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Introduccioén. En Brasil, la rabia sigue siendo una preocupacién en salud publica. La rabia es una enfermedad

viral aguda infecciosa que ataca el sistema nervioso y puede conducir rapidamente a la muerte en casi todos los

casos. En la actualidad, la produccién de vacunas a partir de cultivos de células adherentes que utilizan botellas

giratorias 0 matraces 2D esta limitada por los pequefios volimenes, el escaso control del proceso y la gran

manipulacién manual. Para superar con éxito estos desafios, se requiere un proceso de biorreactor para

garantizar la seguridad, calidad y escalabilidad de la produccién de vacunas. El biorreactor iCELLis Nano es un

biorreactor de lecho fijo de un solo uso que proporciona un entorno controlado para las células adherentes,

cumple con las Buenas Précticas de Fabricacion (BPF) y tiene un costo operativo y una inversién de capital

reducidos en comparacién con los métodos tradicionales. Este trabajo tiene como objetivo transferir una

produccion actual de virus de la rabia desde botellas giratorias (RB) al biorreactor iCELLis Nano.

Metodologia. La produccion del virus de la rabia se realizo utilizando células Vero en botellas giratorias y el

biorreactor iCELLis Nano. El medio de cultivo fue medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado

con suero bovino fetal al 10% (SBF). Los pardmetros de aumento de escala adoptados fueron el volumen de

medios por relacion de area de superficie (0,29 ml/cm?) y la multiplicidad de infecciones (MOI) (0,016). Los RB se

mantuvieron a 37°C en una incubadora con 5% de CO2 y se dividieron en dos grupos de control, un grupo con el

protocolo convencional (RB Convencional) y otro simulando las condiciones del biorreactor (RB Nuevo). Los

principales parametros del proceso se presentan en la Tabla 1.

Resultados. Durante la fase de crecimiento, las células Vero presentaron un tiempo de duplicaciéon de 24h en el
biorreactor iCELLis Nano y las células se infectaron a una concentracion de alrededor de 80.000 células/cm? a las
48 horas. La velocidad de consumo de glucosa en el biorreactor iCELLis Nano fue similar a la del grupo RB
Nuevo y mas lenta que la del grupo RB Convencional. Durante la fase de produccion, el titulo viral fue
significativamente mayor en el biorreactor iICELLis Nano que en los dos grupos de RB a partir de las 48h
posteriores a la infeccién. A las 240 horas posteriores a la infeccion, el titulo en el biorreactor fue mas de dos
veces mayor que en los RB convencionales, como se muestra en la Figura 1.

== iCELLis Nano Bioreactor RB New RB Conventional

Tabla 1. Parametros de cultivo celular para los RB y el biorreactor ~ X107
iCELLis Nano. RAVB: virus de la rabia. g W | |
RB RB Biorreactor 8 s /—-
Conv. | Nuevo | iCELLis Nano 5 //
Area (cm?) 696 696 5.300 g 1 [ |
S 3x107 + + !
Densidad de semilla (cél/cm?) ™ — E 2107 // [ ] [ |
_ k -%3 o ‘ [ : | [ | |
Relacion de volumen por at;ea enel 0,22 022 022 5 1x107 / . ‘ w I ]
crecimiento (mL/cm?) 0
Duracion de la fase de crecimiento 0 48 96 144 192 240 286 336 384 432 480
(hl') 72 48 48 Duration Post-Infection (h)
- Fig. 1. El titulo de virus acumulativo se determin6 mediante
- MOI del virus RAVE _ 0,016 0,016 0,016 el ensayo de diluciébn de punto final y se expres6 en
Relacion de volumen de medios por DL50/mL en el biorreactor iCELLis Nano y los controles RB.
area en la produccion (mL/cm?) 029 029 028
. 1ra cosecha a las 96 horas post- . L .
Estrategia de cosecha semilla y cada 48 horas Conclusiones. El proceso se transfirid con éxito
Ndmero de colecciones 5 10 10 de los RB al biorreactor iCELLis Nano, lo que
Beta-propiolactona bajo agitacion result6 en un aumento significativo en la
a baja temperatura (2 a 8°C) produccion viral.
Inactivacion viral durante 24 h, seguido de
inactivacion por hidrélisis a 37°C
durante 2 h
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