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Resumen. Se analizé el efecto del suero bovino con anticuerpos para el virus de la fiebre aftosa
sin tratamiento y después de tratado con 2, 4, 6 y 8% de polietilenglicol (PEG), en el crecimiento
de células BHK-21 Clon 13, cultivadas en suspension. También se investigé la capacidad filtrante
através de membranas de 0,22 ym del medio de crecimiento suplementado con suero de bovino
previamente tratado con PEG. Se comprobé que el mas bajo porcentaje de PEG que atin mantenia
el crecimiento celular y una filtrabilidad de alto rendimiento era del 2%.

La linea de células fibroblasticas de rifion
de hamster joven BHK-21 Clon 13, descrita por
MacPherson y Stocker (9) adaptada a cultivos en
suspension (5), es la mas utilizada para producir
antigenos para la elaboracion de vacunas contra la
fiebre aftosa (FA) (1 /). El crecimiento de células in
vitro requiere la presencia de determinantes macro-
moleculares, presentes en suero de animales (3). El
suero de bovino posee factores de crecimiento
necesarios parael crecimientode cultivos de células
BHK (/2), y para que mantengan la susceptibilidad
al virusde l1aFA. Porotra parte, el suero extraido de
animales vivos puede vehiculizaragentes infecciosos
y factores toxicos que perjudican el crecimiento de
los cultivos celulares, por lo que cada partida de
suero debe ser adecuadamente controlada.

Warrington & Morgan (/6) demostraron
que el tratamiento del suero bovino con polietilen-
glicol (PEG) precipita selectivamente las proteinas
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de alto peso molecular y los anticuerpos. Barteling
(4) trat6 con 8% de PEG suero de bovinos vacunados
varias veces con el virus de la FA para retirar los
anticuerpos anti-FA, y observo que los medios de
cultivo suplementados con ¢l suero tratado,
mantenian el efecto promotor del crecimiento de
células BHK-21 Clon 13, en suspension. El medio
de crecimiento para cultivos celulares en monoca-
mada conteniendo suero tratado con 8% PEG man-
tuvo su susceptibilidad frente al virus de la FA (7).

Usualmente, los laboratorios productores
de vacuna antiaftosa ubicados en areas endémicas
de laenfermedad enfrentandificultades relacionadas
con la necesidad de esterilizar grandes volimenes

- de mediode cultivo suplementado con suero bovino,

a través de filtros tipo membrana que dan mds
seguridad y calidad al producto. Ademds, tienen el
inconveniente de que los sueros de bovinos
disponibles poseen altos niveles de anticuerpos
anti-FA.

El presente trabajo tiene como objetivo
determinar la proporcion de PEG que resulte mds
adecuada para tratar el suero de bovinos vacunados
con vacunas antiaftosa, permitiendo a la vez una
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buena filtrabilidad en membranas de 0,22 pum, sin
comprometer el crecimiento delas célulasen botellas
rolantes.

MATERIALES Y METODOS

Suero bovino: El suero se obtuvo a partir de
sangre colectada de bovinos en ¢l momento de su
sacrificio en el matadero (Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil) por seccion de la cardtida. La sangre se
recogio en recipientesesterilizados, conuna solucion
de 100 Ul de penicilina/ml y 0,15 mg de neomicina/
ml. El coagulado después de cortado en pedazos
pequeiios se dejo en reposo durante 24 horas a 4°C
en recipientes de plastico, perforados y colocados
sobre otros para separar el suero. Los restos celulares
y los residuos de los coigulos se separaron por
centrifugacion continua.

Tratamiento del suerocon PEG: Alicuotasde
1000 ml de suero fueron adicionadas respectivamente
de 2, 4, 6 y 8% de PEG (Polietilenglicol 8000 -
Carbowax) disuelto en solucion salina 0,15 M. La
mezclafue mantenidaen agitacion continua durante
60 min a 4°C, seguidamente se dejo decantar por
otros 60 minutos a4°C (). A continuacion, se retird
el sobrenadante y se filtré por membrana millipore
0,22 um. Posteriormente se midi6 el pH y la
osmolaridad. El nivel de anticuerpos especificos
paralosvirusdelaFA, tiposO, Ay Cfue determinado
por seroproteccion en ratones lactantes (6) ¢
inmunoelectroforesis (/3).

Medio de cultivo de células con suero:
Alicuotas de suero antes y después de tratado con
PEG se incorporaron al medio de cultivo para prue-
basdeesterilidad y crecimiento celular. El medio de
cultivo usado (MEM) pararealizar el estudio descrito
fue el mismo empleado en la rutina de laPlanta Pilo-
to de Produccién de Vacuna del Centro Panameri-
cano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA).

Células BHK-21 Clon 13: Se usaroncélulas
BHK-21 Clon 13 de bajo pasaje, adaptadas al
cultivo en suspension, y mantenidas en nitrégeno
liquido, en volimenes de 1 ml, a una concentracion
de 5,0 x 106 cél/ml em medio MEM, conteniendo
20% de suero bovino inactivado y 10% de glicerol.
Lascélulas se descongelarony cultivaron en balones
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de vidrio de 2 litros, que contenian 1 litro de medio
decrecimiento. Las c€lulasse incubarona37°C con
agitacion magnética, y se acrearon a través de filtros
de algodon no absorbente para mantener el pH.

La capacidad de promover el crecimiento
celular del suero se evalué mediante la observacion
microscopica de su morfologia. La viabilidad de las
células se analiz6 en base a las curvas de crecimiento
de cinco pasajes sucesivos, realizando recuentos a las
24 y 48 horas. El recuento inicial se ajusto para 0,5 x
106 cél/ml.

RESULTADOS

Filtrabilidad del suero tratado con PEG:
El1Cuadro 1 muestra los resultados de lafiltrabilidad
del suero y se observa que el suero tratado con 2%
PEG filtré cinco veces mas que el suero del mismo
lote sin tratar. Los Cuadros 2 y 3 indican que no se
observaron alteraciones de los valores de pH y
osmolaridad respectivamente en el medio de cultivo
suplementado con el suero antes y después de
tratado. Los padrones de tonicidad del suero bovino
fetal oscilan entre 260 y 340 m Osm/kg H,O.

Elsistemade filtros de membranas 0,22 pm
tipo cartucho que se utiliza en la Planta Piloto de
Produccion de Vacuna de PANAFTOSA, permite
filtrar alrededor de 200 litros de medio de cultivo
suplementado con 8% de suero bovino integro, sin
tratamiento. No obstante, se consigue filtrar hasta
1.500 litros de medio de cultivo que contiene la
misma proporcion de suero tratado con 2% de PEG
(datos no publicados).

Cuadro 1. Filtrabilidad (membrana 0,22 pm) del suero bovino
antes y después de tratados con PEG.

Tratamiento con Volumen filtrado

PEG (%0) (ml)
0 5
2 25
4 25
6 30
8 40




Anticuerpos anti-FA: Los niveles de anti-
cuerpos determinados mediante las pruebas de
seroproteccion (Cuadro 4) e inmunoelectroforesis
(Figura 1) en el suero tratado con 2% de PEG,
comparados con los del suero del mismo lote antes y
después de tratado con 8% de PEG revelan que el
tratamiento con 2% de PEG no fue capaz de retirar
anticuerpos.

Capacidad promotora de crecimiento
celular: El Cuadro 5 muestra que los sueros tratados
con PEG e incorporados al medio de cultivo,
mantienen las caracteristicas morfologicas de las
células, sin perjudicar el crecimiento a lo largo de
cinco pasajes.

Cuadro 2. pH del suero y del medio de cultivo con suero antes
y después de tratados con PEG.

Tratamiento con Medio con
PEG (%) Suero suero

0 7.2 7.52

2 73 7.52

4 7.4 7.52

6 7.4 7.52

8 17 7.52

DISCUSION

El suero es comunmente usado en cultivos
celulares como elemento del medio de crecimiento.
Es una mezcla compleja pero se reconocen algunas
macromoléculas y su actividad. Por ejemplo, las
albuminas controlan la biosintesis celular, prote-
giendo la desintegracion e inhibiendo la accion de
lasenzimas proteoliticasy las globulinas promueven
el crecimiento celular, estimulando la sintesis del
ADN, ARN vy proteinas (8). Igualmente, los poli-
péptidos y las hormonas producen diversos efectos
en las células, mientras que la insulina regula el
consumo de glucosa y aminoacidos, pudiendo ser
mitogénica. Por otra parte, la hidrocortisona actia
en la ligacién y proliferacion celular (7).

Los estudios sobre la filtrabilidad del suero
tratado con diferentes porcentajes de PEG (Cuadro
1) demostraron que la menor cantidad capaz de
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Cuadro 3. Osmolaridad (m Osm/Kg H20) del suero y del
medio de cultivo con sucro antes y después de tratados con
PEG.

Tratamiento con Medio con
PEG (%) Suero suero
0 304 350
2 321 351
4 339 351
6 362 349
8 392 350

aumentar lafiltrabilidad en comparacion conladel
mismo suerosin tratar fue el tratamiento con 2%de
PEG. Por otra parte, los tratamientos con 4 y 6%de
PEG no proporcionaron mejor rendimiento,
mientras que este fue excelente como resultado del
tratamiento con 8% de PEG. Sin embargo, este
ultimo puede causar problemas en la produccién
del virus de la FA, cuando se le incorpora en el
medio paracuitivar células BHK enbotellas rolantes
(14, 15). Por lo tanto, los laboratorios productores
de vacuna antiaftosa podran utilizar este método de
tratamiento, disminuyendo la dificultad de
esterilizar grandes volimenes de medio de cultivo,
suplementado con el suero bovino, a través de
membranas 0,22 pm.

También se confirmo en el presente estudio
que el suero tratado con 2% de PEG incorporado al
medio de cultivo, fue capaz de mantener las
caracteristicas morfologicasy el crecimiento celular
(Cuadro 4) al igual que el mismo suero tratado con
4, 6, 8% de PEG y el suero sin tratar.

Cuadro 4. Indice de anticuerpos de un suero antes y después
de tratado con PEG, por prueba de seroproteccién.

Tratamiento con O, A, C,
PEG (%) Campos Cruzeiro Indaial
4.40- 1.25 3.60
3.60 1.75 2.36
8 0.10 0.10 0.86
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Figura 1. Inmunoelectroforesis en gel de agar de sueros bovinos antes y
después detratados con PEG usando como antigeno suero total de conejo anti-
IgG bovina (canaleta central). Las liminas muestran que hubo una reduccién
total de los niveles de anticuerpos detectables en el suero tratado con 8% PEG
(B), mientras que en los sueros tratados con 2% PEG (D) y sin tratar (A y C)

estos niveles permanecieron intactos.

El tratamiento del suero previo a su
incorporacion en el medio de cultivo usado en la
rutina de produccion del virus de 1a FA, por el
método de cultivo celular en botellas rolantes,
permitié obtener excelentes resultados del virus
producido en la Planta Piloto. También se comprobd
que el tratamiento con 2% de PEG no causaba
problemas de adherencia celular en la superficie de
las botellas, ni perjudicaba la replicacién viral
(datos no publicados).

Las pruebas de seroproteccion (Cuadro 4) e
inmunoelectroforesis (Figura 1) indican que el
tratamiento del suero con 2% PEG no fue capaz de
retirar anticuerpos especificos a diferenciadel suero
del mismo lote tratado con 8% PEG. De ahi que esto
imposibilite su uso en las pruebas de aislamiento de
virus en cultivos celulares con fines diagnosticos
(10). Se considera que la presencia de anticuerpos
especificos debe ser la mas baja posible para que
éstos no interfieran en la infeccién celular
neutralizando el virus. Aunque esto no debe ser un
problema comun, hay numerosas soluciones entre
las cuales: el uso de medio libre de suero, la
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inoculacion con cantidad suficiente de virus para
superar los anticuerpos existentes (2), y el uso de
altas concentraciones de PEG para disminuir la
cantidad de anticuerpos.

Se concluye que el tratamiento del suero con
2% PEG: (a) aumenta sensiblemente la filtrabilidad
de los medios de cultivo celular en membranas 0,22
um que, por estar exentas de residuos toxicos para

Cuadro S. Crecimiento de celiilas BHK-21 en suspensién en
medio suplementado con suero antes y después de tratados
con PEG.

Recuento Final (x 10¢ cél/ml)

Pasajes 1 2 ] 4 5

%PEG 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

09 1.7 08 25
12 28 13 28
14 24 15 24
10 14 14 20
09 23 19 21

1.1 23 08 15 19 28
08 21 10 18 14 29
12 27 07 25 14 28
1.2 25 06 16 17 3.0
09 21 07 19 12 25

0N D ND

Ajustado récuento inicial para 0,5 x 106 cél/ml a cada pasaje.



cultivo de células, permiten trabajar con seguridad
y calidad; (b) mantiene la misma capacidad
promotora de crecimiento celular que el suero sin
tratar; (c) a pesar de no retirar anticuerpos
especificos, no compromete la calidad del virus de
la FA producido en botellas rolantes para la
preparacién de vacuna, como se observa con el
tratado con 8% de PEG; (d) permite trabajar con
grandes volumenes de suero en ambiente asépticoy
abaja temperatura, con loqueseevitael crecimiento

bacteriano.
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