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RESUMEN Np

Se produjeron diez lotes déi&aé&ngJantirrébica cepa V-319/Aca-
tl&n; empleando en cinco de ellos, cultivos celulares de la lfnea -
13Scl-7 en pases bajos, 8, 9, 10, 11 y 12. Y en los otros cinco, -
cultivos de la misma lfnea celular en pases altos 85, 86, 87, 88 y
89. Se titularon los 10 lotes de vacuna, comparando los titulos ob
tenidos en los lotes producidos en pases bajos con los tftulos de -
la vacuna producida en pases altos. Se hicieron determinaciones de
cariotipo, al igual que frotis tenidos con Giemsa de los cultivos -
celulares de pase alto y bajo. Se observ6 también el comportamien-—
to de crecimiento de las células de pase alto en botellas de roller

mediante el microscopio invertido a 30 aumentos.

Se obtuvo como resultado que en ninguno de los parémetros es-
tablecidos se encontraron variaciones que nos condujeran a elimi--
nar los cultivos celulares destinados a la produccién de vacuna --
después del pase 30. (La produccién normal de vacuna antirrdbica
empleando la lfnea celular 13SCl-7, se realiza en cultivos celula-
res de pases bajos, considerando como tales a los que van desde el

pase 6 al 30).

Se considera que la vacuna cepa V-319/Acatlédn antirrébica, --

puede elaborarse hasta el pase 89 de la linea celular 13Scl-7.



INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad ampliamente distribuida en el mun-
do; son muy pocos los pafises que se encuentran libres de ella. Se
presenta en cualquier ;lima. En 1971, se mencioné§ que no existfa
la rabia en Inglaterra, Australia, Nueva Zelanda, asi como en mu--

chas Areas delimitadas e islas (4).

La rabia es una enfermedad infecciosa, aguda del sistema ner-
vioso central, cuyo agente causal es un virus que afecta en mayor
o menos grado a los animales de sangre caliente incluyendo al hom-
bre (11, 13), ésta es casi siempre mortal, pues se han reportado -
casos de rabia abortiva o latente, asf como formas crénicas (13).
Y cuya vfa de transmisién en la mayorfa de los casos se debe a la
mordedura de un animal rabioso (13, 16), Experimentalmente se ha
demostrado la transmisifén por aerosoles, via oral y se report6 un
caso de transmisién en forma accidental, de humano a humano al - -
efectuar un transplante de c6rnea de una persona que habfa muerto
de una enfermedad de tipo nervioso (posteriormente se diagnosticéd

como rabia) a una persona susceptible (4).

El agente etiol6gico de la rabia es un virus del género lyssa
virus, de la familia Rhabdoviridae (7), mide aproximadamente 80 X
180 nm (namémetros), tiene forma de bala y estd constituido por un
4cido nucléico (RNA) de filamento finico encerrado en una nucleoc&p
side interna, que muestra simetrfa helicoidal. La superficie estéd
cubierta por peplémeros que miden de 6-8 nm (namémetros) de largo

(L2518 )0



En América la rabia paralftica de los bovinos transmitida por
murciélagos hemat6fagos se inicié como un serio problema a partir
de la conquista de las culturas aborigenes del continente y con la
introducci6n subsecuente al nuevo mundo de las especies ganaderas,
en especial la bovina y la equina; el hombre de este modo propor--
cioné al murciélago hemat6fago una fuente alimenticia mucho m&s --
abundante y de f&cil obtencién, alterando de este modo su ecologia
e incrementando el nGmero de vampiros, mismo que antes de la con--
quista se hallaba limitado, debido a que su alimento (sangre) lo -

obtenfa en forma mds diffcil de la fauna silvestre (9, 20).

Actualmente el derriengue o rabia paralftica bovina causa en
México pérdidas por varios millones de pesos anualmente (24); ex--
tendiéndose esta situacidén a toda latinoamérica (17), debido a la

presencia del vector, el murciélago hemat8fago Desmodus rotundus -

en esta zona (25). En México el vampiro habita la zona tropical y

subtropical (3, 8).

La rabia en las zonas urbanas es principalmente la rabia trans
mitida por perros, afin cuando otras especies domésticas, como el -
gato, pueden estar involucradas. Este tipo de rabla representa un

serio problema de salud pGblica (11).

Como medidas tendientes a combatir la enfermedad después de -
demostrar la ineficacia de las vacunas comerciales (5) y de la va-
cuna cepa Flury (1) por Arellano et al; en 1968 se desarrolld el -
programa denominado "Proyecto de iInvestigaciones sobre la rabia pa

ralftica" (FAO-INIP) y es presentada a principios de 1972 por Bij-~



lenga y Hern&ndez, la vacuna antirr&bica de origen de murciélago -
vampiro, cepa V-319/Acatlédn, la cual se obtuvo de un vampiro macho
capturado en San Vicente, Municipio de Acatldn Figueroa, Oaxaca.

De este vampiro se preparS una suspensién al 20% de cerebro infec-
tado y se procedi6 a infectar monoestratos de cultivos celulares -
de vampiro. Después de cuatro pases en estas células embrionarias

se obtuvo un titulo mdximo de 102'6 D.L. 50 para ratén lactante.

Dado que estos titulos eran muy bajos y debido al hecho de ==
que el virus de la rabia producfa tftulos méds altos en la lfnea --
BHK-21, se cultiv6 la cepa V-319/Acatl&n en esta linea celular.
Después de nueve pases, la cepa adquirié la capacidad de formar --
placas en suspensién de agarosa. Por lo que se procedié a purifi-
car el virus por clonacién, seleccionando una caja de petri que --

contenfa una sola placa.

Esta clona V-319/c1-476, alcanzé entonces un tftulo de 109'o

UFP/ml en tres pases mids, estabiliz&ndose en este titulo.

Con esta cepa se prepard el lote de semilla maestra a partir
del cual se prepara anualmente un lote de semilla de.trabajo, para
la preparacién comercial de la vacuna antirré&bica V-319/Acatlén.
Se condujeron las pruebas de control de calidad requeridas para es
te tipo de bioléSgico (2, 3, 16); demostrando en todas ellas ser un
producto adecuado pafa la proteccién de los bovinos contra el de--

rriengue.

En otros estudios fue demostrada la eficacia de esta vacuna -

contra la rabia canina y en 1976 se determiné su inocuidad en ca--



chorros, asi como la edad minima de vacunacién, que es de dos meses
de edad, sin que influya en la respuesta a la vacunacibén que la ma
dre del cachorro haya sido o no vacunada (10). En otro estudio --
(9) es comprobada la antigenicidad e inocuidad de la misma vacuna;
y es en este mismo ano (1977) cuando se concluye que la vacuna V-
319/Acatldn es adecuada para conferir proteccién antirr&bica a los

perros durante un ano (21).

Actualmente, este biol6gico es producido en gran escala por -
la Productora Nacional de Biolbgicos Veterinarios (Pronabive), si-
guiendo el protocolo de produccién de la vacuna V-319/Acatl&n, re-
gistrada y aceptada ante el Departamento de Control de Productos -
Biol6gicos, Farmacé&uticos y Alimenticios para animales de la Direc

cibn General de Sanidad Animal.

Se ha recomendado que para mantener un buen titulo de virus -
en la produccién de vacuna, no se empleen cultivos celulares supe-
riores al pase 20 a partir de una ampolleta stock de células maes-
tras (MCs*), lo que significa que hay que eliminar los cultivos ce
lulares, destinados a replicar virus r&bico para produccién de va-
cuna después de veinte pases (23). Ante esta situacién surgen las

siguientes interrogantes:

a).- ¢La linea celular 13Scl-7, ya no es apta para continuar
replicando virus rdbico para producir vacuna después --

del pase veinte?

b) .~ ¢Hasta qué nlimero de pases la linea 13Scl-7 destinada a
producir vacuna puede mantener estable su n@imero cromo-

sbmico o cambiar sus propiedades oncogénicas?



c).- ¢Qué tanto variar& el tftulo de la vacuna con respecto

al titulo que se obtiene en cultivos celulares en pases

bajos?

Se ha decidido investigar si es posible continuar con la pro-
duccibén de vacuna antirrdbica cepa V-319/Acatl&n, después del pase
veinte y posiblemente extender el nfimero de pases celulares f{itiles

para continuar la produccién de la vacuna.



HIPOTESIS

La lfnea celular 13S es estable a lo largo de por lo menos 50
pases tanto en su cariotipo como en su capacidad de produccién de

virus ré&bico.

OBJETIVO

L]
Determinar si es posible extender el nimero de pases celula--
res para continuar utilizando la lfnea 13Scl-7, después del pase -
veinte, en la produccién de la vacuna antirr&bica cepa V-319/Aca--

tlén.



MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO (Empleado en la produccién de vacunas).

1.- Linea celular 13Scl-7 en pase bajo, 6 y en pase alto, 87.
Esta linea es derivada (clona) de la 1fnea celular BHK-
21, la cual a su vez procede de rifién de hamster lactan-

te (Mc Pherson and Stoker, 1962).

2.- Virus rébico liofilizado cepa V-319/Acatlén, pertenecien
te al lote de trabajo 75-16 con un tftulo de 108'398 UEPR/
ml.* (14).

3.- Suero de ternera, obtenido del rastro de Tlalnepantla.

Procesado y envasado en el Departamento de Investigacidn
en Produccibén de Bioldgicos del INIP. Este suero se al-
macena a -20 C y al momento de emplearlo se inactiva en

banio marfia a 57 C durante 30 minutos.

4.- Ratones blancos cepa CD-1, lactantes de 0 a 2 dfas de --
edad, éstos fueron proporcionados por el Bioterio del --
INIP-SARH. Empleados para calcular el tfitulo de los lo-

tes de vacuna, por el método de Reed y Muench.

MATERIAL QUIMICO (Empleado en la produccién de vacuna) .

1.- Medio BHK-21 (Gibco).
med o BHREZ 108 SR o o 12557 g
NaHCO3 (bicarbonato de sodio) ... 2.75 g
H20 dedonizada e e 1000 ml



Se disuelve por separado el NaHCO, en 100 ml de agua cuan

3
do el BHK-21 estd ya disuelto se le agregan los 100 ml.

Se ajusta el pH a 6.9-7.1. Esterilizar con filtro Milli
pore con una membrana de 0.22 micras. Envasar en volﬁmg

nes de 500 ml. Hacer prueba de esterilidad a 37C durante

24 horas y guardar a 4 C.
Caldo de Triptosa Fosfatada (TPB) (Difco).

Caldoide Etriptosa fosfatada..teisheac .o iany 2955 g

HZO A NN TZ AT A s ler el oo s iokinre roliorerolatetel o/lelivinrere e mie e el oo s 1000 ml

Envasar en voltGmenes de 500 ml esterilizar en autoclave
a 15 libras de presién de vapor durante 15 minutos. Ha-
cer prueba de esterilidad a 37 C durante 24 horas. Se -

almacena a 4 C.

Estabilizador Peptona-Sacarosa (Difco).

KH2P04 (fosfato de potasio)...... mllelelstetolstata’s 2.0 g
Peptona oo i e et e et et ot A 0 OOOB 6 T D GO 20.0 g
SACATOSA . o) sals o/ote oshsle/siaiosichshaters v/ alsta e aterpholslele 100.0 g
HZO delon 1 zada St i oy St ol ca e s o lslier e ek o koo ke ite 1000 ml

Esterilizar por filtracibn en sistema Millipore con una
membrana de 0.22 micras. Hacer pruebas de esterilidad -
sembrando en caldo nutritivo e incubando a 37 C durante

24 horas almacenar a 4°C.

Tripsina 1:250 (Difco) al 0.25%.



Se disuelve con un agitador magnético durante 1-2 horas
en la cdmara frfa. Se esteriliza por filtro Millipore -
con membrana de 0.22 micras. Se envasa en vollmenes de
3 ml y se almacena a -20 C (caduca al afno, pues se inac-

tiva) .

Soluci6n de Antibibticos Penicilina-Estreptomicina - - -

(SQUIBB) .

Penicilina G Pot&sica........... 20 000 000 UI
Estreptomicina base ............ 20 g

HZO deionizada......... T O B e 1000 ml

Se agita durante 30 minutos. Se filtra por sistema Mi--
llipore (0.22 micras) se envasa en frasco de 5 ml hacer

prueba de esterilidad sembrando en caldo nutritivo incu-
bando a 37C durante 24 horas. Se almacena a -20 C. Con-

centracién final:
Penicilina 20 000 UI/ml. Estreptomicina base 20 mg/ml.

Solucién Buffer Fosfatada (PBS) Ph 7.1 libre de Ca++ y -

Mg++.

NaCl (cloruro de sodio)......... 8 g
KCl (cloruro de potasio)........ 0.2 g
KZHPO4 (fosfato de potasio)..... 0.2 g

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECRIR
BIBLIOTECA - UNAM



Na2HOP4 12 HZO (fosfato dis6dico dodecahidratado). 2.89 g

H20 detoni zada o e e 1000 ml

Se envasa en volGmenes de 500 ml y se esteriliza en auto
clave a 15 libras durante 15 minutos. Se almacena en re

frigeracién.

7.- Hidr6xido de sodio 1/normal.
NaOH (Hidr6xido de sodio)........ oo o 4 (g
HZO deionizada C.b. P «v s aeioisecnnona. .1000 ml

Se envasa en volGimenes de 5 ml empleando en los frascos
tapones de silicén. Se esteriliza en autoclave a 15 1i-
bras durante 15 minutos, Se almacena a 4 C previamente

etiquetado.
8.- Acido Clorhfdrico al 1/normal,

HCL (Acido clorhfdrico al 40%)...... 36.46 ml

Hzo deionizada C.b.P.evueeeenennnn... 1000 ml

Se envasa en volGmenes de 5 ml se esteriliza en autocla-
ve a 15 libras durante 15 minutos. Se etiqueta y se al-

macena a 4 C.

9.- Soluci6n Salina Fisiol6gica.
Nacl (cloruro de sodio)............ 0.85 g
HZO dedond zad e e el 100 ml

Se esteriliza en autoclave a 15 libras durante 15 minutos se

envasa seglin necesidades.
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Caldo nutritivo Bacto Nutrient

VETERINARIA ¥
Se envasa en voldmenes de 3 ml se esteriliza&ﬁpﬁﬁﬁﬂbli

ve a 15 libras durante 15 minutos pH 6ptimo 6.8 se alma ‘

cena a 4 C.
Diluyente de la Vacuna

NaClNi(clorusotdeNsod o) e o B S a

Na H2P04 (fosfato de sodio monob&sico). 1.54 g
NaZHPO4 (fosfato de sodio dib&sico)....12.6 g
Rojo de fenol al 1%.....veevmnnunnnnnn. 1005 ml

HZO Aeionizada. ceeeeeeeeeneennnnennnn. 1000 ml

Se disuelven las substancias en el orden indicado. Se
ajusta el pH a 7.0. Se envasa en frascos ambar de 30
ml aforando a 20 ml. Se esterilizan en autoclave a 15
libras de presién de vapor durante 15 minutos. Se hace
prueba de esterilidad en caldo nutritivo incubando a 37

C durante 24 horas. Se almacena a temperatura ambiente.

Medios para cultivo bacteriolSgico: (bacterinas Aer&--

bias) .

Agar Papa
Agar Sangre
Tripticasa Soya Agar (TSA)

/Estafilococos 440
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Medio para cultivo bacteriolégico (bacterias anaerdbias)
Caldo Tioglicolato
Medio para cultivo de hongos

Medio Sabouraud

Después de la preparacién de todos estos medios (siguien
do las instrucciones del laboratorio productor) se este
rilizan en autoclave a 15 libras de presifén de vapor du

rante 15 minutos. Se conservan en la c&mara fria a 4 C.

Este método de conservacién evita la desecacidén de los

medios.

Medios de cultivo celular empleados en la preparacién -

de los lotes de vacuna antirrébica.

a).— Medio de Crecimiento:
Medio BHK-21 (Preparado en solucién) ... 80%
Medio TPB (Preparado en solucidén)...... 10%
Suero de Ternera (Inactivado).....,..., 10%
Antibibéticos; Penicilina-Estreptomicina 2.5 ml --

por cada 100 ml de medio de crecimiento.

b) .- Medio de Infeccibn:
Medio BHK-21 (preparado en solucidbn).. 96.5%
Suero de Ternera (Inactivado)........- 2.0%
DEAE-Dextr&n al 0.5% (en solucibn).... 1.5%
Virus ré&bico (liofilizado del lote de Trabajo 1 -

fco. con 1.5 ml de volumen, una vez reconstituido.
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Todo lo anterior debe dar un volumen final de - -
300 ml, adem&s este medio deberd manejarse en re-
frigeracién a 4 C. Esto puede logarse metiendo -

al matraz con el medio en una charola con hielo.

c).- Medio de Mantenimiento:

Medio BHK-21 (preparado en solucibn)... 98%
Suero de Ternera (Inactivado).......... 2%
Antibibéticos, Penicilina Estreptomicina 2.5 ml --
por cada 100 ml de medio de mantenimiento (opcio-

nal).

El pH 6ptimo en todos estos medios empleados en -
los cultivos celulares tiene un rango entre 6.8 y

Fels

MATERIAL QUIMICO (Empleado en la preparacién de laminillas con

cromosomas) .

1.- Giemsa, solucibn madre
o T i e e e (3 e G o 8 g
Gl car e R N e 500 ml
LTSRS oY UL S s e e 500 ml

Se calienta la glicerina a 60 C y se va agregando el co
lorante lentamente. Después se agrega el metanol. Se

conserva en la obscuridad.

2.~ Giemsa, coclorante para cromosomas

Solucién Buffer de kZHPO al 0.14 M. ........ 2 ml

4



Giemsa solucifn madre .......:i..oeee.on... 2 ml

H20 destrlada. « v sicicicisie e ane e, O o 26Tl
3.- Fijador, Metanol-Acido acético 3:1
Metanol.. cee «eic e aeosyesysesl50 ml
Acido acEtico .. n-vs- 3 015 ) s 0 P AS 0] Sk
4.- Solucién hipot6nica de KCl al 0.Q075 M
FILG A oo ooe an oo LT A SR O s« 5,55/ g

HZO destilada....ceeqeese.a. 994.45 ml

5.~ Solucibn de KZHPO4 al 0,14 M

KOHED J0t i e e o s ael sy 28436 '

HZO destilada,..seepeeyens. 975,64 ml

6.~ Colchina al 0.004%
ColchIcina. iy oo vl sy eisiaiss 0:004 g

H20 destilada: iy el 100 ml

Se filtra por sistema Millipore con membranas de 13 mm
de di&metro por 0.22 micras de difimetro del pere, Se -
envasa en vol@imenes de 2.5 ml, se conserva a 4 C. Cadg

ca en 60 dfas.

MATERIAL FISICO (Empleado durante todo el trabajo) .

Es importante sefialar que para la produccifn de vacuna anti--
rritica, se debe contar con un laboratorio debidamente equipado.

En el material ffsico empleado destacan:



M&quina Liofilizadora

Campana de flujo laminar
Aparato de Cell-Roll

Estufa de CO2

Estufa de Anaerobios

Centrifuga refrigerada
Congelador -70 C

Congelador -20 C

C&mara fria (4 C)

Sistema de filtracién Millipore
Microscopio Invertido 30 aumeﬁtos
M&dquina para fabricar hielo
Agitador Vortex

Platina

Agitadores magnéticos

Bafio Maria

Mdquina destiladora de agua
Deionizador

Balanza eléctrica

Matraces (Erlenmeyer y Kitasato)
Probetas

. Vasos de precipitados

Pipetas terminales

Pipetas pasteur

Frascos para decantar

Frascos de 5 ml

Cajas de Petri de 62 mm

= L)



Tubos de ensaye

Portaobjetos

Cubreobjetos

Botellas de Dilucién de leche

Botellas de Roux

Botellas de Blake (chicas y grandes)

Botellas de Roller (chicas, medidanas y grandes)
Perillas

Jeringas desechables

Guantes de latex

Tubos para centrffuga

. Vasos para centrfifuga

Engargoladora

Retapa

Rapén gris

TapSn blanco

Charolas metflicas (para liofilizar la vacuna)
Algodén

Gasa

Hematocitémetro

=16
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METODOS

I PREPARACION DE LA VACUNA.

"Lotes de vacuna en pase bajo.- La lfnea celular empleada fue
la 13Scl-7 pase 6. Se descongelS una ampolleta con 9 millones de
células/ml. Estas fueron sembradas primero, en una botella de di-
lucién de leche, adicionando 20% de suero de ternera al medio de -
crecimiento. Se subcultivaron las células cuatro veces mds, hasta
llegar a seis botellas de roller (pase 10); de éstas, cinco pasa--
ron a formar parte del primer lote de vacuna de este trabajo (lote
79-1-A pase bajo), utilizando la sexta botella como testigo no ino
culado y para los lotes posteriores: 79-1-B, 79-1-C, 79=1=D, ¥ = =

79=1=F\

Lotes de vacuna en pase alto.- Se descongelé una ampolleta -
con células de la lfnea 13Scl-7 pase 8 con 9 millones aproximada--
mente. Se procedié a subcultivar en forma seriada estas células -
hasta el pase 84, en un tiempo de 7 meses. De una botella de ro--
ller en pase 84 se sembraron 6 botellas de roller, de estas cinco
pasaron a formar parte del primer lote de vacuna en pase alto de -
este trabajo (lote 79-2-A), la botella restante fue subcultivada -
para preparar los siguientes lotes de vacuna: 79-2-B, 79-2-C, 79-2-

D, v 19-2-E.

Para la preparacién de la vacuna se procedifé a estandarizar -
las condiciones de trabajo empleando en forma similar para ambos -
lotes, tanto los elaborados en cultivo celular de pase bajo como -

los elaborados en cultivo celular de pase alto, los mismos medios,
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tiempo y temperatura de incubacién e infeccigggogggzéﬁgno velocidad

de rotacién de los cultivos. La preparacién de los lotes de vacu-

na, en cultivo celular de pase bajo y alto fue realizada simultéd--

neamente.

En breve, el procedimiento que se siguié para elaborar

los lotes de vacuna fue el siguiente:

1o

20.

3o0.

40.

50.

60.

Incubacibén de las cé&lulas en botella de roller chicas con
200 ml de medio de crecimiento a 37 C, pH 6.9-7.1 durante
48 horas o hasta que se formara un monoestrato confluen--
te. En el aparato cell-roll a 0.12 RPM. Decantacibn del

medie de crecimiento.

Infeccién del monoestrato celular durante una hora a 37 C
empleando en el medio de infeccién virus r&bico liofiliza
do procedente del lote de trabajo. RPM 0.12. Decanta- -

cién del medio de infeccibén con virus no adsorbido.

Incubacién a 32 C con medio de mantenimiento pH 6.9-7.1 -
durante 120 horas en el aparato cell-roll, para crecimien

to del virus.

Refrigerar a 4 C durante 1 hora, para mejorar la recupera

cién del virus.

Retirar el medio de mantenimiento (vacuna) de las botellas
de xQller y centrifugarlo a 4000 RPM durante 20 minutos.

(La centrifuga debe ser refrigerada a 4 C).

Filtrar el sobrenadante (vacuna) por filtros Millipore --

con una membrana de 0.22 micras.



7o0. Estabilizacién, mezclar la vacuna a partes iguales con es
tabilizador (PS) pH final 6.3 a 7.1. En este paso de la
produccién y durante el envasado de la vacuna €sta se ma-
neja en refrigeracién, para lograrlo se meten los matra--

ces que contienen a la vacuna en charolas con hielo.

8o. Envasar la vacuna en voliimenes de 1.5 ml (durante el enva
sado obtener muestras para titulacién y control bacterio-
16gico) . Conservar las muestras a -70 C debidamente eti--

quetadas.
90. Liofilizar durante 24 horas.
10o. Retapar y etiquetar.
llo. Conservar a 4 C.

120. Titular la vacuna liofilizada y de acuerdo al tftulo obte
nido, establecer el nlimero de dosis por frasco de vacuna
liofilizada. El titulo de la vacuna se calcula por el mg

todo de Reed y Muench.

120. Probar la esterilidad de la vacuna, sembrande muestras de
ésta en los medios para crecimiento bacteriolégico conven
cionales empleados en el Departamento de Investigacién en

Produccién.

II TITULACION DE LA VACUNA

Se titularon los 10 lotes de vacuna, antes y después de liofi

lizar; por inoculacién intracerebral en ratén lactante y se calcu-

EACULTAD DE MSEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECHM
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16 el titulo por el método de Reed y Muech (16).

III PREPARACION DE LAMINILLAS PARA OBSERVAR LA MORFOLOGIA CE-
LULAR.

De cada uno de los lotes de vacuna elaborados se sembr6 por -
separado células en cajas de petri de 62 mm, previamente prepara--
das con dos cubreobjetos dentro de éstas. Se etiquetaron las ca--
jas de petri con el nfimero de lote y pase correspondiente. Se in-
cubaron las cajas a 37 C durante 48 horas. La preparacién de lami

nillas se llev6 a cabo con la siguiente técnica:
1o. Eliminar el medio de crecimiento de las cajas de petri,
20. Lavar las cajas con PBS sin Ca y Mg.
30. Fijar con alcohol (Etanol puro) durante 5 minutos.
40. Eliminar el alcohol (decantacién y evaporacién) .

&
50. Aplicar el colorante en la caja de petri (Giemsa al 10%)

durante 30 minutos.

60. Sacar el cubreobjetos de la caja de petri y fijar a un --
portaobjetos con bilsamo de Canadd y etiquetar cada una -

de las diferentes laminillas.

Una vez listas las preparaciones (laminillas) se procedi6 a -
examinar 100 campos bajo el microscopio tratando de encontrar prin

cipalmente:

a) Células solas que una vez fotografiadas y aumentadas de -
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tamafio se pudieran tomar medidas del nGcleo y citoplasma. Estas -
mediciones se realizaron con un vernier y sobre papel milimétrico,
donde fueron colocadas las fotograffas de las cé&lulas ampliadas y

recortadas de los diferentes pases celulares.

b) Agrupaciones celulares en las que se pudieran establecer
diferencias notables en cuanto a espacios intercelulares, forma ce

lular y tamafio en los pases celulares bajos y altos.

IV PREPARACION DE LAMINILLAS CON CROMOSOMAS Y CARIOTIPO

Se empleé la técnica desarrollada por Teresita Vallerino, Bi&
logo del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares. (Comuni

cacién personal).

lo. Agregar colchicina (0.004%) 0.25 ml por cada 5 ml de me--
dio contenido en una caja de petri con el monoestrato ce-
lular con 90% de confluencia y se incuba a 37 C durante -

2-3 horas.

20. Centrifugar y decantar el sobrenadante, resuspender el bo-
tén celular agregando solucién hipot6énica de KCl al 0.075

molar 5 ml.
30. Incubar a 37 C durante 15 minutos.
40. Centrifugar a 800-1000 RPM durante 5 minutos,.
50. Decantar el sobrenadante y resuspender.

60. Agregar fijador Metanol-Acido acético 3:1, resuspender y

dejar 15 minutos a 4 C.
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70. Se centrifuga a 800 RPM y se decanta el sobrenadante.

8o. Repetir el paso 6, aquif se pueden conservar las células -

hasta 24 horas.
90. Centrifugar y decantar el sobrenadante.
10o. Se agrega fijador 5 ml.

llo. Se resuspende y se vierte el fijador sobre los portaobje-
tos, &stos son secados al fuego y tefiidos con Giemsa du--

rante 10 minutos.-

Se observaron las laminillas al microscopio 100X, y se toma--
ron fotograffas para la elaboraci@n del cariotipo. Se ampli6 una
de las 40 fotograffas que se tomaron de los campos cromosémicos de
las laminillas (F16 1). Se recortaron los cromosemas y se arregla
ron por pares sobre un fondo blanco, de acuerdo a como lg estable-

ce Hsu, en su Atlas Cromosémico de los Mamiferos (15).

Se llevé un registro del nfimero de cromosomas contados per --

campo y de acuerdo al nfimero de pase celular correspondiente.
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RESULTADOS

I TITULO DE LA VACUNA

No se encontré diferencia significativa entre los lotes de va
cuna elaborados en cultivo celular de pase bajo, comparados con --

los lotes producidos en cultivo celular de pase alto (Cuadro 1).

La media aritmética para los lotes de pase bajo, asi como la
media aritméticé para los lotes de pase alto (después de liofili--
zar fue de 6.64, con una diferencia logaritmica no significativa -
de + 1.2 que resulta de comparar la suma de los tftulos en pase ba

jo con la suma de los tftulos en pase alto (gr&ficas 1, 2).

II MORFOLOGIA CELULAR

Se compararon células de pase alto y pase bajo por medio de -
una serie de 40 fotograffas y no se encontraron diferencias en las
células de pase alto que hicieran pensar en la posibilidad de alte
raciones morfol6gicas, pues la relacién nficleo citoplasma se man--—
tiene constante, asf como el tamafio de las células, caracteristi--
cas tintoriales y ademds su crecimiento en capa (monoestrato) no -
mostré cambios. No se encontraron nficleos piknéticos, ni células

gigantes multinucleadas (19). (fotograffas 1, 2).

III DETERMINACION DE NUMERO CROMOSOMICO Y CARIOTIPO

Se contaron 100 campos cromosémicos bajo el microscopio a 100

aumentos, de los diferentes pases (bajo y alto) de cultives celula



res. (Cuadro 2) se obtuvo un nimero moda de 42 cromosomas para am-
bos pases. Posteriormente se tomS una serie de 40 fotograffas ba-
jo el microscopio, a diferentes aumentos (40X, 100X); para compro-

bar los datos anteriores.

El ndmero cromosémico de la especie Mesocricetus auratus - --

(hamster dorado) de la cual proviene la lfnea celular 135S, clona -

de la BHK-21 es de 2N= 44Xy (15, 22).

Se encontré que en los conteos realizados en células de pase
bajo, como en pase alto, el nGmero de cromosomas determinado fue -

de 42 (fotograffas 3, 4).

Se not6 en el cariotipo realizado en pase alto, 85 la ausen--
cia de 2 cromosomas acrocéntricos, par nGmero 20 (figura 1), lo --
cual no muestra variacién del nfimero cromosémico de las células al
rededor del 15% y se cumplen hasta el pase 87 de la linea celular
13Scl-7, los requisitos establecidos por el C6édigo Federal de Regu

lacién, USA. (23).



CUADRO 1
RESULTADO DEL TITULO DE LOS 10 LOTES DE VACUNA
ANTES Y DESPUES DE LIOFILIZAR.

TITULO ANTES DE LIOFILIZAR TITULO DESPUES DE LIOFILIZAR

Lote79-1-A 10 - 5.5/ml 79-1-A 10 - 5.7/ml
719-2-A 10 - 6.0/ml 19-2-A 10-5.7/ml
79-1-B 10 - 6.6/ml 79-1-8B 10 - 5.5/ml
719-2-8B 10 - 6.5/ml 79-2-B 10 - 6.6/ml
79-1-C 10 - 6.0/ml 79-1-C 10 - 7.5/ml
79-2-C 10 - 7.7/ml 719-2-C 10 - 7.0/ml
79-1-D 10 - 7.2/ml 79-1-D 10 - 7.3/ml
78-2-D 10 - 7.0/ml 719-2-0D 10-6.6.4/ml
79-1-E 10 - 6.736/ml 19-1-E 10- 7.2/ml
719-2-E 10 - 7.3976/ml 19-2-E 10- 7.3/ml

J.R.F. Sep. 1978.



TITULO

GRAFICA 1

COMPARACION DE LOS TITULOS OBTENIDOS EN VACUNA
PRODUCIDA EN CULTIVO CELULAR DE PASE ALTO Y
CULTIVO CELULAR DE PASE BAJO ANTES DE LIOFILIZAR.

o LOTES DE PASE ALTO

-———-— LOTES DE PASE BAJO

J.R.F. Sep. 1979. LOTE



TITULO

GRAFICA 2

COMPARACION DE LOS TITULOS OBTENIDOS EN VACUNA
PRODUCIDA EN CULTIVO CELULAR DE PASE ALTO Y
CULTIVO CELULAR DE PASE BAJO DESPUES DE LIOFILIZAR.
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J.R.F. Sep. 1979.



FOTOGRAFIAS 1y 2

CELULAS 13scl-? ( PASE 12 ) X 100

CELULAS 13Scl-7? (PASE 85 ) X 100



- CUADRO 2

COMPARACION DE LA FRECUENCIA DE DISTRIBUCION DE LOS CROMOSOMAS

SEGUN AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION

Linea celular 13Scl-7 origen, clona de la linea celular BHK-21

Patron cromosémico 2n = 44 frecuencia de distribucién de los cromoso-
mas en 50 células.

Células il il 1 5 2 2 7 32 ]
Cromosomas 36 38 39 40 41 42 43 44 45

RESULTADO DE LA LINEA ESTUDIADA EN EL DEPTO. DE PRODUCCION

%ﬁgeglcelular 13Sc1-7 (pase bajo,8) origen, clona de la linea celular

Patron cromosémico 2n = 44 frecuencia de distribucion de los cromoso-
mas en 100 células

Células % 2 3 10 50 30 2 1
Cromosomas 30350 S38 () 42 4y 45 66




. continuacion

RESULTADO DE LA LINEA ESTUDIADA EN EL DEPTO. DE PRODUCCION

%ﬁﬂeglcelular 13Scl-7 (pase alto, 85) origen, clona de la linea celular

Patron cromosémico 2n = 44 frecuencia de distribuci6n de 1os cromoso -
mas en 100 células.

Células 4 1 4 60 28 % 1
Cromosomas 30 38 40 42 4y 45 62




FOTOGRAFIAS 3y L

CROMOSOMAS DE CELULAS 138c1-7 (PASE 12) X 100

CROMOSOMAS DE CELULAS 13Scl-? (PASE 85) x 100



& AD R U
k-

R ...( 2 N =

k)

LR e
] ©X
¥ ey

T

TRIIE A%

Cooe A Wl
o D‘xw v

w¥ o oy ‘}-‘.'
kg IR )H X% RS
'ﬁ.' T ~.'~3 1 W A G A o

NA g6 AR ON *8 &~
AN % e g o B ST

%) &8 &4 &6 A% x&
KR XK Xk X% »g

A& X2 R Xp x4
ah fNA aw 22 e ag

FIGURA 1

ARRIBA CARIOTIPO NORMAL DE HAMSTER SYRIAN "GOLDEN ~
( SEGUN HSU ) ABAJO CARIOTIPO DE CELULAS 13Sc1-7 DONDE
SE NOTA LA AUSENCIA DE 2 CROMOSOMAS.
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DISCUSION

En la conduccién de este trabajo, se not6 que vigilar estric

tamente nuestros cultivos celulares destinados a producir vacunas

es muy importante en algunos puntos como:

a)

b)

c)

d)

e)

£)

g)

h)

i)

Edad del cultivo al momento de efectuar el pase celular

(Que sea siempre la misma, cada 48 horas).

pH de los diferentes medios (crecimiento, infeccibén y man

tenimiento) que no varfe de 6.9-7.1.
Velocidad de rotacién en el Cell-Roll 0.12 RPM.
Temperatura constante de 37 C para los cultivos.

Calidad constante de los medios empleados (mismo labora-

torio, mismas cantidades, misma conservacién) .
Que el proceso de lavado de material no varfe.

Que la concentracién celular sembrada sea constante - --

(300 000 células/ml aproximadamente) .

Temperatura similar entre el medio de crecimiento nuevo

y el decantado al momento de sembrar las cé&lulas.

Y por Gltimo, no variar la técnica desarrollada al efec-

tuar los pases celulares.

Atendiendo estas indicaciones obtendremos la mejor forma pa-

ra poder continuar realizando vacuna en cultivos celulares supe--

riores al pase 20, ya que como observamos en el presente trabaju,
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al no variar las condiciones de elaboracién de la vacuna no hubo
diferencia significativa en el tftulo de la misma, ni tampoco se
encontr6 diferencia en la morfologia y nGmero cromosémico de las

células de los cultivos de pases altos.

Bajo las condiciones de trabajo empleadas, la lfnea celular
13Sc1-7 se comport6 de manera estable, por lo que se considera ade
cuada para la elaboracién de vacuna antirr&bica hasta el pase 87,
el mi&s alto ensayado. Se considera conveniente determinar el ca-
riotipo celular cada 6 meses o cada afio a fin de confirmar que --

las condiciones de manejo celular siguen siendo adecuadas.



CONCLUSION

Los resultados de este estudio nos indican que es posible --
continuar con la produccién de la vacuna antirr&bica cepa vV-319/
Acatlédn, hasta el pase 87 de la lfnea celular 13Scl-7 a partir de

una ampolleta stock de células maestras.
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