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Introduccion. Un banco celular esta formado por alicuotas
de un cultivo homogéneo y forma el material inicia parala
produccién de proteinas recombinantes. Los bancos pueden
estar formados por bacterias, levaduras, células de insectos o
de mamiferos que expresan el producto deseado. La forma
maés practica de proveer el abasto celular para la produccion
de biomedicamentos es el sistema de lote semilla, este
concepto esta basado en el uso de Bancos Celulares
Maestros para generar Bancos Celulares de Trabgjo. Existe
la necesidad de caracterizar los bancos celulares para
garantizar su seguridad, pureza y estabilidad. Este trabajo
presenta diferentes metodol ogias que pueden ser usadas para
caracterizar adecuadamente bancos celulares procariotes
siguiendo lineamientos internacionales(l, 2).

Escherichia coli es |la bacteria de eleccion para la clonacién
de genes y expresion de proteinas recombinantes. Hay un

gran numero de cepas derivadas tanto de E. coli K-12 como
de E. coli B que son utilizadas actualmente, entre sus
ventgjas estédn que son los organismos més estudiados

genéticamente, son facilmente manipulables y se consideran
vehiculos seguros la ausencia de genes patogénicos
conocidos (3) y otros factores patogénicos conocidos (4).

Metodologia: Se desarrollaron algunas metodologias que
permitieron caracterizar bancos celulares en su identidad ,
purezay estabilidad.

Las pruebas de identidad incluyeron pruebas fenotipicas
como agecimiento en medios diferenciales, comparacion de
los parametros de crecimiento entre diferentes vialesy la
expresion de la proteina recombinante deseada confirmada
por SDS-PAGE y Western blot. También se utilizaron
pruebas de identidad genética incluyendo una prueba de
PCR que detecta exclusivamente cepas derivadas de
Escherichia coli K-12 (5). También se identificd al plasmido
recombinante mediante su mapa de restriccién.

Las pruebas de pureza utilizadas incluyeron crecimiento en
medios diferenciales y selectivos que permitieran observar el
crecimiento de bacterias contaminantes incluyendo
Enterobacterias, Bacillus $p., Pseudomonas, Staphyloccocus
sp., hongos y levaduras, asi como la evaluacion directa
mediante latécnicade Gram.

Una parte muy importante fue la evaluacién de presencia de
fagos. Se evalud la presencia tanto de fagos liticos como
lisogénicos. Paralos segundos se utilizé como inductor de la
faseliticaMitomicina C (6).

La estabilidad de las clonas recombinantes se evalud en dos
puntos importantes, primero directamente de los viaes
congeladosy segundo al final de lafermentacion.

Resultados y discusién: Las metodologias utilizadas fueron
suficientemente poderosas como para caracterizar 10s bancos
celulares. El uso de pruebas de identidad microbiolégicas y
genéticas garantiza la correcta autenticacién de la clona. La
produccion especifica de la proteina recombinate demostrada
por SDS-PAGE y Western Blot es una prueba adicional de
gran peso. El uso de diferentes medios para evaluar la pureza
del banco es suficiente para garantizar la ausencia de otros
microorganismos contaminantes. La prueba de ausencia de
fagos y profagos tiene gran importancia para garantizar la
inocuidad del banco. Los plésmidos recombinantes
mostraron ser muy estables, durante la congelacion de los
vialesy a final delafermentacién.

Conclusiones. La caracterizacion de un banco celular
procariote debe tomar en cuenta tanto pruebas genéticas,
como fenatipicas. El uso de pruebas microbioldgicas clasicas
y de biologia molecular garantiza una caracterizacion
completa.
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