realizar el cambio 
del medio de cultivo, o durante la cosecha, ya que las células 
puóden separarse rápidamente¡ d} En algunos sistemas, la 
homogenizacíón del medio y la aeración del mismo, puede lleva~se 
a cabo en un circuito externo al de la cámara de crecimiento 
(Knight P., 1989). 
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El largo tiempo de duplicación de las células ha llevado al 
desarrollo de cultivos continuc:,s, donde los productos secretados 
por las células, se con~entran en el medio de cultivo y se 
cosechan constantemente, ~in la necesidad de que se interrumpa el 
proceso Y se re~licen nuevas siembras celulares en el 
bio-reactor, lo cual también contribuye a un producto final de 
menor costo. Sin P.mbargo esta ténica sólo puede emplearse cuando 
el producto fin~l es extracelular, mas no cuando las células son 
el producto. 

L0~ métodos para la inmovilización de células adherentes o 
que r•:.·=:¡uieren anclarse, incluyen: los capilares artificiales, los 
mic:·uacarreadores en suspensión, y las matrices rnicroporosas 
(,:an Brunt J., 1986; Farnilletti P.C., 1988). 

VII.- FORMAS DE OPERACION DE LOS SISTEMAS DE CULTIVO. 

Existen tres formas de operar un sistema de cultivo, 
aplicables tanto a los cultivos de células microbianas como a los 
de células aniraales, éstos son: en lote, lote alimentado y 
perfusión, las condiciones de operación correspondientes pueden 
observarse en la Figura J. 

Sistema fill lote.- En él no hay un suministro adicional de 
nutrientes, únicamente los que se proporcionan al inicio del 
cultivo. Durante el proceso lo único que se introduce al medio es 
oxigeno. Solamente pueden controlarse el pH, la temperatura y el 
flujo de aire; en consecuencia el medio ambiente de las células 
en cultivo está cambiando constantemente. Los nutrientes se van 
agotando y se acumulan progresivamente los productos del metabo
lismo, generalmente de desecho, lo cual produce una inhibición 
prematura del crecimiento celular y/o de la formación del 
producto. Este efecto puede mitigarse mediante un cambio del 
medio "gastado" por medio 11 nuevo 11 , pero resulta demasiado 
costoao, ya que alg11nos componentes costosos, corno el suero se 
descartan, at1n cuando no h.:in sido completamentl;! consumidos. 

Sistema de lote alimentado.- En éste SP suministran los 
componentes vitales, sólo cuando el cultivo los requiere para 
mantener constante la concentración de los nutrientes. Estos 
procesos requieren de los mecanismos nece5arios para el registro 
y control fidedigno de los nutri~ntes, lo cual permite la 
optimización del crecimiento celular y/o la formación del 
producto. Aún cuando los productos metabólicos de desecho no se 
eliminan, su acumulación puede limitarse al ajustar el flujo de 
nutrientes. 
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EVOLUCION DE LAS VARIABLES EN LOS CULTIVOS OPERADOS 
LOTE ALIMENTADO 'i PERFUSION (Glacken M.W.' 
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Sistema g.n perfusión.- Este funciona de manera similar al 
cultivo continuo, en el que la concentración de los nutrientes 
y de los productos de desecho se mantienen constantes, 
modificando la velocidad de dilución del sistema. La 
única diferencia radica en que en este último las células no se 
retiran del cultivo. Si se incrementa la velocidad de adición de 
nutrientes se obtienen mayores concentraciones .de éstos en el 
medio y se disminuyen las de los productos de desecho. El medio 
ambiente de cultivo es bastante controlado, sin embargo comparte 
algunas de las desventajas del sistema en lote alimentado, esto 
es, parte de los nutrientes y componentes del suero aún no 
rnetabolizados se eliminan en el efluente, por lo cual resulta 
económico sólo cuando con una concentración reducida de los 
productos de desecho, se obtienen densidades celulares mayores a 
las del cultivo en lote alimentado. 

VIII.- SISTEMAS Pl\RA EL CULTIVO DE CELULAS A GRJ\N ESCALA. 

Las células no adherentes se han cultivado generalmente, en 
sistemas similares a los utilizados para los microorganismos, 
con algunas modificaciones, en especial , relacionadas con 
el diseño del mecanismo de aeración y homogenización, 
tratando de evitar los daños por fricción y choques entre las 
particulas. 

En contraste, las células adherentes o ancladas plantean 
nuevos problemas para su escalamiento, debido a las 
caracteristicas particulares de éstas, las cuales crecen formando 
una monocapa sobre el soporte. cuando hay contacto entre ellas o 
con una barrera fisica , se inhibe su crecimiento, por ello la 
superficie disponible en el recipiente de cultivo, es uno de los 
factores limitantes de la densidad final. 

Este trabajo se enfoca a los sistemas de cultivo de células 
adherentes o ancladas, ya que éstas son las alternativas más 
atractivas para la producción de vacunas, debido a su 
constitución cromosómica, generalmente diploide, a la carencia 
de oncogenicidad y a que presentan un crecimiento ordenado 
sobre el soporte, autoregulado a través del contacto entre ellas, 
en lo cual se asemejan a las células primarias '1 normales•• 
(Miller A.O.A., 1989). 

A nivel de laboratorio, el cultivo de células en monocapa o 
monoestrato estático es uno de los más comunes y se realiza en 
botellas de vidrio o polipropileno, tipo Roux, Blake o similares, 
cuya capacidad es reducida, en promedio, entre 25 y 300 crn2 de 
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área disponible para crecimiento. Estos sistemas son cerrados, 
por lo cual no existe un registro o control durante el proceso y 
la temperatura es la única condición estable. La relación de 
superficie de crecimiento (S), respecto al volumen total del 
cultivo (V) es muy reducida, y por lo tanto estas 
características limitan los rendimientos celulares de esta clase 
de sistemas. 

En la Figura 4 se muestra una botella tradicional de cultivo 
celular en monocapa, en un sistema estático y cerrado. La 
relación superficie a volumen (S/V) paro este tipo de cultivos 
es, en promedio, de sólo 0.4 . 

VIII.1 sistema ''Rollar''· 

Uno de los intentos más exitosos en el desarrollo de nuevos 
sistemas de cultivo celular con una mayor superficie disponible 
para el crecimiento celular, con relación al volumen total del 
cultivo es al sistema de botellas giradoras o 11 Roller 11

, cuya 
relación S/V es aproximadamente s.o, o sea más de diez veces 
mayor que la del cultivo estático.En la Figura 5 se observa una 
botella tipo 11 Roller 11 y el sistema de rotación de las mismas. 

El sistema tipo 11 Roller 11 representa un gran avance respecto 
a los sistemas estáticos, pues permite llevar a una mayor escala 
los cultivos cedulares, facilita la oxigenación mediante le 
exposición alterna al espacio aéreo y al medio de cultivo durante 
la rotación de la botella y permite el incremento de los ren
dimientos celulares¡ pero éstos aún son reducidos, se pueden 
producir aproximadamente J x 10 7 células en un área de 500 cm 2 . 
No obstante, presentan varias desventajas, entre ellas: es un 
proceso muy laborioso, el lote de células o producto es 
heterogéneo, pues cada botella representa una unidad experimental 
diferente; no pueden tomarse muestras durante el proceso y por lo 
tanto, no existe u11 control del mismo. Además requiere de grandes 
e~pacios. 

Una forma de escalamiento para incrementar la productividad 
de células ancladas, o de sus productos, es a través de 
un aumento en el número de unidades de cultive que se manejan, 
sin modificar el volumen del cultivo en cada una, con lo cual se 
consigue una mayor superficie para el crecimiento. Este 
modo de escalamiento ha sido el empleudo en muchos laboratorios 
que utilizan las botellas tipo Roux, Blake o similares, asi como 
para el sistema 11 Roller 1'. 
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FIGURA 4.- BOTELLA TRADICIONAL PARA EL CULTIVO CELULAR EN 
SISTEMA ESTATICO Y CERRADO. 

FIGURA 5.- SISTEMA DE CULTIVO CELULAR TIPO "ROLLER". 
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Otros métodos que se han desarrollado para el cultivo de 
células adherentes o ancladas, en busca de una mayor relación 
superficie a volumen de cultivo (S/V), se muestran en la 
Figura 6, todos ellos presentan valores mayores de S/V, 
comparados con el sistema "Roller 11 • 

El propagador múltiple, la pellcula espiral, las bolsas de 
plástico y el Gyrogen con tubos, son de uso limitado para el 
cultivo de células a gran escala, puesto que sus valores de la 
relación supeficie a volumen son demasiado pequeños. 

El propagador con camas de vidrio no es práctico a gran 
escala, pues las esferas de vidrio que se usan como camas pueden 
moverse y chocar entre si, debido a la velocidad de circulación 
del medio necesaria para una aeración adecuada a escalas 
mayores, lo que ocasionarla daño a las células (Glacken 
M.W . ., 1983). 

Otras desventajas que presentan estos métodos son: 

a) Dificultad para la toma de muestras representativas 
durante el proceso. 

b) Potencial limitado para el registro y el control del 
sistema. 

e) Dificultad para mantener condiciones medioambientales 
homogéneas a través de todo el cultivo (Reuveny S., 1986). 

Los mejores métodos a gran escala para el cultivo de células 
animales ancladas son: los capilares artificiales, la pelicula 
espiral tubular de Jensen IL40 y el procedimiento de los 
microacarreadores en suspensión, ya que estos son los sistemas 
que presentan una mayor relación de superficie de crecimiento por 
volumen de cultivo (S/V) y la factibilidad de escalamiento 
(Glacken M.W., 1983). 

VIII.2 Sistema IL40 de la película espiral tubular de Jensen. 

En el sistema IL40 de la pelicula espiral tubular de Jensen, 
consiste de un tubo o manguera de un material permeable a los 
gases, donde las células crecen adheridas a la superficie 
interna, son bañadas continuamente con el medio de cultivo que 
las nutre, el cual fluye constantemente en el interior del tubo, 
y reciben el oxigeno por difusión a través de la pelicula que les 
sirve de sustrato (Glacken M.W., 1983). 
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na m [] ~ 
BOLSAS DE PLASTICO PROPAGADOR MULTIPLE PELICULA EN 

ESPIRAL 
S/V= 5.0 S/V= l. 7 S/V= 4.0 

i . . 

PROPAGADOR EN CAMAS 
DE VIDRIO 

CAPILARES ARTIFICIALES MICROACARREADORES 
EN SUSPENSION 
S/V= 122 (20 g/l) S/V= 10.0 S/V= 30.7 

PELICULA ESPIRAL TUBULAR DE JENSEN 
IL410 

S/V= 9.4 

153 (25 g/l) 

l~l 
"GYROGEN" CON TUBOS 

S/V= 1.2 

FIGURA METODOS UTILIZADOS PARA EL CULTIVO DE CELULAS 
ANCLADAS A UN SOPORTE (S/V= PROPORCION DE SUPERFICIE DE 
CULTIVO POR VOLUMEN DEL REACTOR). 
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Este sistema IL40 posee una relación demasiado baja de S/V, 
respecto a la que ofrecen otros sistemas como el de los capilares 
artificiales, o el de los microacarreadores en suspensión, lo 
cual significa un mayor costo del producto. En forma adicional 
posee otras desventajas entre ellas : la imposibilidad de la toma 
de muestras representativas, la formación de gradientes a lo 
largo de la espiral, ya que las células tomarán el oxígeno y los 
nutrientes al principio de la espiral. Gradualmente los desechos 
y el bióxido de carbono se irán acumulando en el medio conforme 
éste fluye hacia el final, donde las células prácticamente ya no 
recibirán ni nutrientes ni oxigeno. 

VIII.3 Fibras huacas o capilares artificiales. 

Los sistemas de fibras huecas simulan la estructura y 
función de los capilares en el sistema circulatorio de los 
mamíferos. Estos consisten de materiales membranosos semi
permeables y porosos colocados en el interior de unos tubos 
delgados ( de ulrededor de 200 um), abiertos por ambos extremos. 
A su vez, miles de estos tubos capilares se encuentran arreglados 
dentro de un cilindro más grande de plástico. 

Cada fabricante emplea fibras de diferente composición y 
geometría, pero la mayoria las acomoda, de tal manera que 
parecen un pequeño paquete de elementos ópticos fibrosos en un 
cable. Las fibras pueden ser anisotrópicas, con poros de 
ultrafiltración en la cara interna y poros más amplios en la 
superficie exterior; o isotrópicos, con microporos en toda su 
estructura. 

Existen capilares artificiales de diferentes materiales y 
con cubiertas especiales para favorecer la adhesión celular. 

Las células se adhieren sobre la superficie exterior de las 
fibras, proliferando en el espacio extracapilar, donde alcanzan 
densidades similares a las de un tejido. El medio de cultivo 
oxigenado sa bombea a través del cartucho proporcionando la 
nutrición a las células, las cuales intercambian nutrientes y 
desechos metabólicos a través de las fibras, a semejanza de como 
lo hacen las células in vivo atravesando las paredes de los vasos 
capilares y de los riñones. 

Los cultivos celulares en fibras huecas tienden a tener 
grandes productividades de productos de secreción, ello se 
relaciona teóricamente con una alta velocidad de secreción 
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provocada por la proximidad célula a célula que se obtiene en 
estos sistemas. Los sistemas Vitafibers de Amicon, consisten de 
fibras de copol1meros acr1licos, o de polisulfona en un cartucho 
cil1ndrico que permiten alcanzar densidades celulares de 10 6 a 
10 7 células/rol. Este valor es por lo menos un orden de 
magnitud superior a la lograda en los cultivos con 
microacarreadores, de acuerdo a esta compañia. otro fabricante 
Setec (Livermore, CA.) ofrece el sistema Tricentric, con 
el cual se pronostican densidades celulares de 10 9 células/rol y 
presentan altas capacidades de transferencia de oxigeno. 

No obstante, los cultivos en capilares artificiales son 
sumamente vulnerables a cualquier ruptura de la 
asepsia, pues la mayoria de los fabricantes rechazan el uso de 
antibióticos y, a diferencia de los tanques de fermentación de 
acero o bio-reactores de vidrio utilizados en otros sistemas, los 
cartuchos de plástico de los capilares artificiales no toleran 
las corrientes de vapor, o dosis de compuestos quimicos 
drásticos. Sin embargo, el sistema Tricentric puede esterilizarse 
con vapor aproximadamente diez veces, o limpiarse con solventes, 
pero los demás son desechables, o deben esterilizarse por 
radiación o atmósferas de óxido de etileno y dado que sólo 
algunos laboratorios cuentan con ese equipo, se incrementan 
notablemente los costos (Knight P., 1989). 

El sistema de capilares artificiales, además tiene otras 
desventajas: su operación es compleja, sus posibilidades de 
escalamiento inciertas y aunque permite un control bastante bueno 
del proceso, éste se fundamenta en valores promedio de los 
gradientes internos a lo largo del cartucho de variables como 
pH, oxigeno, concentración de nutrientes y desechos metabólicos 
(Kearns M.J., 1990). Además no pueden tomarse muestras 
representativas, ni observar el aspecto celular microscópicamente 
durante todo el proceso. 

Un diagrama del sistema de capilares artificiales puede 
observarse en la Figura 7, donde se muestra la disposición de 
las fibras en el interior de un bioreactor con flujo radial en el 
que se alcanzaron densidades celulares de 7.J x 106 células/cm2 
(Tharakan P.J., 1986). 
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nutrientes 

Distribuidor de flujo 
central radial 

medio gastado 

fibras huecas con células 
inmovilizadas en la 
superficie exterior 

flujo gaseoso 

FIGURA 7 DISEÑO DE Ull BIO-REACTOR DE CAPILARES ARTIFICIALES 
CON FLUJO RADIAL (Tharakan P.J., 1986) 
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VIII.4 Matrices de cerámica. 

Las matrices están hechas de un material rigido que 
proporciona un área extensa para la adhesión y crecimiento 
celular, en un volumen relativamente pequeño. Como se muestra en 
la Figura s, la cerámica 'tiene la forma de un cilindro con 
múltiples canales uniformes de forma cuadrada, los cuales corren 
a lo largo de su eje mayor. Existen matrices de diversos 
materiales lo que permite una gran versatilidad en su 
utilización, pues adaptable tanto a células que crecen ancladas, 
como a las no-adherentes o no ancladas a un soporte. 

La configuración de las matrices de cerámica permite una 
distribución y crecimiento uniforme de las células, ya que 
el medio de cultivo fluye continuamente y sin restricciones a 
través del cilindro de cerámica. Las células que crecen sobre las 
cuatro paredes internas de los canales son bañadas 
constantemente con el medio de cultivo, que se acondiciona en un 
circuito externo y puede acoplarse a algún sistema computarizado 
de registro y control preciso para mantener niveles óptimos de 
o.o., pH y nutrientes. 

Los rendimientos celulares y la eficiencia en la utilización 
del medio es, en forma minima, equivalente a la que se obtiene 
mediante otros métodos de cultivo a gran escala (Van 
Brunt J., 1986). Se han ~tilizado cerámicas de más de 18 rn2 . de 
superficie, con una producción celular de más de 1.2 x 10 11 
células, equivalente a más de 200 botellas 11 Roller'' con una 
superficie de 850 cm2; bajo las mismas condiciones. Además no se 
han encontrado limites prácticos para su escalamiento (Van Brunt 
J.' 1986). 

El sistema de matrices de cerámica, en comparación con el de 
los rnicroacarreadores en suspensión y los capilares artificiales 
presenta las posibilidades de llevar a cabo una cosecha de 
células muy sencilla, con los procedimientos de rutina, mientras 
que en los otros dos sistemas, de microacarreadores y los 
capilares artificiales, la cosecha celular es muy complicada, y 
representa grandes pérdidas tanto en la cantidad, como en la 
viabilidad celular (Van Brunt J., 1986). 

Las matrices de cerámica tienen una ventaja sobre los 
capilares artificiales, pues no existen barreras fisicas que 
entorpezcan el intercambio gaseoso y de nutrientes, entre las 
células y el medio de cultivo acondicionado. 
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FIGURA 8 DIAGRAMA DE UNA MATRIZ DE CERAMICA PARA EL CULTIVO 
DE CELULAS ANIMALES A GRAN ESCALA. 

La cerámica es un cilindro de canales cuadrados uniformes 
que io·atraviesan longitudinalmente. Los canales tienen lados 
de 1.0 mm y paredes de 0.12 mm de espesor, lo cual proporciona 68 
canales por cm2 de área transversal (Lydersen B.K., 1985). 
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En las matrices de cerámica, las células no están sometidas 
a la magnitud de la fricción y turbulencias generadas durante la 
agitación de un sistema como el de los microacarreadores en 
suspensión ( Harakas K., 1984), Sin embargo, dependiendo de la 
velocidad de flujo del medio, si existe cierta fricción sobre las 
células inmovilizadas en la matriz. 

VIII.5 Camas fluidizadas. 

Este sistema opera mediante la inmovilización de las células 
en microesferas de aproximadamente 400 um de una matriz de 
colágena natural, de aspecto parecido al de la esponja. Las 
células pueden crecer tanto sobre la superficie, como en las 
concavidades internas de estas microesferas. 

Las microesferas se encuentran suspendidas en un fluido 
donde se encuentran disueltos los nutrientes y el oxigeno. Se 
ha diseñado un reactor comercial VERAX para este sistema. Durante 
la operación del reactor se observan fuerzas de compresión y 
descompresión y un movimiento de ascenso y descenso de las 
microesferas en el interior del recipiente cilindrico. El 
medio de cultivo circula a lo largo del reactor, a 
velocidades muy elevadas, de 50 a 100 veces el volumen del 
reactor por hora. En el interior, el medio de cultivo y la matriz 
de células inmobilizadas se mezclan hasta conseguir un ambiente 
uniforme con una eficiente transferencia de masa. 

El medio de cultivo se oxigena en un circuito exterior, 
donde fluye a través de unas membranas de intercambio de gases, 
conectado a un control computarizado de pH, oxigeno disuelto y 
temperatura. Los sensores se colocan en la entrada y en la salida 
del reactor. 

Aunque la unidad de producción comercial que 
emplea este procedimiento tiene una capacidad de 10 1, a nivel 
experimental ya se han operado reactores de 800 1, en forma 
continua durante más de tres meses en la obtención de anticuerpos 
monoclonales (Young w.M., 1987; Van Brunt J., 1986). 

El volumen del reactor "Sistema 2, 000 11 (VERAX) es de 24 1, 
y se reporta que es equivalente a la producción en lote de un 
bio-reactor, de aproximadamente 80 veces este tamaño {l,920 1). 

En un bio-reactor VERAX de 10 1 hay más de 10 6 millones 
de camas y se alcanzan rendimientos de 108 células/ml (VERAX, 
Inc., 1987). 
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Entre las desventajas de este sistema puede mencionarse que 
su operación es compleja, aún no existe suficiente información 
técnica suficiente respecto a su escalamiento (Kearns M.J., 
i990), y la que se maneja actualmente es principalmente de tipo 
publicitario. 

VIII.6 Microacarreadores en suspensión. 

Este sistema fue propuesto por primera vez por Van Wezel en 
1967, como un intento para aumentar la superficie disponible para 
el crecimiento de las células, respecto al volumen total del 
cultivo. Esta técnica consiste en la inmovilización de células 
adherentes o ancladas que crecen formando una monocapa sobre la 
superficie de pequeñas esferitas de soporte sólido, que miden de 
150 a 230 uro de diámetro. Las microesférulas se mantienen en 
suspensión en el medio de cultivo, mediante una agitación muy 
suave, para evitar que las fuerzas de fricción, los choques entre 
las particulas y las turbulencias puedan causar daño a las 
células. 

Los microacarreadores utilizados por Van Wezel, eran de una 
matriz de dextrana acoplada a grupos cargados dietilaminoetil 
{DEAE-Sephadex A-So, Pharmacia, Uppsala), pero este sistema no 
tuvo una aplicación inmediata ya que se observaron efectos 
tóxicos en las células cuando estos soportes se 
utilizaban a concentraciones mayores a 2 mg (peso 
seco)/ml. Investigaciones posteriores permitieron la eliminación 
parcial de este problema, mediante la reducción de la capacidad 
de intercambio i6nico total de los microacarreadores (Levine 
D.F., 1977). 

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado, una 
gran variedad de microacarreadores que permiten cultivar casi 
cualquier tipo de célula. Estos soportes están fabricados de 
materiales como gelatina, dextrana, poliestireno y 
poliacrilamida, otros son del tipo compuesto, es decir, con 
una matriz de los compuestos anteriores pero con un 
recubrimiento de otra substancia que facilite la adhesión 
celular, como la agarosa o el colágeno principalmente. 

Otras características importantes en la selección de las 
microesférulas son la densidad y la elasticidad: La densidad 
porque aquéllos más pesados se separarán más fácilmente del medio 
de cultivo sedimentándose rápidamente, pero requieren de una 
mayor velocidad de agitación para mantenerlos en suspensi6n 
y la elasticidad ya que permite amortiguar los choques entre 
las microesférulas debidas a las fuerzas de fricción creadas 
durante la agitación del sistema (Miller A.O.A., i989). 
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Algunos resultados confirman que la composición de los 
microsoportes afecta marcadamente la morfología celular, la cual 
influye a su vez sobre la organización citoplismica, el 
metabolismo y la diferenciación. Estos hallazgos abren 
nuevos campos de aplicación a los cultivos en 
microacarreadores, que otros no permiten. 

En forma general, cuando se han establecido las reglas para 
la inoculación adecuada del sistema, los cultivos con un inóculc 
de 10 5 células/rol de cultivo y con 1 a 5 g/l de 
microacarreadores, proporcionan rendimientos celulares de 10 6 
células/~! en cultivos en lote. En comparacl6n con los sistemas 
de cultivos estáticos o estacionarios, se obtienen rendimientos 
celulares de 12 a 15 veces mayores en un periodo aproximado de 10 
dias y el rendimiento celular por superficie disponible es 5 
veces más grande en los sistemas de cultivo de 
microacarreadorcs en suspensión (Miller A.O.A., 1989). 

Cuando la concentración de microesférulas alcanza valores de 
10 a 30 g./l , permite un rendimiento celular de alrededor de 107 
células/rnl. 

La posibilidad de que las células crezcan, no sólo en la 
superficie de las microesférulas, sino también en su interior, 
eleva los rendimientos a niveles comparables a los de los 
sist~mas con rnicroesferas macroporosas, en bio-reactores de 
lecho fluidizado, recientemente desarrollados. 

otras ventajas del sistema de cultivo en rnicroacarreadores 
en suspensión son: 

Una relación elevada de superficie/ volumen de cultivo 
(S/V), la cual puede rnodif icarse aumentando o disminuyendo la 
concentración de microesférulas. Esto permite la obtención de 
altos rendimientos celulares y la concentración de sus productos. 

La propagación celular se lleva a cabo en un sólo recipiente 
de alta productividad, en lugar de varias unidades pequefias, 
corno es el caso de los cultivo::; estáticos y tipo "Roller 11

, con el 
consecuente ahorro de espacio y medio de cultivo. Un cultivo en 
lote alimentado que utiliza menos de 5 1 de medio, 
proporcj.ona rendimientos celulnrcs y virales equivalentes a los 
que se obtienen de 250 botellas Roux con 25 1 de medio 
(Griffiths B., 1980). En general 1 1 de cultivo en 
microacarreadores en suspensión corresponde a 50 botellas 
11 Roller 11 (490 cm2 /botella) para la misma cepa celular 
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(Pharmacia Fine chemicals, 1981). Además el manejo de un sólo· 
rec~piente disminuye los riesgos de contaminación 
alrededor de 50 veces respecto a los sistemas como el 11 Roller 11 

(Harakas N.K., i9B4). 

Los costos de mano de obra disminuyen, al reducirse las 
necesidades de manipulación. Estos son aproximad~mente 10 veces 
menores respecto al sistema 11 Roller 11 • (Harakas N.K., 1984). 

El sistema es homogéneo, por lo cual permite llevar a cabo 
un registro y control eficaz de los parámetros metabólicos de 
mayor importancia, entre ellos pH, oxígeno disuelto, 
temperatura, y la concentración de nutrientes en el 
medio de cultivo. Consecuentemente facilita la optimización del 
crecimiento y la productividad celular, así como la 
reproducibilidad del proceso. 

Una característica casi exclusiva de este sistema es la 
posibilidad de tomar muestras representativas de las células, las 
cuales pueden observarse microscópicamentc, enumerarse y 
analizarse mediante otras pruebas que se consideren pertinentes. 

Los microacarreadores con las células adheridas a su 
superficie se sedimentan rápidamente cuando se suspende la 
agitación, lo cual se facilita la cosecha. tanto de las 
células, como de los productos extracelulares. 

Existe la posibilidad de fraccionar el cultivo 
celular, sin necesidad de utilizar enzimas proteoliticas para 
desprender las células del soporte sobre el cual se encuentran 
creciendo, como en la mayoria de los demás sistemas. 

Los cultivos en microacarreadorcs pueden llevarse a escalas 
mayores más fácilmente que otros sistema~, pues una vez que 
las células se han adherido a los microacarreadorcs, éstos pueden 
manejarse en forma similar a los cultivos en suspensión libre en 
equipos convencionales (fermentadores) que se usan 
tradicionalmente en los procesos microbianos, con algunas 
modificaciones, principalmente en los mecanismos de agitación y 
aeración, con el fin de disminuir las turbulencias y fuerzas de 
fricción, pero conservando una buena capacidad de transferencia 
de oxigeno. La gran experiencia que existe desde hace mucho 
tiempo en los cultivos en suspensión facilita la instalación y el 
manejo de los cultivos de células en microacnrreadores. 
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No obstante, el cultivo celular en microacarreadores en 
suspensión también presenta algunas desventajas como las 
siguientes: 

- La cosecha de células es 
la viabilidad de las mismas. 

complicada y disminuye 

El inóculo celular depende aún de cultivos en monocapa, 
pues en general, no es posible realizar el subcultivo directo de 
las células crecidas sobre los rnicroacarreadores a una 
escala mayores células en microacarreadores. 

El costo de los microacarreadores es elevado. 

Hay limitaciones en la transferencia de oxigeno, como en 
la mayoria de los sistemas de cultivo en suspensión (Glacken 
M.W., 1983). 

Estas limitaciones para el escalamiento de los 
cultivos en microacarreadores se han intendado superar mediante 
el uso de diversos sistemas de agitación y aeración 
eficientes que provocan pocas turbulencias, entre ellos se 
puede citar el de Griffiths y Thornston, en 1982, (l) 
quienes desarrollaron un eje impulsor con la forma similar a 
la de dos palas enroscadas sobre la flecha principal, formando un 
ángulo de 30 a 45g de la vertical; o el de Feder y Tolbert, en 
1983, (2) que consiste en cuatro láminas flexibles y combeadas, 
las cuales se extienden hacia el fondo del recipiente de cultivo, 
o el impulsor de Kedem (J), el cual ha sido adoptado con algunas 
modificaciones por fabricantes comerciales de como New Brunswick, 
Inc. Estos diseños pueden observarse en la Figura 9. 

Para un bioreactor comercial de New Brunswick, que opera con 
un eje impulsor similar al tipo ideado por Kedem, se reporta 
un k1a de 1.5 a 5.5 1 - 1 , bajo las siguientes condiciones de 
operación: velocidad del flujo gaseoso 0.625, velocidad de 
agitación 50 r.p.m. y un volumen total de 5 l (Johnson M., 
1990). Además existe una amplia experiencia en este sistema de 
cultivo en microacarreadores en suspensión, creado desde 1967, lo 
cual ha permitido el uso de bio-reactores de hasta 1,000 1 
(Miller A.O.A., 1989). 

La eficiencia de adhesión celular a los 
microacarreadores durante la siembra es menor a la de un 
cultivo estático en monocapa o "Roller", debido a que las células 
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deben unirse al soporte estando en movimiento, al momento del 
choque entre estas part1culas y sólo lo lograrán aquellas células 
que posean una buena membrana y viabilidad lo lograrán. 
comparativamente las lineas celulares presentan un 80% de 
eficiencia al adherirse, respecto a un 100% relativo de estas 
mismas células; en un cultivo en monocapa en el sistema 11 Roller" 
bajo las mismas condiciones. Las células provenientes de tejidos 
primarios tienen una eficiencia aún menor, de sólo el 50% 
respecto a las que se adhieren en un cultivo en monocapa, bajo 
las mismas condiciones (NUNC, 1988). 
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1.- IMPULSOR DE PALETAS INCLINADAS, TIPO GRIFFITHS Y THORNSTON 

2. - IMPULSOR DE FEDER Y 1'0LBERT 

3.- IMPULSOR DE BOMBEO KEDEM 

FIGURA NO 9 ALGUNOS SISTEMAS DE AGITACION DISENADOS PARA LOS 
CULTIVOS DE MICROACAARREADORES EN SUSPENSION (Reuveny s., 1986). 
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XX.- SELECCXON Y COHPARACXON DE LOS MEJORES METODOS PARA EL 
CULTXVO CELULAR A GRAll ESCALA. 

De acuerdo a las caracter1sticas descritas previamente, se 
puede establecer que actualmente los sistemas con muyor 
potencial, para el cultivo a gran escala de células 
animales que crecen ancladas, son: los capilares artificiales, 
la pelicula espiral tubular de Jensen IL40, las matrices de 
cerámica y los microacarreadores en suspensión, cuyas 
caracteristicas más relevantes se comparan en el cuadro 2. 

Como se observa existen muchas ventajas del sistema 
de cultivo en microacarreadores en suspensión para la producción 
de grandes cantidades de células adherentes o ancladas, entre las 
cuales se encuentran, además de las mencionadas con anterioridad, 
las siguientes: 

Las células se encuentran en contacto directo con el medio 
de cultivo, al igual que en las matrices de cerá.mica, por lo que 
se facilita el intercambio de gases y nutrientes, el cual en este 
caGo no depende de la permeabilidad de las membranas del sistema, 
ni de gradientes de difusión como en los capilares artificiales y 
la pel1cula espiral de Jensen. 

su operación es sencilla cuando se trata de un sistema de 
cultivo en lote y pueden obtenerse altos rendimientos celulares, 
similares a los del cultivo en perfusión, siempre y 
cuando exista una buena transferencia de oxigeno. 

Los rendimientos celulares de los cultivos en 
microacarreadores son comparables a los de las matrices de 
cerámica, pero menores a los de los capilares artificiales. 

Las posibilidades de llevar el sistema de 
microacarreadores a una escala mayor son buenas, a similitud da 
la pelicula espiral tubular y los capilares artificiales, y una 
ventaja respecto a las matrices de cerámica. No obstante las 
limitaciones de este sistema descritas anteriormente. 

De todo lo dicho anteriormente, se desprende que el sistema 
de cultivo celular sobre microacarreadores en suspensión es uno 
de los más convenientes a gran escala para las células que crecen 
ancladas a un soporte y representa un gran avance tecnológico. 
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CUADRO 2 
CUADRO COMPARATIVO DE LOS SISTEMAS DE CULTIVO A GRAN ESCALA, MAS 
PROMISORIOS PARA CELULAS DEPENDIENTES DE SUSTRATO. 

Capilares Película Matrices Kicroacarreadores 
caracteristica Artificiales espiral de en suspensi6n 

Cerámica 

Proporción 30.7 9.35 3J.-l.53 
S/V 

Homogeniedad gradientes gradientes ? hom6geneo 
en el cultivo 

Control y moderado moderado ? excelente 
registro 

Optimizaci6n dificil dificil ? excelente 
del proceso. 

Econom!a en 
suero excelente moderado excelente 

Toma de complicada comp•icada complicada sencilla 
muestra. 

Registro del 
crecimiento dificil dificil dificil excelente 
celular. 

Observación no complicada no sencilla 
microscópica factible factible 

Disponibilidad 
de nutrientes indirecta indirecta directa directa 
y oxigeno. 

Operación compleja simple* 
compleja** 

Escalamiento bueno bueno información buena 
insuficiente 

Rendimientos altos medios altos medios 
celulares 108 6x106 sx107 6x106• 
(células/ml 4Xl07** 
Transferencia buena excelente buena dificil 
de oxigeno 

* cultivo en lote 
** 11 perfusión 
Sintetizado de Glacken M.W., 1983; Harakas N.K.,1984; Lydersen 
B.K., 1985; Kearns M.J., 1990. 
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En general las vacunas antirrábicas elaboradas en cultivos 
de células han utilizado áquellas que crecen ancladas a un 
soporte. Sin embargo su aplicación concreta a la producción de 
una vacuna antirrábica veterinaria debe evaluarse en base la 
estrategia del proceso, con sus particularidades, por lo 
cual ésta se describe a continuación. 

( 
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X.- ESTRATEGIA Pl\RI\ LA PRODUCCION DE LA VACUNA. 

X. l. • -Procesos preliminares a la producción de la vac·~u~a. 

X.1.1.- Selección de la linea celular. 

Se propone el uso de la linea celular BHK21 derivada de 
riñón de harnster (criccto} de un dia de nacido, obtenida en marzo 
de 1961 por MacPherson y Stoker (MacPherson I.A., 1962). Esta 
linea presenta sensibilidad a un gran número de virus, por lo 
cual ha sido ampliamente utilizada en diversos estudios, entre 
ellos sobre la transformación con el virus polioma, la replica
ción del virus de la fiebre aftosa, arbovirus y el virus de la 
rabia (ATCC, 1988). 

Las células BHK21 son las más sensibles al virus rábico 
(Kaplan M., 1967), éstas han sido aceptadas por la autoridad de 
control nacional, representada en México por el Centro Nacional 
de Salud Animal (CENASA)-SARH, para la producción de vacunas 
antirrábicas de uso veterinario, pues cubre la mayor parte de los 
requisitos establecidos por la Organización Mundial de la Salud 
(O.M.S.), los cuales se enumeran a continuación: 

a) El uso de las células debe basarse en un sistema de 
células semilla, el cual consiste en la obtención de un lote de 
células derivadas de una fuente de tejido ünica, que se almacenan 
en alicuotas en nitrógeno liquido. Una de éstas se usa para 
la producción de un banco de células de trabajo, que se fracciona 
y se conserva de igual modo; una porción de este banco se utiliza 
para cada lote de vacuna. 

b) Las células semilla utilizadas para la producción 
deberán estar registradas y aprobadas por la autoridad de control 
nacional que corresponda. 

c) Debe comprobarse que el banco de células carezca de 
tumorogenicidad, presente un cariotipo normal durante las dos 
terceras partes de su tiempo de vida media y que la descripción 
de sus características morfol6gicas permitan su identidad. 

d) La vacuna tiene que estar libre de otros virus, para 
lo cual se realizan las pruebas necesarias en células y en 
animales de laboratorio (dichas pruebas se describen en el 
capitulo correspondiente al control de calidad). 
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e) Las células deberán estar libres de rnicoplasma 
cultivable y en condiciones de esterilidad (W.H.o., 1984). 

Respecto al requerimiento del inciso c, se puede decir que 
en algunos estudios realizados en animales domésticos y de 
laboratorio, las células BHK21 han demostrado que carecen de 
tumoragenicidad, ya que después de doce meses de observación 
posteriores a la inoculación de una suspensión de 107 células 
con excelente viabilidad, sólo indujeron la formación de tumor 
mediante la inoculación subcutánea en hamster sirio (Capstick 
P. B., 1969). 

Las células BHK21 también se han producido a mayor escala, 
en volúmenes superiores a los 2,000 1 para la elaboración de 
vacunas contra la fiebre aftosa y la enfermedad de New Castle 
(Capstick P.B., 1969). De esta vacuna contra la fiebre aftosa que 
existe en el mercado desde hace más de veinte años, se han 
administrado más de cien millones de dosis y hasta la fecha, no 
se han reportado efectoG nocivos atribuibles a la linea celular 
de la cual proviene (W.fl.O., 1987). 

x.1.2.- Selecci6n de la cepa viral. 

La cepa de virus r~bico vacunal que se propone, es la PV, 
pues es una cepa que cubre todos los requisitos que se enumeran a 
continuaci6n y es recomendada por la O.M.S. para ser utilizada en 
la producción de una vacuna antirrábica: 

_ a) El virus rábico vacunal debe pertenecer a una cepa 
fija plennmente identificada, con un registro histórico, con un 
periodo de incubación corto, estable y reproducible, la cual no 
forme corpúsculos de Negri cuando se inocula por via intracere
bral en animales de laboratorio. 

b) La utilización del virus vacuna! debe fundamentarse 
en un sistema de virus semilla, el cual consiste en la obtención 
de un lote de virus semilla maestra que representa cierta 
cantidad de virus de composición y procesado uniformemente, que 
se fracciona y conserva en nitrógeno liquido. una allcuota de 
ézte se usa para la preparación de un lote de virus semilla de 
trabajo, el cual no debe alejarse más de diez transferencias del 
lote semilla maestra, una fracción de este último lote es el que 
se utiliza para la producción de cada lote de vacuna. 
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e) El comportamiento del virus debe ser uniforme, y 
producir placas 11ticas cuando se inocula en sustratos celulares 
sensibles y producir una respuesta inmune satisfactoria cuando 
se inocula en los animales de laboratorio. 

d) Este virus 
antirrábico. 

debe ser neutralizado por un suero 

e) La composición antigéníca del virus semilla maestra 
se debe caracterizar ampliamente, mediante anticuerpos 
monoclonales~ Los laboratorios que producen la vacuna están 
comprometidos a vcrif icar la identidad antigénica de su cepa 
vacunal periodicamente, o enviarla para este fin a alguno de los 
Centros de Colaboración de la O.M.S. 

f) El lote de virus semilla de trabajo deberá estar 
libre de otros virus o contaminantes microbiológicos, lo cual se 
determinar& mediante su inoculación en animales de laboratorío, 
en los sustratos celulares sensibles, y mediante las pruebas de 
esterilidad necesarias. 

g) La cepa viral debe proteger contra las infecciones 
de virus rábico de calle. 

h) Debe ser registrado y aprobado por la autoridad de 
control nacional (W.H.O. 1984). 

La cepa de virus rábico vacunal PV (Pasteur Virus), es una 
de las más antiguas y conocidas provenientes del Instituto 
Pasteur, Francia, que además ya ha sido adaptada al cultivo de 
células BHK21 en ese lugar (Sureau P., 1990). Lo anterior es 
importante puesto que se dí5minuye progresivamente el periodo de 
adsorción del virus a las células, con las transferencisas 
sucesivas y por lo tanto, se incrementan los rendimientos 
virales. Esta cepa adicionalmente no está sujeta a patentes o 
exclusividad. 

X.1.3.- Selección de .lQ§. medios de cultivo y del 
Y..§..Q .Q.g .Y.nE. solución de DEAE-dextran. 

Medio de crecimiento para .1-ª.§ células fil!JS1.l.- Dada la 
importancia de esta 11nea celular existe en el mercado un medio 
optimizado para su desarrollo. Su formulación fina, con caldo 
triptosa fosfato (CTF) al 10% y suero fetal bovino (SFB) al 10%, 
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se fundamenta en las recomendaciones de quienes dieron origen a 
estas células (MacPherson I., 1962), asi como en las del 
Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO) para este objetivo 
(CEPANZO, 1989). 

Medio 9~ mantenimiento para las células BHK21, a diferencia 
del anterior, en él se eliminan las proteinas de origen animal, 
como SFB, CTF y sustancias como los antibióticos que pueden 
causar reacciones alérgicas o intolerancia en los animales blanco 
de la vacuna. Además se eliminan los factores de crecimiento 
presentes en el suero, pués en esta etapa ya se ha alcanzado una 
buena densidad celular. Estos compuestos se sustituyen por 
albúmina bovina al 0.3%. 

nEAE-dextran.- Se sugiere el uso del DEAE-dextran a 50 
ug/rnl diluido en solución amortiguadora de fosfatos o en medio 
de cultivo, para el tratamiento de las células BHK21, durante 15 
a JO minutos, antes de la inoculación viral, para incrementar la 
infectividad del virus. Lo anterior se basa en los 
antecedentes de que este compuesto es un polimero policatiónico 
que ha sido utilizado para la introducción de ácidos nucleicos y 
part1culas virales, en distintos cultivos de células animales. No 
se conoce su mecanismo de acción, pero se cree está relacio
nado con una modificación de las cargas de la membrana celular al 
unirse u ésta, y origina una carga iónica favorable a la unión 
del virus, o bien se une al virus formando un complejo que 
·se adhiere más fácilmente a la misma (Larghi O.P., 1975). 

Este compuesto p~esenta un efecto amplificador de la 
infectividad de varios virus y parece que confiere a los virus 
cierta protección contra las nucleasas celulares. Este fenómeno 
depende el peso molecular (P.M.) de la dextrana utilizada, pero 
no hay diferencias significativas entre los de un P.M. de ·1 x 
10 7 y el estándar de 2 x 106 g mol, de acuerdo con los resultados 
obtenidos con virus de ARN, como el del polio y los de ADN, como 
el SV40 (Pagano J.s., 1967). 

El DEAE-dextran aumenta la infectividad del virus rábico en 
células BHK21, cuando se utiliza en concentraciones desde 10 
ug/ml, con un efecto máximo a 50 ug/ml sin que ocasione efectos 
tóxicos en las células, aún cuando éstas permanezcan en contacto 
con el compuesto por más de una hora (Kaplan M.M., 1967). 
Estudios posteriores confirmaron que tampoco causa alteraciones 
en los ácidos nucleicos del virus, ni de la célula (Larghi O.P., 
1975). 
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X.l.4. - Selecci6n Qg.l proceso operativo. 

Todas las técnicas y procedimientos que se proponen para 
llevar a cabo el cultiva de células, se basan en los principios 
básicos que se describen por Freshney R.I (Freshney R.I., l98J). 

pensidad ~-- Este parAmetro se determinará durante 
todo el proceso, mediante la técnica del azul tripán que 
identifica la viabilidad celular, distinguiendo las células con 
dañas en su membrana (las cuales se observan teñidas) de las 
sanas (las que permanecen incoloras) (Freshney R.I., 198J). Esta 
técnica presenta ventajas, respecto a otras como la de Sanfard, 
que determina solamente el número total de células, sean éstas 
vivas o muertas. 

A continuación se describirá el proceso de producción de la 
vacuna antirrábica, especificando el seguimiento del proceso y 
las condiciones que se consideran más importantes durante el 
mismo, as1 como el control de calidad que debe efectuarse durante 
y al final de la elaboración de la vacuna. Esta descripción se 
facilitarA siguiendo el diagrama del proceso de producción 
que se presenta en la Figura 10. 

Los procesos iniciales para la producción de la vacuna deben 
ser: 

X.2 La producción de un banco de células madre el cual 
implica la adquisición de las células BHK2l de una fuente 
fidedigna, que garantice hayan sido analizadas y caracterizadas 
de acuerdo a las requisitos que establece la O.M.S. (W.H.o., 
1984), descritos previamente en la selección de la linea celular 
de este trabajo. 

X.J La producción de un lote de células semilla de trabajo, 
el cual consiste en el subcultivo seriado a partir de un sólo 
criotubo o ampolleta del banco de células madre, hasta obtener la 
cantidad suficiente de células para la producción de todos los 
lotes de vacuna durante un mínima de un año. Esto con la 
finalidad de asegurar la uniformidad del producto. En este caso 
por tratarse de una vacuna veterinaria, se considera pueden 
excluirse las pruebas para comprobar la conservación de las 
caracteristicas esenciales de las células madre, descritas por la 
O.H.S (W.H.O., 1984). 

52 



X.40btención de un lote de virus semilla maestra. El virus 
r~bico vacunal cepa PV (Pasteur Virus) debe ser obtenido de una 
fuente fidedigna y certificado por la O.M.S. de que cubre los 
requisitos necesarios, para su utilización en la elaboración de 
una vacuna antirrábica veterinaria. Este constituye el lote de 
virus semilla maestra, el cual se fracciona en alícuotas pequeñas 
que se conservan en nitrógeno liquido. 

El titulo de infectividad debe ser superior a 106 •5 DL50r/ml 
, porque en el caso de las vacunas antirrábicas veterinar
ias, el antigeno es relativamente. escaso, ya que no se reproduce 
posteriormente a su inoculación en el paciente, por lo cual es 
importante que la vacuna contenga una gran cantidad de virus, 
empleando en su elaboración un lote con un titulo de infectivi
dad elevado. Habel establece, que un lote de virus semilla de 
trabajo debe poseer un titulo rninimo de 10 6 · 5 DLSOr/rnl para 
obtener una vacuna de potencia suficiente (Habel K., 1976). 

X.5 Prcperación de un lote de virus semilla de trabajo. Una 
alícuota del lote de virus semilla maestra se inocula en células 
BHK21 para producir un lote de virus semilla de trabajo, mediante 
transferencias sucesivas, sin que éstas excedan de 10 (W.H.O., 
1984). La cantidad debe ser suficiente para la producción de 
todos los lotes de vacuna correspondientes aurante un 
año. EJ título de infcctividad de este lote no debe ser menor de 
io 6 · 5 DLSOr/rnl. La cantidad de virus inoculado por célula o 
multiplicidad de la infección será de 0.1 a o.5 DLSOr/célula, 
según recomendaciones de CEPANZO (CEPANZO, 1989). 

X.6 Primera fn.sa. El cultivo celular. 

X. 6 .1 Producción de las Q..élulas P.ara la siembra , la cual 
se reali?.ará de acuerdo a los principios generales de cultivo 
celular. A partir de una alícuota del lote de células semilla de 
trabajo, hasta obtener la cantidad suficiente para sembrar con un 
minirno de B células/cm2 , de acuerdo a CEPANZO (CEPANZ0,1989), lo 
cual permita alcanzar la máxima velocidad de duplicación celular 
con una fase 11 lag 11 reducida. 

X.6.2 Condiciones .Q._ttrante g fase de crecimiento celular . 

cual se 
células 
1970); 

a) se recomienda una temperatura constante de 37 °c, la 
basa en el rango de temperatura óptimo para el cultivo de 
BHK21, de 33 a 37 °c corno limite superior (Telling R.C., 
pero para el crecimiento celular en general, por su 
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FIGURA 10 DIAGRAMA DEL PROCESO DE PRODUCCION DE UNA VACUNA 
ANTIRRABICA DE USO VETERINARIO. 
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cercania a las condiciones fisiológicas se establece 37 °c, por 
lo cual se seleccion6 este último valor. 

b) Un valor constante de pH 7.4. Esta cifra se 
encuentra dentro del rango de pH óptimo para el cultivo de 
células BHK21, que es de 7.2 a 7.6, pero se eligió el más cercano 
al fisiológico y el más adecuado para el crecimiento celular en 
general (Freshney R., 1983). 

c) Oxigeno disuelto (O.D.) del 40% de saturación del 
aire, se pretende utilizar esta condici6n,como punto de partida 
dado que no existe información bibliográfica especifica a este 
respecto para las células BHK21. Este valor corresponde a un 
experimento realizado por la compañia New Brunswick (New 
Brunswick Inc., 1990). 

X.6.3 Variables deben cuantificarse durante tl 
crecimiento celular. 

a) Dcterminaci6n del rendimiento celular, en el número de 
células viables por mililitro de cultivo (células/rol) . 

b) Determinación de la eficiencia de la producción celular, 
medido en el número de células, por mililitro de cultivo por dla 
(células/ml x dia ). 

X.6.4 Determinación del momentQ de la inoculación viral. 
Este se determinará mediante el seguimiento de la curva de 
crecimiento celular, al momento en que se presente el mayor 
número de células posible, con una buena viabilidad y 
en condiciones fisiológicas adecuadas, generalmente en la porción 
final de la fase exponencial, antes de que disminuya la máxima 
velocidad de duplicación (Freshney R. I., 1983). Se considera 
que éste será el mejor momento para la inoculación viral 
porque, si el virus rábico se rep1ica a expensas de la maquinaria 
celular, el rendimiento viral será mayor cuando haya más células 
en buenas condiciones. 

X.7 seg-unda fase. Replicación viral. 

X.7.1 In6culo viral. Este proviene del lote de virus 
semilla de trabajo previamente preparado, el cual se utiliza con 
una multiplicidad de la infección de 0.1 a o.5 DL50r/célula, de 
acuerdo a las recomendaciones de CEPANZO {CEPANZO, 1989}, ya que 
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cuando hay un exceso de virus puede presentarse el fenomeno de 
interferencia, lo cual disminuir1a los rendimientos virales 
(Girard M., 1981), mientras que si la dosis viral resulta 
demasiado pequeña, sólo serán infectadas parte de las células, 
dando tiempo a las demás produzcan interferon, y consecuentemente 
también disminuya la cantidad de virus obtenidos 
(Atanasiu P., 1984). 

X.7.2 Condiciones ID:l.§. ~modifican durante la replicación viral. 

a} Una temperatura constante de 33 °c, este valor se eligió 
con base en las recomendaciones de CEPANZO (CEPANZO, 1989} y del 
rango de temperatura óptimo para la re8licación del virus de la 
rabia, que se reporta es de 33 a 35 C (Atanasiu P., 1984). se 
establece el valor m1nimo de este rango, ya que las células se 
encuentran en mantenimiento durante esta etapa y una menor 
temperatura contribuye a disminuir, en general, la velocidad de 
las reacciones metabólicas. 

b) Un pH constante de 7.7 , porque es el valor medio del 
rango de pH óptimo para la replicación del virus de la rabia, 
de 7.6 a 7.8 ( Atanasiu P., 1984). 

c) La velocidad de agitación u homogenizaci6n del sistema de 
cultivo debe reducirse respecto a la que utiliza durante el 
crecimiento celular, pues la fase de propagación viral, en 
general, es más sensible a las fuerzas de fricción y a los 
choques entre las part1culas (Reuveny S., 1986). 

x.J.3 variables gyg deben cuantificarse durante la fase de 
replicación viral. 

a) Avance en el proceso de infectividad del virus de la 
rabia. Este se determinará mediante la técnica de diagn6stico de 
rabia por focos fluorescentes (Dean D.J.-, 1976), la cual es muy 
especifica, conocida y de amplia aplicación en esta área. A 
través de este procedimiento se pretende observar de manera 
objetiva el porcentaje de células infectadas, debido a que no hay 
efecto citopático visible. 

b) Evaluación del rendimiento en la producción viral. Estos 
se determinarán mediante la valoración del t1tulo de infectividad 
de la cosecha en ratones, la cual se mide en el número de dosis 
medias letales para rat6n por mililitro (DL50r/ml} (Koprowski H., 
1976). Esta técnica nos indicará la cantidad de virus que hay en 
la cosecha, por el efecto in vivo al inocularse por via intra
cerebral en los animales. 
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En forma comparativa, también se realizará el cálculo del 
efecto de los virus in Yil;J:g, a través de la técnica de 
diagn6stico de rabia por focos fluorescentes, valuado en unidades 
formadoras de focos fluorescentes por mililitro (UFFF/ml) (Dean 
o.J., l.976). 

e) Valoración de la eficiencia en la producción de virus, la 
cual se obtiene tomando en cuenta los rendimientos virales en el 
tiempo que tome este proceso y se cuantifica en DLSOr/ml x 
dia y en UFFF/ml x dia respectivamente. 

X.7-4 Determinaci6n del~~ g ~de virus, se 
hará cuando se presente un 90% de infección viral apreciada a 
través de la prueba de unidades formadoras de focos 
fluorescentes, ya que ésta nos indica, en forma indirecta, la 
cantidad de células que están liberando virus al medio de 
cultivo, también debe considerarse el aspecto fisiológico de las 
células, mediante la observación directa al microscopio y se 
llevará a cabo la cosecha cuando éstas empiecen a deteriorarse. 

Otro aspecto a tomar en cuenta es el agotamiento de 
nutrientes, mediante la cuantificación de la glucosa y la 
acumulación de los desechos determinando el lactato en el medio 
de cultivo. 

x.a Tercera fase. Procesamiento del antígeno viral~ 

Clarificación e inactivaci6n de la cosecha viral. Para esta 
etapa se seleccionó el proceso aprobado y recomendado por 
CEPANZO y el comité Experto en rabia de la O.M.S., la 
inactivaci6n con el 2-bromoetilamina (BEA) ( CEPANZO, 1989¡ 
W.H.O., 1984). 

Dadas las caracter1sticas de la estrategia de producción, se 
sugiere que el tipo de agitación para el bio-reactor empleada en 
la producción de la vacuna antirrAbica de uso veterinario sea el 
tipo Redem, ya que simultáneamente homogeniza y aerea el sistema, 
sin provocar turbulencias. Además existen algunos repo~tes 
bibliográficos que lo señalan como uno de los diseños más 
exitosos y con probabilidades de perfeccionamiento (Reuveny R., 
1986; New Brunswick Inc., 1990; Jonhnson M., 1990). 
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XI. CONTROL DE CALIDAD 

El control de calidad debe 
el proceso de producción de 
un producto puro, inocuo y eficiente. 

realizarse durante todo 
la vacuna, para garantizar 

XI.l Control de calidad de los insumos. Todos los insumos y 
reactivos deben ser grado cultiVo celular. Los más importantes 
son, la tripsina (enzima proteolitica usada para la disgregación 
de las células durante cada subcultivo) y el suero, que al ser 
sustancias de origen animal, presentan una gran complejidad en 
su composición y por lo tanto, varian de un lote a otro. 

El suero fetal bovino deber~ adquirirse con un proveedor 
autorizado que proporcione las muestras necesarias para 
seleccionar el mejor lote y garantice el suministro de éste en la 
cantidad suficiente para la producción de la vacuna antirrábica, 
durante un año como minimo. 

Antes de su liberación al mercado, el proveedor deberá 
certificar que el lote de suero se sometió a las pruebas que 
excluyen la presencia de bacterias, hongos, micoplasmas y 
virus; as1 como también a las que demuestren su capacidad p~ra 
la estimulación del crecimiento celular in vitre. No obstante, 
es conveniente que el suero se analice nuevamente en el 
laboratorio donde va a utilizarse, mediante las pruebas 
generales que comprueben su esterilidad ( Freshney R., 1983¡ 
Gispen R., 1976)) y eficacia para el cultivo de células BHK21 
específicamente. Los rendimientos se comparan respecto a otro 
lote de suero patrón, cuyo comportamiento sea conocido con 
anterioridad. 

Al igual que el suero, todos los medios de cultivo y otros 
insumos deberán someterse a las mismas pruebas de control de 
calidad antes de su uso. 

XI.2 Control de calidad de la vacuna. 

El control de calidad sugerido se basa en las reglas que 
han sido establecidas para las vacunas antirrábicas de uso 
humano (O.M.S., 1972, W.H.O, 1984, W.H.O., 1987¡ Netter R., 
1976¡Habel K., 1976) de éstas, se seleccionan algunas para las 
vacunas de uso veterinario, a las cuales se les aplica un control 
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menos estricto, dada la vida media de las especies de 
importancia económica. Las pruebas básicas son las que se 
refieren a la pureza, seguridad y esterilidad, sin embargo, el 
número de ensayos que se emplea para cada una de éstas se reduce. 

XI. 2 .1 Control de la linea celular. 

Un 5% de la suspensi6n celular que se utilizará para la 
siembra del bio-reactor, se empleará para los cultivos control, 
los cuales se manipularán igual que las células de producción, 
pero sin inocularse. Este análisis se realizará nuevamente, antes 
de que las células de producción sean inoculadas con el virus 
de la rabia. 

Determinación de 1ª. presencia de yirus citopáticos 
hemadsorbentes. Algunos cultivos control, se incubarán bajo las 
mismas condiciones que las células de producción, se mantendrán 
en observación, por dos semanas como m1nimo, durante las cuales 
no deberán presentarse cambios citopáticos. La morfología deberá 
conservarse invariable hasta el momento de la inoculación viral, 
tanto en los cultivos control como en los de producción. 

Al final del periodo de observación, un 25% de las células 
control deberán analizarse utilizando como marcador, eritrocitos 
de cuyo, los cuales determinarán virus hemadsorbentes ( Netter 
R. 1976). 

!&_ identidad de las células, se determinará 
periódicamente, mediante la determinación del cariotipo (Freshney 
R., 1983), el cual se analizará con los criterios que 
establece la o.M.S (O.M.S., 1972). 

Control de l.!! linea celular después de la cosecha viral. 
Después que se ha efectuado la cosecha del virus de producción, 
se colecta el fluido sobrenadante de los cultivos celulares 
control, en el cual se verifican los análisis que comprueben la 
ausencia de virus, mediante su inoculación en animales de 
laboratorio y en cultivos celulares sensibles, como las de 
células diploides humanas, o primarias de riñan de mono ( Netter 
R., 1976). También se comprueba en este fluido la esterilidad 
bacteriana y micótica ( Freshney R., 1983; Gispen R. 1976). 
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.!@ ausencia de micoplasma se debe verificar periodicamente, 
para lo cual se recomienda la técnica de Chen, porque es una de 
las más sencillas ( Chen T.R., 1977). 

XI. 2. 2 Control .Qg ~lidad de la suspensión viral. 

El titulo de infectividad del virus de la rabia, se 
determinará in vivo mediante su inoculación en ratones (Netter 
R., 1976) e in vitre en unidades formadoras de focos 
fluorescentes (Dean D.J., 1976); El titulo del fluido viral 
que va a utilizarse en la producción de una vacuna 
antirrábica inactivada, debe ser mayor o igual a, 10 7 
DL50r/dosis, o 109 UFFF/dosis, como condición para que la vacuna 
alcance la potencia minima requerida de 1 Unidad Internacional de 
protección por dosis (U.I./dosis) (Sureau P., 1990; Habel K., 
1976). 

Se deben efectuar pruebas en animales, inoculando una 
fracción de la suspensión viral en ratones lactantes y adultos, 
cobayos y conejos, según las especificaciones. Asimismo se deben 
realizar otras en cultivos celulares, por ejemplo, en células 
renales primarias de conejo ( Netter R., 1976). 

Nuevamente en esta etapa, se verifican las condiciones de 
esterilidad (Freshney R., 1983; Gispen R., 1976) y la ausencia de 
micoplasma (Chen T.R., 1977). 

XI.2.~ Control de calidad de 1ª. cosecha viral. después de la 
clarificación y la inactivaci6n. 

Determinación de la curva de inactivación y ausencia de 
virus vivo residual. Por razones de seguridad, a intervalos 
regulares de tiempo debe verificarse nuevamente la curva de 
inactivación del virus, mediante la titulación de la cosecha 
inactivada, en ratones lactantes y adultos (Netter R., 1976)¡ asi 
como también la inoculaci6n en cultivos de células BHK21 de un 
lote celular diferente al de producción, en las cuales se 
determinen las UFFF (Dean D.J., 1976), con el fin de 
comprobar que no quede ningún virus vivo. El tiempo total de la 
inactivación del virus debe ser, por lo menos, el doble del 
tiempo requerido para que no quede ningún virus vivo residual 
(Habel K., 1976 ) . 
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Pruebas para comprobar la ausencia de otros virus extraños, 
o contaminantes de la vacuna, en cultivos celulares, por ejemplo, 
en células renales primarias de conejo, donde se verifica la 
ausencia de citopatogenicidad y el correspondiente a los 
virus hemadsorbentes {Netter R., 1976). 

Potencia QQ la vacuna. 

La evaluación más importante y final de cada lote de vacuna 
antirrábica corresponde a la prueba de potencia del National 
Institute of Health {NIH) (Seligmann E.B. Jr., 1976), la cual 
establece la protección que la vacuna es capaz de ofrecer a los 
animales vacunados contra un virus rábico de desafio. La 
potencia está relacionada con la cantidad y calidad de los virus 
inactivados contenidos en la vacuna, es de aplicación 
rutinaria y un requisito de cada lote de vacuna, para que ésta 
pueda salir al mercado (W.H.O., 1988). 

Análisis de estabilidad de la vacuna.- La estabilidad de la 
vacuna se demuestra mediante la conservación de la potencia, 
hasta el momento de su empleo. Con este propósito los 
laboratorios deben producir vacunas con una potencia superior a 
1.0 u.I./dosis el dia de su elaboración, la cual debe 
conservarse por un periodo mínimo de seis meses baáo las 
condiciones adecuadas de almacenamiento ( de +2 a +8 e ) y 
durante más de un mes a 37 °c. ( W.H.O., 1984; w.H.O., 1988). 

Las vacunas inactivadas son relativamente estables, si se 
almacenan en las condiciones adecuadas, pero este análisis es 
particularmente importante en los paises tropicales, debido a las 
condiciones climáticas de éstos (W.H.O., 1984; Atanasiu P., 
1984}. 

Pruebas de seguridad.- Se recomienda que todas las vacunas 
antirrábicas deberán someterse a las pruebas de seguridad, 
mediante inoculación directa en las especies blanco, para 
ello, deben seguirse cuidadosamente las indicaciones de las 
mismas (Kaplan M., 1976; W.H.o., 1984). 

Asimismo, deben efectuarse nuevamente las correspondientes a 
esterilidad. 
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XII.- DIBCUBION. 

Las vacunas antirrábicas producidas en cultivos de células 
son las mAs eficientes e inocuas de las que existen a la fecha, 
pues son las Qnicas que no provocan problemas neurológicos 
postvacunales, son más homogéneas y pueden producirse a gran 
escala. Lo anterior hace que esta clase de vacunas sean la mejor 
opción, como uno de los medios principales para la 
prevención y control de la rabia en nuestro pais, a través de un 
abasto suficiente para las campañas antirrábicas nacionales, 
que demandan tan sólo para la rabia canina de un promedio de 
a 1 000,ooo de dosis por año. Un aumento en la producción de 
las vacunas antirr5bicas veterinarias producidas en células, 
aunada a una eliminación de todos los perros callejeros o sin 
dueño, que no sean vacunados, son partes esenciales de un 
programa de control eficaz contra esta zoonosis. 

La producción de las vacunas antirrábicas veterinarias a una 
mayor escala, por parte del sector püblico y/o paraestatal, 
tendría grandes ventajas para el pals, entre ellas: 

a) Se aseguraría el suministro de un producto uniforme y en 
la cantidad suficiente para cubrir las necesidades nacionales, en 
lugar de un suministro irregular e insuficiente como el actual. 

b) Se reduciria el intermediarismo, pués la fabricación 
directa de estas vacunas por parte del sector püblico favoreceria 
la autosuficiencia de estos productos para la realización de las 
campafias antirrábicas evitando las compras a terceros de la 
iniciativa privada. 

c) El cultivo de células a altas densidades para la 
producción de la vacuna, reducirla el costo de la misma, mediante 
la utilización más eficiente del medio de cultivo y la 
concentración del virus de la rabia en el sobrenadante, con lo 
cual se evitarlan o reducirían los procesos de purificación del 
producto. 

Una de las desventajas de las vacunas antirrábicas 
producidas en células es su costo elevado, el cual puede 
combatirse incrementando la escala y eficiencia de los métodos de 
producción. En México los métodos más comunes aún son el del 
cultivo estático en monocapa y el sistema de botellas giratorias 
o "Roller", los cuales resultan con bajos rendimientos ( pequeña 
relación S/V), con heterogeneidad en la producción, altos riesgos 
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de contaminación e intenso trabajo manual (múltiples unidades de 
trabajo), sin registro o control del proceso (excepto la 
temperatura); todo ello a pesar de que existen a nivel 
mundial nuevos y mejores métodos para el cultivo de células a 
gran escala, entre los cuales sobresale el sistema de 
microacarreadores en suspensión. 

El sistema de microacarreadores en suspensión 
comparativamente representa un gran avance biotecnológico, ya que 
permite aumentar la producción y simultáneamente disminuye las 
probabilidades de contaminación y el trabajo intensivo, con el 
uso de bio-reactores de mayor capacidad en los que se puede 
llevar a cabo un cultivo más homogéneo en una sola unidad de 
trabajo y bajo condiciones controladas. Por otra parte, las 
espectativas de rendimiento y eficiencia a mediano plazo bien 
valen la pena. 

El sistema de microacurreadores en suspensión es actualmente 
la mejor opción para el cultivo a gran escala de células 
ancladas a un soporte y por lo tanto para la producción de una 
vacuna antirrábica de UGO veterinario, en la cual de manera 
tradicional, siempre se han utilizado esta clase de 
células. 

La estrategia experimental que se propone para la 
producción de la vacuna antirrábica veterinaria, permite una 
mayor objetividad en la evaluación del sistema de cultivo celular 
para este proceso. Además complementado con el control de calidad 
correspondiente garantiza un producto final inocuo y eficiente. 

La estrategia para la producción de una vacuna 
antirrábica veterinaria que aqui se plantea, presenta varias 
caracter1sticas particulares, por las cuales el sistema de 
microacarreadores resulta la mejor opción: 

Durante la fase de crecimiento celular es indispensable 
la toma de muestras representativas y la observación 
microscópica de las células, para conocer su estado fisiológico, 
viabilidad, estabilidad genética y verificar la ausencia de 
virus adventicios, mediante las técnicas señaladas en la 
estrategia experimental de producción. 

La cuantificación de la densidad celular durante el proceso 
es muy importante, ya que permitirá determinar la curva de 
crecimiento y el momento más adecuado para la inoculación viral; 
mientras que en otros sistemas la densidad celular se determina 
solamente de manera indirecta a través de la cuantificación de la 
glucosa o el ácido láctico. 
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Dadas las caracter1sticas del virus rábico, que no causa 
efectos citop&ticos evidentes, es necesario registrar el avance 
de la infección en el cultivo, mediante el análisis de muestras 
representativas, durante todo el proceso de la replicación viral. 

Un virus r&bico fijo vacunal debe tener un registro exacto 
del numero de transferencias o pases en células, o en animales 
huésped, con el objetivo de verificar periodicamente su 
estabilidad genética por razones de seguridad. Este registro se 
facilita en un cultivo homogéneo y en lote, en el cual se 
cunntifique exactamente el número de dias posteriores a la 
infección viral, lo cual puede lograrse en un cultivo en 
microacarreadores en suspensión operado en lote. 

El cultivo de células BHK21 en microacarreadores en 
suspensión para la producción de una vacuna antirrábica de uso 
veterinario permitirá una separación sencilla de las células 
crecidas en la superficie de las microesférulas del fluido, las 
cuales se sedimentan fácilmente por qravedad, con lo cual se 
simplifican algunas fases del proceso como, el tratamiento de las 
células con DEAE-dextrán, la inoculación y la cosecha viral, con 
el consecuente ahorro de tiempo y dinero que se invertirian en 
estas operaciones, 

Es el único sistHma que permite la determinación objetiva 
del momento de la inoculación, as! como de la cosecha viral, a 
través del anSlisis continuo del procesa, descrito en la 
estrategia de producción, con lo cual se garantiza un proceso 
reproducible. 

La existencia en el mercado de una gran diversidad 
de microacarreadores proporciona una mayor oportunidad de 
seleccionar el tipo de recubrimiento en el que las células 
produzcan la mayor cantidad de virus rábico, as1 como la de 
áquellos que permitan el subcultivo directo mediante 
trancfcrencias sucesivas a una mayor escala. 

Por otra parte, las experiencias que se han tenido en 
form~ reciente en la producción de la vacuna antirrábica de uso 
humano elaborada en células VERO cultivadas sobre 
roicroacarreadores en suspens1on en bio-reactores de 
hasta 500 l., por Rhóne-Mérieux, Francia, con la cual se ha 
logrado reducir el costo de este tipo de vacunas. La 
producción de una vacuna antirrábica de uso veterinario 
elaborada en células BHK21 cultivadas en el mismo sistema, 
representa una gran posibilidad de abatir costos e incrementar la 
eficiencia, pués las células BHK21 son incluso más sensibles al 
virus de la rabia que las células VERO. 
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Además se reportan buenos rendimientos virales obtenidos 
mediante este sistema de cultivo a gran escala de células 
sobre microacarreadores en suspensi6n, entre ellos, el virus 
Polio en ble-reactores de 1000 l., de la poliomielitis en 625 l., 
de la fiebre aftosa en 235 l. y Herpes en 10 l. otro de los 
productos elaborado mediante el mismo sistema es el 
interferón fibroblástico humano en escalas · de 14 a 50 1. 
( Reuveny s., 1986). 

El modo de operaci6n del sistema que se considera más 
adecuado para la producción de la vacuna antirrábica veterinaria 
es en lote, pués como ya se estableció anteriormente es una 
manera de controlar el número de pases o transferencias del virus 
de la rabia en las células huésped. Adicionalmente la 
implantación de un sistema operado en perfusión requiere de una 
tecnolog1a establecida y optimizada y su costo es mucho más 
elevado que el de la operación en lote. 

La siembra de un bio-reactor a gran escala depende del 
suministro de células provenientes de cultivos de menor tamaño, 
lo cual puede resultar un problema en el caso del sistema de 
microacarreadores en suspensión, de acuerdo a lo expuesto 
anteriormente. sin embargo, las nuevas combinaciones de 
materiales de estos microsoportes, abren la perspectiva de lograr 
un subcultivo directo utilizando áquellos con recubrimiento de 
colágeno o gelatina, en los cuales las células pueden 
desprenderse f ~cilmente al degradarse las proteinas de estos 
recubrimientos, sin necesidad de sufrir un ataque enzimático 
como el de la tripsina y unirse nuevamente a los nueves 
microacarreadores en el bio-reactor de mayor capacidad. 

otra forma de enfrentar este problema del subcultivo ser1a a 
través del uso del sistema de matrices de cerámica, donde las 
células pueden desprenderse enzimáticamente sin que éstas pierdan 
viabilidad, pueden alcanzarse buenos rendimientos celulares y 
presentan una buena transferencia de oxigeno. Una última opción, 
aunque menos recomendable, pero si más económica, resultaria el 
uso de charolas m~ltiples tipo 11 Cell Factory'' (NUNC), que ca un 
sistema de cultivo cerrado y estático en monocapa, que 
reduce enormemente las posibilidades de contaminación, el manejo 
y espacio requerido, respecto al uso de las botellas 
tradicionales, mediante el empleo de unidades de trabajo de mayor 
capacidad con solamente dos aberturas al exterior. 

Hasta el momento se ha realizado una descripción y una 
evaluación comparativa de los diferentes sistemas de cultivo para 
células animales ancladas, desde los más sencillos y antiguos, 
hasta los más modernos y sofisticados. sin embargo, tratándose de 
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la aplicación en México de un sistema de producción a gran escala 
que incremente el número de dosis de vacuna antirrábica de uso 
veterinario, e intentando que éstas resulten más económicas y 
eficientes que las actuales. La comparación más concreta debe ser 
respecto a las botellas giratorias "Roller 11 de uso tradicional en 
la Productora Nacional de Biológicos Veterinarios (PRONABIVE
SARH), así como en otras instituciones nacionales e 
internacionales de asesoría, como el Centro Panamericano de 
Zoonosis (CEPANZO-OMS) en Argentina, donde podría llevarse a 
cabo la implantación de una nueva tecnología. 

Los datos reportados bibliográficamente y discutidos 
anteriormente en la descripción de los sistemas 11 Roller 11 

y microacarreadores en suspensión, sirven como base para hacer a 
continuación una estimación a grosso modo del ahorro que 
representarla el uso de este último sistema: 

a) Si la relación S/V es de 5.0 para el sistema 11 Roller 11 y 
de 122.0 para el sistema de microacarreadores en suspensión, 
usando 20 g/l de microsoportes en un cultivo en lote, significa 
un gasto de medio de cultivo y suero 25 veces menor, o sea un 
ahorro del 96%. 

b) Los riegos de contaminación que se reporta son 50 veces 
menores en el sistema de microacarreadores que en el sistema 
11 Roller 11 , lo cual equivale a un ahorro probable de medio de 
cultivo y células del 98%. 

c) La mano de obra es 10 veces menor para el 
cultivo en microacarreadores en suspensión y por lo tanto 
representa un ahorro de 90% en este rubro. Estas 
cifras son bastante elevadas y dan una idea de la diferencia en 
eficiencia de estos dos sistemas de cultivo; claro estA que deben 
estimarse otros conceptos que reducirán estas cifras, tales como 
la instalación y el mantenimiento del sistema de 
microacarreadores en suspensión que es más caro. Sin embargo 
resulta obvio que estas cifras difícilmente se igualan. 

Por otro lado hay ventajas que ª ~ no pueden estimarse 
económicamente, pero que seguramente serán muy significativas, 
entre ellas: además de la superficie disponible para el 
crecimiento celular, qué tanto se incrementarán los rendimientos 
de células BKH21 al encontrarse en un medio-ambiente 
controlado? ( se reporta que de manera general es 5 veces mayor 
para los cultivos en rnicroacarreadores en suspensión). Cómo 
influirán las mejores condiciones fisiológicas en las que se 
encuentran las células en el incremento de los rendimientos 
virales?. 
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Eventualmente y dadas las necesidades de otros paises de 
Latinoamérica y en v!as de desarrollo, pudiera contemplarse la 
posibilidad de la exportación de este tipo de vacunas y de la 
transferencia de tecnolog!a de las mismas, con el fin de 
contribuir de alguna manera al control de la rabia en áreas corno 
la India, donde parece incre!ble que esta zoonosis aún cobre 
tantas vidas humanas debido a la carencia. de una vacuna 
veterinaria e!iciente y económica, así como de intensas y 
extensas campafias de vacunación que han resultado tan 
exitosas en paises desarrollados. 
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XIII.- CONCLUSIONES. 

1.- Dado que la rabia es un problema de zoonosis vigente, 
que causa mortalidad de seres humanos y grandes 
pérdidas econ6micas en México y en los paises en vias de 
desarrollo; y de que existe un déficit en la producci6n 
nacional, a nivel del sector público, para atender la demanda de 
vacuna antirrábica canina y contra el derriengue bovino, se 
hace evidente la necesidad de incrementar en el número de 
dosis de vacunas antirrábicas veterinarias que se producen 
actualmente, para satifacer la demanda de las campañas de 
vacunación nacional contra la rabia canina y el derriengue 
bovino, para lo cual se propone elevar la producción de las 
vacunas antirrábicas veterinarias elaboradas en cultivos 
celulares, utilizando el sistema de microacarreadores en 
suspensión, el cual presenta características que son 
particularmente importantes durante las diferentes etapas de su 
elaboración. 

2.- Una evaluación detallada de las ventajas y desventajas 
del cultivo celular en microacarreadores en suspensión, permite 
preveer que no obstante, la puesta en marcha de este sistema 
requiere de una inversión significativa, los resultados estimados 
a corto y mediano plazo, justifican plenamente su 
establecimiento. 

3.- Si bien, el método de cultivo celular empleado en la 
producción de la vacuna antirrábica es muy importante, también lo 
es el planteamiento de una estrategia de trabajo organizada y un 
control de calidad estricto y escrupuloso que garanticen un 
producto final 6ptimo. -
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ESTA TESIS 
XXV .- LISTA DE ABREVIATuruSAlfR llE LA 

CENASA.- Centro Nacional de Salud Animal. 

CEPANZO.- Centro Panamericano de zoonosis. 

DL50rat6n/ml. - Dosis letal media para rat6n 

h. - horas. 

k),a .. - Coeficiente de transferencia de oxigeno. 

M.O.I.- (Multiplicity of infection) Multiplicidad de la 

infecci6n. 

NIH - National Institute of Health. 

O.M.S. - Organizaci6n Mundial de la Salud. 

O.P.S. - organizaci6n Panamericana de la Salud. 

P.M. Peso molecular en gramos.mol. 

r.p.m. - revoluciones por minuto. 

S.A.R.H. - Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraúlicos 

SFB .- Suero fetal bovino. 

s.s .• - secretaria de Salud, antes s.s.A. 

S.S.A. - Secretaria de Salubridad y Asistencia. 

W.H.O. - World Health Organization, O.M.S. 
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