ELABORACION DE SUEROS DE ORIGEN ANIMAL IRRADIADOS CON Co 60,
EMPLEADOS PARA CULTIVOS CELULARES

El problema que representa encontrar
en el mercado sueros de origen animal
de buena calidad para utilizar en
cultivos celulares data de hace mucho
tiempo. Afios atras, la importacion de
éstos a costos muy elevados, era la
unica solucion y a partir de 1983 se
prohibio su entrada al pais por proble-
mas de divisas. Aunado a este proble-
ma existian otros, ya que aigunos
sueros no estaban en su totalidad
libres de agentes infecciosos (Lawren-
ce y col., 1953 lo que ocasionaba
serios problemas tanto a la investiga-
cién como a la produccion de biologi-
cos. Otro factor importante en la
produccién de sueros, es la cantidad
de inmunoglobulinas que interfieren en
la replicacion viral por lo que se
obtienen bajos titulos en la elaboracién
de vacunas, conjugados y falsos
resultados en pruebas de diagnéstico.
Ante esta situacion el Departamento
de Investigacion en Produccién de
Biologicos del Sector Pecuario del
INIFAP ha trabajado en la elaboracion
de suero de origen animal {(ternera,
caballo y cerdo}, ya que la utilidad de

_este producto beneficia diferentes nive-
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les, tales como: investigacion basica,
producciéon de biologicos, farmacéu-
tica y cosmetologia. Se ha estandariza-
do el sistema de produccidn con lotes
de buena calidad, libre de agentes
bacterianos y hongos, por filtracion e
inactivaciéon a 56°C durante media
hora.

Esto no es suficiente para trabajar
cultivos de tejidos, ya que se tienen
problemas de desarrollo celular en
algunos lotes por presencia de agentes
virales propios de cada especie (Polley,

1962 . Dada ia dificultad de contar con

un lote de animales libres de agentes
virales; por problemas de manuten-
cioén, locales con las condiciones
requeridas y el volumen que por lo
regular se produce; se buscé 1a forma
de eliminar los virus que con frecuencia
se encuentran en nuestros sueros. Se
ha notificado que la forma de eliminar
estos agentes virales es la ultrafiltra-
cién o por_medic de la radiacion
gamma (00605 (Jordan y Kempe 1956).
Cabe mencionar que la sangre se
obtiene a nivel rastro, con todos los
inconvenientes que implica la faita de
control sanitario sobre los animales
sacrificados y la toma de sangre se
hace en un recipiente {impio, con el



objeto de producir la menor hemdlisis
posible. ‘La ultrafiltracion se descarto
por ser incosteable, la obtencién final
es de poco volumen y hay pérdida de
proteinas Utiles. - ‘

El objetivo es demostrar que los
sueros de origen animail después de ser
~sometidos a la radiaciéon gamma (2.5
Mega Rads, dosis mundial de esteriliza-
cién bacteriana, segin OMS, 1966
quedan libres de los virus que por lo
general afectan a la especie animal de
la que se obtuvo el suero. Otra ventaja
es que después de la radiacién no se
altera su calidad nutritiva y puede con
‘un alto margen de confiabilidad, utili-
zarse en cultivos celulares y trabajos de
investigacién que requieran suero de
calidad y estar libres de todo tipo de
agentes contaminantes. ,

Una vez terminado un lote de suero,
en este caso de ternera (40 litros
_envasados en 100 frascos con 400 ml
cada uno), se tomaron muestras de
diferentes frascos, antes y después de
irradiar. '

Se corrieron pruebas de inmuno-
fluorescencia directa {Mar, 1981) para
deteccion de virus de diarrea - viral
bovina, - rinotraqueitis viral bovma y
parainfluenza 3.

Se realizaron pruebas de inmunoe-
‘lectroforesis (Arriaga y Ruiz-Navarrete,
1986) para la deteccion de posnbles
cambios protéicos.

‘BHK-21,

Estas pruebas se hicieron con

"sueros no irradiados, eirradiados a 2.5
;}Mega Rads y se compard con los
cu|t|vos celulares en los que se usd

suero fetal bovino con las mismas
caracteristicas de irradiacién. Las li-
neas celulares utilizadas para la cuanti-
ficacion del desarrollo celular fueron
las 138 c¢17 (linea derivada de la
‘ bovine hamster Kidney 21} y
MDBK {bovine' Kidney) . ‘Se usaron 10
botellas de dilucion de leche para cada
linea celular y se efectuaron 10 pases
de cada una de ellas con los diferentes
sueros, Se inactivaron antes de usarse
a56°C durante media hora. La cuantifi-
cacion. del crecimiento. celular fue
hecha segun la descripcion del manual
de produccion de la vacuna V-319
Acatlan.

Por ultimo a un frasco con suero de
ternero, del lote 84-1, se le agregd virus
de Aujesky en una dilucion final de
1:100, el cual era capaz de producir
100% de efecto citopatico a las 48
horas en células PK-15, sembradas en
tubos de Leighton.. «

- Este frasco, ensegmda de agregarle
el virus ya mencionado, se llevd en
refrigeracion al Instituto. Nacional de
Investigaciones Nucleares, a madtar
2.5 Mega Rads.

Para los cuatro tipos de suero, las
resuftados fueron negativos a la pre-
sencia de particulas virales con la

LINEA CELULAR 135c17.

PRODUCTO NO IRRADIADO TRRADIADD

0.0 Megarads * 2.5 Megarads
TERNERQ. X = 4.620,000 cels x ml. X = 350,000 cels x ml
FETAL BOVIND = 3,319,200 cels x ml- | X = 3660,000 cels x ml |

do y no irradiedo.

Se aceptd la hipa‘besis nula de no dif‘erencxa (P> 0.05 en tuanto & crecimien
to celular con la lines 135cl-7 gon suero de ternero y f‘etal buvinu irradia
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LINEA CELULAR MDBK

PRODUCTO ND IRRADIADD: IRRADIADY
0.0 Megarads 2.5 Megarads
TERNERQ X = 4,620.000 cels x ml X = 3.560.000 cels x ml.

FETAL BOVIND

X =2.915000 cels x ml

X = u.z»ns.ucm ‘cels x ml.

ro irradisdo y no irradiado.

Se sceptd la. hipateais nule de no diferencia (P$0.05) ya que esta s minima
para nuestros requerimientos en esta linem celular con los dos tipos de sue-

técnica antes mencionada.

Tampoco hubo cambio en las lineas

de precipitacion en la prueba de
inmunoelectroforesis con suero irradia-
do y nC irradiado, se aceptd que no
" fueron afectadas las de proteinas
séricas, ya que esta prueba redne los
re(i;msntos generales para manifestarlo
as
El suero infectado con virus de
Aujesky e irradiado no produjo efecto
citopatico alguno en la finea celular
PK-15, lo que demuestra que la
exposicién a radiaciéon gamma destru-
yo al virus; esto propone una alternati-
va para la destruccion viral de sueros
empleados para cultivos celulares.
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SUMMARY

Calf serum and fetal calf serum (Gibco)
was irradiated with a dose of Cobait®0
(2.5 Mega Rads) and a comparation in
cell development with a not irradiated
serum of the same lot. Aujesky virus, in
the dilution citophatic effect in PK-15
cells. The proteins of the serum didn’t
change in his conformation with the
irradiation, as evaluated by the immu-
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noelectrophoresis test. With the fetal
calf serum and the calf serum, we
probe that the hipothesis in this case
was null (P>0.05, for not modification
in the development of cells with
irradiated calf serum and not irradiated
calf serum. The same occur with the
fetal calf serum.

" The serum irradiated with Aujesky
virus was used in the developing of
PK-15 cell which grew without cithopa-
th:c effect.
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