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Cultivos Celulares

Se desarrollo a finales del siglo XIX como una
continuacion de las técnicas de Embriologia

Wilhem Roux mantuvo en el ano 1885,
células de embrion de pollo en solucion salina
durante unos dias



CULTIVOS CELULARES

El zo6logo Americano R.G. Harrison (1907) es
considerado el iniciador de los cultivos de tejidos
animales

Establecimiento de las primeras lineas celulares
(HelLay células-L de raton)



CULTIVOS CELULARES

Rous y Jones, 1916 emplearon por vez primera vez
tripsina para disociar las celulas de embriones de
pollo, estableciendo el primer cultivo celular.
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Uno de los mayores problemas para el
nlecimiento de los cultivos celulares es la

d

paricion de multiples contaminaciones
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CULTIVOS CELULARES

Aplicaciones:

- Diagnostico

- Virologia y produccion de vacunas virales
- Investigacion del cancer

- Produccion de proteinas

- Estudios de toxicidad
- Produccion tejidos, piel para transplantes
- Aplicaciones industriales y agricolas
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CULTIVOS CELULARES

L
>
%)
2
=




v

| i

Animal completo
O Cultivo Primario

Produccion Vacunas
Virales

"oy jﬁﬁ e
s I
(

Fiebre Amarilla
Sarampion



Linea Celular

Produccion
Vacunas Virales

SUSPENSION VIRAL
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CULTIVOS CELULARES

DIAGNOSTICO



Cuantificacion de virus

1) Microscopia Electronica



Cuantificacion de virus

2) Efecto sobre la célula hospedadora
(Unidad virica infectiva)

 Formacion de placas de lisis
e Efecto Citopatico

e Efecto no Visible:

« Hemaglutinacion
* Inmunoflorescencia

e Tincidn



Cuantificacion de
Virus

POTENCIA VACUNA
VIRAL ATENUADA
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Determinacion del Efecto Citopatico N
AT -dh?ﬁ“*

hll-_: e e _':"ﬂ' =L P
4! ] ¥l j £
R Nt G
2 A B R L
% .lr“' ik h .ﬁr;;!:.q 4"".:!:

Dosis Infectiva Cultivo Celular 50 i o N
R o e o)
(DICC50) b




PRUEBAS EN CULTIVOS
CELULARES

Ventajas

e Control del medio ambiente

« Homogeneidad. Morfologia y Composicion
uniforme.

e Se pueden hacer replicas idénticas,
superando la heterogeneidad de animales de
experimentacion.



CULTIVOS CELULARES

e Economia en el uso de reactivos o VVacunas a
estudiar. Emplea volumenes reducidos

e Motivaciones Eticas




CULTIVOS CELULARES

Desventajas
e Técnica sensible

e Crecimiento celulas animales mucho mas
lento que los contaminantes mas habituales
(hongos, levaduras, bacterias, micoplasmas,...)

» Organimos pluricelulares requieren compleja
mezcla de nutrientes, que simula el plasma o el
fluido intersticial.



CULTIVOS CELULARES

e Condiciones de asepsia en todo
momento

» Instrumental y personal calificado para
sSu manipulacion

e Cantidad y costo:
1 g Cultivo Celular es 10 veces
mas costoso que el animal.



CULTIVOS CELULARES

e |nestabilidad.

Dotacidon cromosomica
aneuploide

Diferencias significativas entre
generaciones

Se emplean por determinado niumero de
generaciones



CONTROL ESTADISTICO DE PROCESOS

GRAFICAS DE CONTROL
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CONTROL ESTADISTICO DE PROCESOS

GRAFICAS DE CONTROL

—e— DICC50 /0,1 mL LIC=5,15

6,8

6,4

6,0

5,6

52

log ,, DICC,,/ 0,1ml

4,8

44

4,0
8 9
N° Determinaciones




Calificacion de Analistas:

Guias emitidas por la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH)
documentos Q2A5y Q2B6



RESULTADOS CALIFICACION ANALISTAS
PRUEBA POTENCIA VAC. SARAMPION

Fesultados por analista

hedia

(h=80)




CULTIVOS CELULARES

El cultivo celular no puede reemplazar
siempre al ensayo 'In vivo'



DESAFIO /
RESPUESTA

INMUNE

PROTECCION



RESUMEN PRUEBAS POTENCIA Y/O CUANTIFICACION Ag
EN VACUNAS

POTENCIA

VACUNA ATENUADA le—"_  ——_ VACUNA INACTIVADA

N

VIRUS ANIMALES CUANTIFICACION
/\ DEL ANTIGENO
CULTIVO ANIMALES ELISA OTROS
CELULAR \
DICC50 DL50 DE50 mcg

UFP Ul Ul

UNIDADES INTERNACIONALES UNIDADES INTERNACIONALES
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