UTILIZACION DE INACTIVANTES QUIMICOS EN EL SUERO BOVINO
EMPLEADO COMO SUPLEMENTO EN CULTIVOS CELULARES®

RESUMEN

Se utilizé etilenimina binaria
(BEI) para inactivar suero fetal bo-
vino infectado con 1000. 5000 y
100.000 DICCso del virus de la dia-
rrea viral bovina (DVB). La cinética
de inactivacién mostré la inactiva-
cidn total del virus de la DVB. Alas
9.21, 8.5 y 11.5 horas respectiva-
mente, en cada uno de los sueros
infectados.

Estos sueros fueron utilizados
como suplemento en la replicacion
de células de la linea MDBK certifi-
cadas libres del virus de la DVB,
mostrando una morfologia normal
durante varios pasajes, comprobén-
dose la ausencia de virus de DVB,
no toxicidad del inactivante y la efec-
tividad del BEI en la inactivacion del
virus. La determinacion de titulos de
anticuerpos neutralizantes contra el
virus de la DVB, de sueros de bovi-
nos de la Sabana de Bogotd, traba-
jados anteriormente por el ICA-
CEISA, no mostraron diferencias es-
tadisticas significativas al ser anali-
zados por la técnica de microneu-
tralizacién en placa utilizando esta
linea celular. Se concluye que el em-
pleo del inactivante quimico es una
alternativa viable para contribuir a la
solucidn de los problemas causados
por la contaminacién de los sueros
utilizados como suplemento en los
cultivos celulares.

INTRODUCCION

Los cultivos celulares son deri-
vados de células tomadas del culti-
vo original de un cultivo primario o
de una linea o cepa celular disgre-
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gados por medios enzimaticos ©
quimicos (Freshney, 1987).

Los cultivos primarios consisten
de células tomadas de un tejido u
organo, proveniente de un animal
recién sacrificado. Poseen varias
caracteristicas que los diferencian
de los demas como es el hecho de
conservar una morfologia celular si-
milar a las de las células del érgano
que les dio origen. Dentro de un
mismo cultivo se encuentran por lo
general diferentes tipos de células
que conservan la distribucién di-
ploide de los cromosomas. Estos a
diferencia de las lineas celulares no
se propagan indefinidamente in vi-
tro (Freshney, 1987).

Las lineas celulares se obtienen
de los cultivos primarios mediante
un cambio de fenotipo o transforma-
cidn (Litelfield, 1964). Las lineas ce-
lulares continuas estdn formadas
por células que se han diferenciado
morfoldgica y genéticamente de las
células de origen. Una caracteristica
tipica de este tipo de cultivos es ser
aneuploide y tener a menudo un
complemento de cromosomas entre
diploide y tetraploide. Un ndmero
considerable de lineas estan asocia-
das con transformaciones malignas,
como reduccion en el requerimiento
de suero, crecimiento en medio s6-
lido y aneuploidia (Freshney, 1987).

Uno de los grandes problemas
que presentan los laboratorios de
diagnéstico o de investigacion es el
alto porcentaje de cultives contami-
nados con el virus de la DVB como
consecuencia de la infeccidn intrau-
terina de los bovinos donantes, ade-
mds las lineas celulares y los cultivos

primarios pueden contaminarse con
el virus cuando son suplementados
con el suero fetal contaminado (Raet-
tig et. al., 1955; Ruth, 1986).

El porcentaje de contaminacion
del suerc fetal bovino comercial
con el virus de la DVB estd en el
orden del 10 al 75% (Raettig et.
al.,1955; Ruth, 1986).

La inactivacién consiste en
transformar un antigeno infeccioso
en otro sin capacidad de replica-
cion mediante la accién de un
agente fisico o quimico. El primer tra-
bajo sobre la inactivacién de los
agentes infecciosos (bacterias o vi-
rus) fue realizado con etilenimina,
sustancia basica de la aziridinaiden-
tificada en 1955 por Raettig y Vecker
(Raettig et. al.,1855). El BEI (Etileni-
mina banaria) es un inactivante de pri-
mer orden que no reacciona con
proteinas, por lo tanto puede ser utili-
zado para la inactivacién de virus ad-
venticios en preparaciones bioldgicas
para uso en fiuidos de tejidos anima-
les ¥ humanos.

Las aziridinas son altamente t6-
xicas y tienen que ser manejadas
con precauciones especiales y a
una concentracion del 0.1 m (Bah-
nemann, no publicado).

El propésito del presente traba-
jo fue el de mantener una linea ce-
lular libre del virus de la DVB me-
diante el uso de suero fetal bovino
inactivado con BEI.

MATERIALES Y METODOS

Inactivante: El inactivante de
eleccién fue la etilenimina binaria

(BEI), suministrado por la empresa
Colombiana de productos Veteri-
narios (VECOL).

Preparacion del BEI

Este inactivante fue preparado
por Vecol, pues su manejo requiere
condiciones especiales. En su pre-
paracion se utilizaron 20.5 g por li-
tro de 2 bromoetilamina, la cual
mediante un proceso de ciclizacién
se convierte en etilenimina binaria.
Se prepard una solucién de 3 mm
de bromohidrato de bromoetileni-
mina (BE!) en hidréxido de sodio
0.2 m, la cual se colocd en bafio de
maria a 37°C, por 1 hora para ob-
tener la ciclizacién del BEA con for-
macién de BEI.

Inactivacion del suero fetal bovino

Se tomaron 2000 cc. de suero
fetal bovino comercial, el cual se en-
contrd libre de bacterias y hongos y
se sometid a la inactivacién con BEI
a una concentracién de 3 mm al 3%
durante 24 horas a una temperatura
de 26°C, tiempo considerado éptimo
para la inactivacién del virus. Trans-
curridas las 24 horas, se adiciond tio-
sulfato de soedioc 1m. al 1% para
neutralizar los residuos de BEI (Bah-
nemann, 1975).

Otras tres fraccciones de 300
mi de suero cada una, fueron infec-
tadas con 1.000, 5000 y 100.000
DICCso (dosis infectante cultivo ce-
lular 50) del virus de DVB de |a ce-
pa Singer de referencia. Estos
sueros fueron inactivados con BE|
siguiendo la metodologla citada.
Se tomaron alicuotas de 2 ml de
cada fraccidn de sueroalas 0,1, 2,
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3,5, 15y 24 horas postinactivacién
para realizar la respectiva cinética
de inactivacion del virus.

Otra parte de suero fetal bovino
se dejé como control sin ningln ti-
po de tratamiento.

Células: Se utilizé la linea celular
MDBK certificada libre del virus de
DVB y proporcionada por la Univer-
sidad de Guelph al programa de
posgrado de Salud y Produccién
Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacio-
nal. Estas células se sometieron a
pruebas de inmunofiuorescencia in-
directa e interferencia, comproban-
dose la negatividad de las mismas
la presencia del virus de la DVB.

Las células MDBK fueron su-
plementadas con los diferentes
sueros (tratado con BEI, infectado
e inactivado con BEI y suero con-
trol). Estas células fueron congela-
das en nitrégeno liquido, suple-
mentadas con suero fetal bovino,
normal @ inactivado con BEI.

Evaluacién de anticuerpos neu-
tralizantes: Transcurridos dos me-
ses de la congelacidn de las células
MDBK, fueron replicadas, utilizan-
do como suplemento suero fetal
bovino normal inactivado con BEIl y
empleadas en una prueba de mi-
croneutralizacién en placa (Dubovi,
1990). Estd técnica fue ensayada
para observar el comportamiento
de las células, utilizando la cepa
Singer de referencia (entre 100 y
1000 DICCso) y 30 sueros de bovi-
nos de la Sabana de Bogotd, con
titulos neutralizantes conocidos
contra el virus de la DVB.

Andlisis estadistico: Parala com-
paracién de los titulos neutralizantes
de los sueros conocidos y los resul-
tados de la presente evaluacién se
utilizé la prueba estadistica de T-stu-
dent (Thorner et. al.,1961).

RESULTADOS
Cinética de inactivacion

Los sueros infectados con 1000,
5000 y 100.000 DICCso del virus de
DVB, mostraron inactivaciéon com-
pleta del virus a las 9,21, 8,807 y
11,5 horas post inactivacion respec-
tivamente, segln muestra la curva
de regresion (Figs. 1,2y 3).

Células

Las células MDBK suplementa-
das con los diferentes sueros, pre-

TABLA No. 1
TITULOS DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES A 1000 DICCs DE VIRUS
DE DVB CEPA SINGER EN CELULAS MDBK LIBRES ADICIONADAS
DE SFB INFECTADO PREVIAMENTE CON 100.000 DICC50 DE VDVB

CEPA SINGER E INACTIVADO CON BEI
SUERO TITULO SUERO
CEISA* EXPERIMENTO
1 3.3 33
2 3.0 2.7
3 27 27
4 1.2 1.2
5 2.4 25
6 3.3 3.0
7 1.5 1.5
8 1.2 1.2
9 1.9 1.8
10 0.9 0.9
11 2.4 2.4
12 27 2.7
13 2.4 2.1
14 15 15
15 27 27
16 33 33
17 36 3.6
18 24 24
19 1.5 1.5
20 1.2 1.2
21 0.45* 0.45
22 0.45* 0.45
23 0.45% 0.45
24 0.45* 0.45
25 0.45* 0.45
26 0.45* 0.45
27 0.45* 0.45
28 0.45* 0.45
29 0.45* 0.45
30 0.45* 0.45

DICCso del virus.

** Sueros sin titulo neutrlaizante.

* Logaritmo del reciproco de la dilucién del suero que neutraliza 1000

sentaron una morfologia normal.

durante varios pasajes.

Evaluacion de anticuerpos
neutralizantes

Los titulos neutralizantes de los
sueros de los bovinos de la Sabana
de Bogotd, fueron muy similares a
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los titulos obtenidos previamente
por el ICA CEISA en afios anterio-
res, como puede observarse en la
tabla 1. Los andlisis estadisticos
realizados por la prueba de T stu-
dent no mostraron diferencias sig-
nificativas entre las dos evalua-
ciones.

DISCUSION

La inactivacién del virus de la
DVB por el BEI fue completa a las
11,5 horas cuando se empled el
maximo de dosis infectante
(100.000 DICCso) en el suero. Este
comportamiento es tipico de los
inactivantes de primer orden como
es el caso de las aziridinas, al cual
pertenece el BEIl. Estos resultados
son comparables a los obtenidos
por Estupindn y Col en 1978 con el
virus de la fiebre aftosa, quienes re-
portan la inactivacién del virus en
suspensiones de vacunas a las
3% horas post inactivacién. Las di-
ferencias en tiempo podrian ser
atribuidas al hecho de encontrarse
el virus de la DVB sumergido en
suero fetal bovino, el cual posee
una gran cantidad de componentes
proteicos, polipéptidos, hormonas,
metabolitos y nutrientes, asl como
minerales e inhibidores de la proli-
teracién celular, elementos estos
que pueden retardar la accion del
BEI, contrario a lo que ocurre con
el antigeno viral de las vacunas, el
cual permanece altamente con-
centrado en una solucién relativa-
mente pobre.

Las células MDEK, al ser des-
congeladas y replicadas con suero
fetal bovino inactivado con BEI,
presentaron una monocapa con-
fluente de células y la morfologla
observada fue predominantemen-
te fibrobldstica, hecho este que
permite descartar el factor toxici-
dad que se pudiera derivar de la
utilizacién del BEI, ya que la des-
congelacién es una de las pricticas
que mayor estrés puede ocasionar
a las lineas celulares y por consi-
guiente la que puede producir ma-
yor mortalidad.

Los titulos neutralizantes de los
sueros de bovinos provenientes de
la Sabana de Bogotd, que fueron
titulados previamente en el labora-
torio del ICA-CEISA, en el afio de
1986 fueron similares a los halla-
dos en el presente trabajo (demos-
trado por la prueba de t-student).
Estos resultados indican que la li-
nea celular MDBK a pesar de haber
sido replicada con suero fetal bovi-
no contaminado con virus de la
DVB e inactivado con BEI, se man-
tuvo libre de virus durante el desa-
rrollo de todo el experimento y que
el suero conservé sus caracteristi-
cas propias como factor de creci-
miento y multiplicacién celular,
pues segln Barnes (1980), la alte-
racién en la calidad de cualquiera
de los componentes del suero y
principalmente de las proteinas y
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FIGURA 1. Curva de inactivacion del VDVB (1.000 DICC/50) con BEI| en células MDBK en monocapa.
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FIGURA 2. Curva de inactivacion del VDVB (5.000 DICC/50) con BEI en células MDBK en monocapa.
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hormonas trae como consecuencia
problemas en el crecimiento y repli-
cacion de las lineas celulares.
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Se concluye que el empleo del
inactivante quimico es una alterna-
tiva viable para contribuir a la solu-

FIGURA 3. Curva de inactivacion del VDVB (100.000 DICC/50) con BEI en células MDBK en monocapa.
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