ESTUDIO CARIOLOGICO DE LAS LINEAS CELULARES BHK - 21,
135 c¢l-7 y PK-15 EMPLEADAS EN VACUNAS
DE US0O VETERINARIO

La gran importancia que tienen los culti-
vos celulares, radica principalmente en que
en ellos es posible efectuar aislamiento pri-
mario de virus, investigacién bioquimica
basica y produccién de vacunas entre otras
{Fenner y White, 1981). Actualmente un
gran nGmero de laboratorios estatales y
privados, emplean cultivos celulares en la
produccién de vacunas contra enfermeda-
des, tales como: Rabia, Célera Porcino, Mo-
quille Canino, Encefalitis Equina Venezola-
na, Panleucopenia Felina, Gastroenteritis
transmisible, etc. Esta preferencia para pro-
ducir vacunas cn lineas celulares se debe
a las ventajas que brindan, como son: inmu-
nidad especifica y duradera, inocuidad, ela-
horacién a gran escala y reduccién en costo
y manejo, en comparacion con la vacuna
producida en cultivos primarios, embrién
- de pollo o en animales susceptibles. Estas
lineas celulares destinadas a producir vacu-
nas para uso veterinario, se sujetan regular-
mente a normas dictadas por el Code of
Federal Regulations {(CFR); 9, Animals
and Animal Products, of Departament of
Agriculture, US.A., 1977 y por Shannon
en the American Type Culture Collection,
Registry of cell lines, 1972 {ATC). En la
practica es comiin el empleo de lineas celu-
lares para producir vacuna sélo hasta deter-
minado nimero de pases, porque se ha in-
formado (Barrett, 1980, Sanford, 1976,
Boone, et al., 1979) que las lineas celulares
originadas de células diploides de un solo
tipo, son capaces de resistir alrededor de

{I;{;cibido para su publicacién el 5 de abril de

1 Departamento de Investigacién en Produe-
cién, Instituto Nacional de Investigaciones Pecua-
rias, SARH, Km. 155 Carretera México-Tolucs,
México, D.¥., Col. Lomas Altas, C.P. 11950.

Téc. Prc. Mix. 46 (1984)

Juan Renterfa F.2

JuriAn Armaps R

Eriseo Herndwprz B2
Maris Rorpin pe Gorodn !

100 subcultivos in vitro, conservando su na-
mero original diploide de cromosomas. Des-
pués de esto hay dos posibilidades, la trans-
formacién neoplastica espontdnea de las
células o la muerte de la linea celular. Por
tanto, creemos necesario hacer caso de la
propuesta que en, 1968 plante6 el Comité de
la Asoclacion Internacional de Estandariza-
cién Biologica de Cultivo de células, tratan-
do de normalizar los criterios que se siguen
para utilizar lineas celulares en la produc-
cién de vacuna. Siendo uno de los mayores
intereses de este comité el realizar el estu-
dio cariologico a eslas lineas, por medio del
cual se obtiene el nimero y morfologia de
los cromosomas, aceptandose dentro de cier-
tos limites algunas alteraciones cromosémi-
cas. Sin cmbargo, esta medida de control

-para comprobar la estabilidad cromosomica

de las poblaciones celulares, sélo se lleva a
cabo en las que son destinadas a produccién
de vacunas de uso humano {Garcia, 1980).

" El objetive del presente trabajo es estn-
diar el comportamiento cromosémico de las
lineas celulares, mediante una técnica cario-
l6gica rapida y eficaz, que permita evaluar
el desempefio de las poblaciones celulares
in vitro, destinadas a la produccién de va-
cunas para uso veterinario.

Se realizaron estudios cariclégicos a tres
lineas celulares BHK-21, 138¢l-7 v PK-15,
empleadas en la Produccién de vacunas; en
el Departamento de Investigaciéon en Pro-
duccion (I.N.IL.P.). Para la obtencién de
laminillas con cromosomas se empled la
técnica desarrollada por los bidlogos P.
Morales y T. Teresa Vallerino {Comunica-
citn personal). Los pasos a seguir son: Se
siembran células en botellas de dilucién de
leche (Parker, 1967} en una concentra-
cién de 300,000 células/ml aproximada-
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mente y a las 24 horas se les agrega col-
chicina al .004% para detener las mitosis
en metafase; tres horas mas tarde se pro-
voca una expansién de las células agregan-
doles una solucién hipoténica de KCL al
0.075 M, después a las células se les agrega
fijador {metanol :Ac-Acético. 3:1), por al-
timo se preparan las laminillas secandolas
por calor y se tifien con Giemsa, se ocbservan
al microscopio con el objetivo de inmersién
{100X}. Se revisaron cien células en meta-
fase (Clansen y Syverton, 1962} y se
anotaron en una hoja de registro cariologi-
co, el niimero de mitosis examinado, las
coordenadas, el nitmero de cromosomas por
mitosis v las anormalidades cromosémicas
encontradas (Hsu y Klatt, 1958).

Se compararon las cien mitosis que se
revisaron por cada linea celular con los
valores de frecuencia de distribucion de
los cromosomas de The American Type Cul-
ture Collection y son los siguientes:

Linea celular BHK-21 origen, rifién de
Hamster (Mesocricetus auratus) 2n=44.
Frecuencia de distribucién de los cromoso-
mas en 50 células.

Células
1113 2 2 73 1

Cromosomas
36 38 30 40 41 42 43 44 45

Linea celular 13S¢l-7 origen clona de la
linea celular BHK-21 2n=44. Frecuencia
de distribucién de los cromosomas en 50
células (similar a la de la linea BHK-21).

Linea celular PK-15 origen rifién de cer-
do {Sus scrofa}. 2n=38. Frecuencia de dis-
tribucién en 56 células.

Células
21 310 6 421 4 1 1 3
Cromosomas
30 31 33 34 35 36 37 38 53 63 67
Resultados.

Se enconird la siguiente frecuencia de
distribucién de cromosomas: Linea celular
BHK.-21. Frecuencia de distribucién en cien
células.

Células
’ 2 2 3105030 2 1

Cromosomas

30 33 38 40 42 44 45 66

94

Linea celular PK-15. Frecuencia de dis-
tribucién en cien células.

Células
4 5 6201035 8 3 3 2 2 2

Cromosomas
28 30 33 34 35 36 38 50 55 114 95 76

Lo que nos indica que las lineas estudia-
das por la técnica cariolégica ya menciona-
da se encuentran dentro de los limites esta-
blecidos como normales para dichas lineas
celulares segin The American Type Collec-
tion. Los marcadores cromosbmicos descri-
tos para la linea BHK-21 (El cromosoma X
grande y metacéntrico y 5 pares de cro-
mosomas telocéntricos en el complemento
diploide del macho) fueron facilmente iden-
tificados. En el caso de la linea celular
PK-15 los marcadores cromosémicos {un
cromosoma metacéntrico muy grande y va-
rias combinaciones de cromosomas arriba
del niimero modal). Asi como la poliploi-
dia aproximada del 5% fueron observadas.

La importancia que tiene el estudio cario-
16gico en las lineas celulares utilizadas para
producir vacunas, radica en poder conocer
la estabilidad cromosémica del cultivo celu-
lar que estemos trabajando, para evitar em-
plear lineas celulares con alteraciones cro-
mosémicas que pudieran disminuir la ca-
pacidad de replicacién viral de éstas. Kl
riesgo de estas alteraciones estd latente
al continuar subcultivando indiscriminada-
mente una linea celular de origen diploide
Podemos evitar esto si disponemos de técni-
cas ripidas y sencillas para realizar estu-
dios cariolégicos.

Summary

This work showed the chromosome beha-
vior of the cell lines: BHK-21, 138¢l-7 and
PK-15, which are employed for the vaccine
production for veterinary use. It was
found all line cell are in the normal chromo-
some standars by the American type culture
collection.
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