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RESUMEN



I. RESUMEN

Se utilizaron 3 cerdos de 70 kg. que fueron inmunizados con-
tra célera porcino para la obtencidn de suero hiperinmune completo con--
tra cdlera porcino (S.H.C.C.P.), una parte del SHCCP se esterilizd a pre
sidn positiva con un filtro Zeitz de 450 A° y se conservé como SHCCP con
gelado a -20°C, el resto se fracciond por precipitacidn con sulfato de -
amonio para la obtencién de gammaglobulinas para después ser envasadas -
en recipientes de 50 ml., la mitad de estas se conservaron en congela---
cidn a -20°C como gammaglobulinas sin irradiar, el resto de estas fueron
irradiadas en congelacidn y mantenidas en un bafio con hielo recibiendo -

dosis de 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 y 2.50 megarad (Mrad.) .

El SHCCP, las gammaglobulinas irradiadas y sin irradiar fue-

ron sometidas a las siguientes pruebas:

a) Determinacién de proteinas (mg/100 ml.) por la prueba de Biuret

b) Andlisis electroforético antes y despuds de la irradiacién para

evaluar su comportamiento.

c) Examen microbiolégico, para crecimiento de microorganismos aero
bios y anaerobios, hongos y levaduras, se sembrd en los medios
de cultivo tradicionales de caldo triptosa, agar triptosa, tio-
glicolato y saboureaud determinado asi, la dosis minima adecua-

da de radiacidn esterilizante.



d) Prueba bioldgica para evaluar los cambios en sus propiedades bio
1l8égicas y de potencia en cada una de las muestras, fueron ino--
culados 16 lechones suceptibles a cblera porcino y 160 botellas
de cultivo primario monoestratificado de células renales porci-

nas, como sistemas indicadores.

e) Deteccién del virus neutralizado de célera porcino en cultivos
celulares mediante la prueba de hemoadsorcién pasiva, como sis-

tema indicador.

La radiacidén gamma Co.60 no alterd sus caracteristicas fisi-
cas y bioldgicas de las gammaglobulinas porcinas, resultando un valioso
auxiliar para la esterilizacién de suspensiones de proteinas que pueden
ser alteradas facilmente por los métodos tradicionales en uso de esteri-

lizacidn.



II. INTRODUCCION

Los animales domésticos, al contacto con el medio ambiente,
comienzan a ser invadidos por gérmenes que llegan a vivir en ellos sin -
causar problemas, constituyendo la flora normal (10). Sin embargo, en -
muchas ocasiones los microorgamnismos pueden ser patdgenos; es cuando los
animales reaccionan estableciendo un mecanismo que tratard de equilibrar
las propiedades del agente invasor para que no ocasione dafio al hospedador

(14,22).

En los vertebrados se ha observado que un complejo de protei
nas al que se le conoce como inmunoglobulinas, confiere inmunidad contra

ciertos microorganismos patdgenos (29,30).

Las inmunoglobulinas pueden obtenerse del suero sanguineo de
animales inmunes y aplicarse a otros animales como un medio de prevencidn
de enfermedades infecciosas. A este mecanismo se le conoce como serote-
rapia (2,22,23,31,36,37) pero requiere de la obtencidén de las inmunoglo-
bulinas en grandes cantidades en forma estéril y que se conserven inalte

radas durante el mayor tiempo posible (5).

La produccién de sueros para uso terapefitico requiere de un
estricto control de calidad para evitar la contaminacién en el laborato-
rio por bacterias, hongos o virus (5,41,42) y a veces la eliminacidn de
posibles contaminantes microbianos que pudieran estar presentes en el --

animal donador de las inmunoglobulinas (20).



Las técnicas utilizadas para lograr la esterilizacidn de los
sueros hiperinmunes son dificiles y costosas y frecuentemente, durante -

el proceso de preparacién, presentan puntos débiles en donde es posible

que haya contaminacidn (21).

El método moderno, de mayor impacto y con mas ventajas en la

eliminacidn de contaminantes es la irradiacién (1,11).

El uso de las radiaciones electromagnéticas para la destruc-
cidn de microorganismos se empezd a estudiar un poco después de descubrir
los rayos X por Roentgen en 1895 y la radioactividad por Bequerel en ==

1896 (7).

La resistencia de un microorganismo a la radiacidén muestra
un paralelismo con la resistencia al calor, asi las esporas bacterianas
son mis resistentes; las bacterias gram negativas son las mas sensibles,

las levaduras y los hongos tienen una resistencia intermedia (27).

Dentro de las radiaciones se sabe que los rayos Gamma tienen
mayor poder penetrante y por lo tanto son los mas efectivos para inacti-

var a los ﬁicroorganismos (1,19).

Las ventajas mas importantes de la radiacidn son:
a) Que se pueden aplicar a través de cualquier tipo de material y -
tamafio de contenedor (1,14).

b) Que a la dosis minima adecuada no hay desnaturalizacidén ni coa--

gulacidn de proteinas en comparacidén con los otros procesos de -



conservacién y esterilizacidn, como la ebullicidén y tindaliza--

cién, calor seco, calor a presidén, etc. (14).

e) Que es econdmico compardndolo con los métodos tradicionales an-

tes mencionados (1,38).

Las suspensiones de globulinas inmunes se han utilizado con gran frecuen
cia en el drea médica, en la seroterapia de las enfermedades causadas por
venenos o toxinas, disgammaglobulinemia y en algunos casos especificos -

para prevenir sensibilizaciones (16,17,18).

En su uso como reactivo bioldgico, han sido utilizados para -
montar un sin nimero de pruebas inmunodiagndsticas (43), dada su capaci--
dad de combinarse especificamente con su determinante antigénico, se le -

ha utilizado en la purificacién de numerosas moléculas (8).

Estos sueros "diagnésticos" deben también prepararse con gran

cuidado y estar libres de contaminacidn microbiana (41,42).

El propdsito de este trabajo fué esterilizar inmunoglobulinas
porcinas para uso terapeiitico y de diagndstico mediante la técnica de --
irradiacidén Gamma Co.so, y determinar si las inmunoglobulinas no pierden
sus propiedades fisicas y bioldgicas después de haber sido sometidas a --

dicho procedimiento.
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III. MATERIAL Y METODOS

Material Biol8gico

- 16 lechones sanos de 6 a & semanas de edad, susceptibles a —-

cblera porcino.
- 3 cerdos machos castrados, de 70 Kg. de peso.

- 160 botellas de 100 ml conteniendo cultivo primario monoestra

tificado de células renales porcinas.

-~ Vacuna comercial contra el cdlera porcino cepa PAV 250 virus
vivo modificado (VVM) en cultivo de tejidos de Productora Na-
cional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE) ce la SARH.

- Virus virulento de cblera porcino cepa AMES (cepa de exposi--
cidn) .

- 1 rifidn obtenido asépticamente de un cerdo sano de 6 semanas

de edad.

- Medios de cultivo bacteriolégico

Métodos :
Obtencidén de gammaglobulinas

Los 3 cerdos de 70 Kg. se mantuvieron en aislamiento durante
34 dias, tiempo durante el cual recibieron 4 estimulos antigénicos de la
vacuna comercial contra cdlera porcino cepa PAV 250 VVM en cultivo de te
jidos, la cantidad de inéculo inyectado fué de 2 ml. administrado intra-
muscularmente (I.M.) en el cuello, los dias 0, 5, 8 y 15. E1 dia 24 fue

ron expuestos al virus virulento de cdlera porcino cepa AMES y después -



de este tiempo se mantuvieron en observacidn durante 14 dias elimindndose
todo aquel animal que presentd algun signo de la enfermedad. A los 16 -
dfas postexposicidn, se sacrificaron colectdndose la sangre asépticamen-
te. Una vez colectada, se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minu
tos separandose después los codgulos de 1las paredes del recipiente. Una
vez hecho esto se refrigeraron a 7°C durante 24 horas y posteriormente --
se decantd el suero obtenido y se centrifugé a 1500 r.p.m. durante 20 mi-

nutos.

El suero centrifugado se depositd en frascos color ambar de -
250 ml. uno de estos frascos se conservd como Suero Hiperinmune Completo

contra cdlera porcino (S.H.C.C.P.), manteniéndose en congelacidn a -20°C.

El resto del suero se fracciond para separar la fraccidn -
gammaglobulina, por el método de precipitacidn con sulfato de amonio al -

100 y 90% de concentracidn, técnica descrita por Kendall (24).

Después se procedidé a la eliminacidn del exceso de sulfato de
amonio por didlisis con solucién salina al 0.85%. Finalmente, se compro-
bS la total eliminacidn del sulfato de amonio agregando a un volumen del
agua utilizada para la didlisis un volumen igual de una solucidén saturada

de cloruro de bario.

Para determinar la concentracién de proteinas en cada muestra
expresada en miligramos por mililitro, se le practicd la prueba de Biuret
a las muestras de suero completo hiperinmune y gammaglobulinas contra --

cblera porcino (4).



Irradiacidn

La mitad de las globulinas se sometieron a irradiacién gamma
para su esterilizacidén en un "Gammabeam" 650 tipo IR-31, con una razdn -

de dosis de 1.2 Megarad por hora (Mrad/h.).

Alicuotas de ellas contenidas en frascos &mbar de 50 ml. con
volumen de 10 ml., fueron sometidas a irradiacidn a dosis de 1, 1.25, -
1.50, 1.75 y 2.0 Mrad., para determinar la dosis minima adecuada de ra--
diacibn esterilizante. Después de irradiada cada muestra, se sembrd -
para determinacién de aerobios, anaerobios, hongos y levaduras en los --
medios de cultivo tradicionales: caldo triptosa, agar _:iptosa, tiogli-
colato y saboureaud (28,30); la segunda mitad de la suspensidn de gamma-

globulinas se conservd en congelacidn a -20°C hasta su uso posterior.

Electroforesis

Una vez que las 3 muestras quedaron listas (S.H.C.C.P., gamma
globulinas sin irradiar y gammaglobulinas irradiadas) se llevd a cabo una
electroforesis con acetato de celulosa siguiendo la técnica de Gellman --
(3,20,29,34), para determinar sus propiedades como componentes del suero
sanguineo porcino y comparar su comportamiento electroforético con las --

mismas fracciones antes de la irradiacidn.

Pruebas Bioldgicas

El suero completo se esterilizd por filtracién con presidén --

positiva con un filtro ZEITS de 450 A' y se conservd congelado a -20°C --



hasta su uso posterior, el suero hiperinmune completo y las fracciones
gammaglobulinas irradiadas y sin irradiar se utilizaron en las pruebas
de seroneutralizacidn con lechones y con células renales porcinas en --

cultivo primario como indicadores.

a) Seroneutralizacidén con lechones

La prueba fué descrita por Torrey et al. (35,40), y consis-
te en mezclar 2 ml. de virus virulento de cdlera porcino (Cepa AMES con
tenida en sangre completa de cerdo enfermo, colectada entre el sexto y
octavo dia de la enfermedad), con suero hiperinmune o gammaglobulinas -

sin diluir.

La mezcla después de media hora de incubacidén a 37°C se ino-

culd a cerdos suceptibles que se observaron durante 14 dias.

En este trabajo se mezclaron 2 ml. de virus virulento de --
cBlera porcino con 10 a 12 ml. de suero hiperinmune o suspensién gamma--
globulinica irradiada y sin irradiar; la cantidad de suero o gammaglobu-
lina variaba a la dosis de 1 ml. por kg. de peso del lechdén. Se inocu--
laron dos lechones con la mezcla de virus mids S.H.C.C.P., 2 animales con
la mezcla gammaglobulina sin irradiar mas virus, 2 animales con cada una
de las suspensiones de gammaglobulinas irradiadas a 1.00, 1.25, 1.50, 1.75
y 2.00 Mrad. y 2 con la mezcla virus mas sol. de balanceada Hanks, que -

sirvié como testigo.

Los animales se mantuvieron en aislamientos y se observaron

durante 14 dias posteriores a la inoculacidén aplicadndoseles el siguiente
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sistema de puntuacidén para las observaciones clinicas:

0 puntos si el animal permanecia normal y.comia su racién completa.
1 punto si el animal estaba deprimido y con ligera anorexia.

2 puntos si el animal no comia, permanecia echado e indiferente.

3 puntos si habia diarrea, convulsiones y caminar vacilante, depre--

sidn profunda y completa anorexia.

M muerte

El criterio de interpretacién de la prueba fué el mismo que

el sefialado por Terry col. (35,40).

b) Prueba de seroneutralizacién en cultivo celular

Se procedid a la implantacidén de un monoestrato primario de
células renales porcinas seglin la técnica descrita por Cuningham (9). -
Una vez que los cultivos celulares estuvieron listos en 5 a 7 dias, se -
procedid a la dilucién cuddruple del S.H.C.C.P., la fraccidén gammaglobu-
lina sin irradiar y las fracciones gammaglobulinicas irradiadas a las --

dosis de 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 y 2.00 Mrd.

Las diluciones fueron de 1:4 a 1:1024 en solucién balanceada
de Hanks, en un volumen de 1 ml.. A cada una de las diluciones se le --
afiadid un volumen igual (1 ml.) de virus de cdlera porcino titulado a --

100 Unidades Infectantes cultivo de tejido/ml.*

*proporcionado por el Laboratorio de cultivo de tejidos del Departamen
to de Virologia e Inmunologia de la F.M.V.Z.

= 10 =



Las mezclas se incubaron durante 30 minutos a 37°C en la obs
curidad y posteriormente se inocularon 4 botellas de Monoestrato de célg

las renales por dilucidn de suero o de fraccidén globulinica.

Una serie de botellas fueron inoculadas con la mezcla solu--

cidén balanceada de Hanks y virus, y sirvié como testigo.

La neutralizacidn del virus se detectd por la prueba de Hemo-
adsorcidén pasiva en cultivos celulares (32)**.
c) Deteccidn del virus neutralizado de cdlera porcino en cultivos celu--
lares mediante la prueba de hemoadsorcién pasiva
Antisueros conocidos contra cdlera porcino se adhirieron a --
glébulos rojos tanizados de bovino y posteriormente, después de 5 dias de

incubacidn, se afiadieron a los cultivos celulares inoculados con las mez-

clas de virus mis S.H.C.C.P., o gammaglobulinas irradiadas y sin irradiar.

En los lugares del cultivo donde se multiplicd el virus de --
cdlera deberia haber hemoadsorcidén, si el virus se neutralizara no crece-

ria en el cultivo celular y no habria hemoadsorcidn.

** prueba para Diagndstico de C8lera porcino disefiada por el Laborato-
rio de Virologia e Inmunologia de la F.M.V.Z.

= L e
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IV. RESULTADOS

lLos cerdos inmunizados contra cdlera porcino resistieron la -
exposicidn del virus virulento después de 16 dias de observacién y fueron
sacrificados por electroshock con sangria total y la mitad de su suero
sanguineo se fracciond con sulfato de amonio para obtener la fraccidén --

gammaglobulinica.

La prueba de Biuret reveld que el S.H.C.C.P. tuvo 7.75 mg./
100 ml. de proteina y la fraccidn globulinica 1.82 mg./100 ml. de protei

na respectivamente (Ver cuadro # 1).

La prueba de irradiacidn se hizo en dos ocasiones, la prime-
ra vez las muestras de gammaglobulinas se encontraﬁan a temperatura am--
biente (21°C) y recibieron irradiacién durante 98.04 minutos, permanecien
ron dentro del local de una temperatura mayor de 6-°C, lo que provocd la

coagulacidén de las proteinas.

En la segunda ocasidn las muestras estaban a 0°C cuando se -
sometieron a diferentes dosis de irradiacidn durante diferentes tiempos

(39.21 a 98.04 minutos) Cuadro # 2.

Los resultados para probar si habian eliminado todos los mi-

croorganismos se muestran en el Cuadro # 2.

En un primer ensayo se irradiaron dos muestras, una a 2 Mrad.
y la segunda a 1 Mrd., esta dltima no quedd estéril ya que hubo crecimien

to microbioldgico.



CUADRO # 1

PRUEBA DE BIURET PARA DETERMINAR EL PORCENTAJE DE PROTEINA

S.H.C.C.P. 7.75 mg/100 ml. de
proteina
Gammaglobulina sin irradiar 1.82 » "
Gammaglobulina 1.00 Mrad. 1.63 Ly b
Gammaglobulina 1.25 Mrad. 1.65 ® "
Gammaglobulina 1.50 Mrad. 1.56 " L
Gammaglobulina 1.75 Mrad. 1.53 L L
Gammaglobulina 2.00 Mrad. 1.50 L L
Gammaglobulina 2.50 Mrad. 1.47 " "
Control 7.0 mg/100 L
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CUADRO # 2

PRUEBAS DE IRRADIACION DE SUSPENSIONES DE GAMMAGLOBULINAS

Dosis de Tiempo de Resultados
2 irradiacién exposicidn o = i 3 ¢
A
Presentacidn Megarad (Mrad) (minutos)* spectc? fls..tco.c‘iespues Ensayo microbiolégico
de irradiacidn a HONGOD
21 C OfC Aerobios Anaerobios qo8 ¥
levaduras
1.00 39.21 Las suspensio Todas las -- + + + + + +
nes se coagu- suspensiones
Frascos ambar 1525 49.02 laron ya que permanecieron — = ==
de 50 ml con la temperatu- sin altera--
10 ml. de la 1.50 58.82 ra subid has- cibén fisica - - -
suspensidn de . ta 60 C. aparente.
gammaglobulina 1375 68.63 - - -
2.00 78.43 - = -
2.50 98.04 - - -




En el segundo ensayo se tratdé de establecer la dosis minima
de irradiacién entre 1 y 2 Mrd que produjera esterilidad completa irra--
diidndose muestras a 1.25, 1.50 y 1.75 Mrad., en donde con la primera do-
sis de irradiacidn las gammaglobulins quedaron estériles microbiolégica-

mente.

En las pruebas de electroforesis, se observd que las fraccio
nes gammaglobulinicas sin irradiar e irradiadas e incluyendo aquellas --
que recibieron las dosis mds altas (2.5 Mrd.) mostraron un patrdn elec--

troforético semejante.

Los resultados de las pruebas bioldgicas de seroneutraliza--
cidn en lechones y cultivo celular se resumen en los cuadros 3 y 4. En
ellos se puede observar que el comportamiento del suero hiperinmune, las

fracciones gammaglobulinicas irradiadas y sin irradiar fueron semejantes.
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Prueba bioldgica

CUADRO # 3

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION DEL VIRUS VIRULENTO DE COLERA PORCINO CON S.H.C.C.P.
Y FRACCION GAMMAGLOBULINICA IRRADIADA Y SIN IRRADIAR UTILIZANDO LECHONES COMO SISTEMA INDICADOR

(Se utilizaron 2 lechones por muestra)

Indculo: mezcla de Puntos acumulados por cada animal durante los dias post-inoculacidn**
i * mas:
VEEUSE IS a1 2 s b R s e A gt e g T o S
SeHCeCiPs 0 0 0 0 1 2 3 3 M
0 0 0 0 1 2 3 3 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 0 1 2 3 3 M
sin irradiar 0 (o} 0 0 0 2 3 5 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 3. 3 3 3 8 M
irradiada a 1.00 Mrad. 0 0 (¢} 0 0 1 2 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 0 1 3 2 3 M
irradiada a 1.25 Mrad. 0 0 0 0 0 1 2 3 3 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 0 1 2 2 3 3 M
irradiada a 1.50 Mrad. 0 0 0 0 0 2 3 3 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 0 i 2 3 3 3 M
irradiada a 1.75 Mrad. 0 0 0 0 0 ik 2 3 3 3 M
Gammaglobulina 0 0 0 0 1 2 3 3 3 M
irradiada a 2.00 Mrad. 0 0 (¢} 0 1 2 3 3 M
Solucidén de Hanks 0 0 0 1 1 2 3 3 3 M
0 (6} 0 ik 1 2 3 3 M

* 2 ml de virus virulento

cepa Ames

mis 10 a 12 ml de suero o fraccidn

gammaglobulinica.

** [os puntos asignados durante la observacidn
corresponden a la prueba del departamento de

agricultura de los E.U.A. Torrey 1958.
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CUADRO # 4

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE NEUTRALIZACION DEL VIRUS DE COLERA PORCINO CON S.H.C.C.P. Y FRACCION
GAMMAGLOBULINICA IRRADIADA Y SIN IRRADIAR UTILIZANDO CULTIVO CELULAR COMO SISTEMA INDICADOR
(Cultivo primario monoestratificado de células renales porcinas)

Mezcla de virus* mds: Presencia de hemoadsorcidn pasiva a las diluciones*

1:4 1:16 1:64 1:256 1:1024
S.H.C.C.Ps 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 |
Ggr'nmaglobullna s/irra- 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

iar

Gammaglobulina irradia
da a 1.00 Mrad. 0/4 07 0/3 L i
Gammaglobulina irradia ;
da a 1.25 Mrad. fia 0/ L/ 0/4 /8
Gammaglobulina irradia
da a 1.50 Mrad. 0/4 0/4 074 ol 9/
Gammaglobulina irradia
da a 1.75 Mrad. 0/4 0/4 0/4 0/4 8/
Gammaglobulina irradia
da a 2.00 Mrad. 0/ pes /e Hd 0/4
Solucibén de Hanks 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
* 100 Unidades infectantes en cul- ** E] denominador indica el niimero de bote-

tivo de tejido en 1 ml. mezclado llas con cultivo celular inoculadas y el
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V. DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman los hallazgos de --
otros investigadores en el sentido de que la aplicacidén de radiaciones -
gamma con fines de esterilizacidn, sobre suspensiones de proteinas, pro-
duce la esterilizacidén microbiolégica de la suspensidn sin alteracidén --

fisica y bioldgica de las proteinas (5,21).

No fue posible obtener crecimiento microbiolégico en los me-
dios utilizados con las suspensiones de gammaglobulinas irradiadas a --
1.25 hasta 2.00 Mrad. sin embargo si se obtuvo crecimiento de levaduras

cuando las suspensiones fueron irradiadas con 1.0 Mrad.

La dosis minima de irradiacidn para obtener esterilidad en -

este caso fue de 1.25 Mrad.

El patrén de migracidén electroforética de las muestras de --
gammaglobulinas demostrd que la irradiacidn aiin a la dosis de 2.5 Mrad.
durante 98.04 minutos no alterd la estructura molecular ni la carga iso-

eléctrica de la misma (20,24).

Ya se sefiald que en un primer ensayo las muestras que se so-
metieron a irradiacidén en el Gammabean 650 tipo IR-31 se coagularon posi
blemente por la exposicidén a un calor excesivo. ( de 60°C) durante un

tiempo prolongado.

En los ensayos siguientes las muestras de gammaglobulinas se

irradiaron congeladas y en un recipiente con hielo y después del tiempo
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de exposicidn las muestras estaban descongeladas a una temperatura apro-
ximada de 4°C y su estructura molecular no se alterd seglin se demostrd -

por el patrdn de migracién electroforético (20,24).

Las pruebas de seroneutralizacién con cerdos suceptibles y -
cultivo celular como sistemas indicadores, se escogieron para demostrar

cambios en las propiedades bioldgicas de las gammaglobulinas.

La prueba de Torrey (40) que utiliza lechones es de las mds
objetivas que se han disenado para probar la efectividad de los sueros -
hiperinmunes contra el cblera porcino. La diferencia fundamental con -
otras pruebas es que en estas @iltimas tGnicamente se toma en considera---
cidn la sobrevivencia de los animales después de 14 dias de observacidn
y la prueba de Torrey (40) toma en consideracidén la reaccidn de los ani-
males al virus no neutralizado por el suero y el estado general en que -

quedan los sujetos experimentales después del tiempo de observacidn.

Las pruebas convencionales consideran aceptables a un suero
hiperinmune contra el cdlera porcino cuando logra la sobrevivencia del -
80% de los animales probados durante 14 dias de observacién (5,12), sin
tomar en consideracidn el estado de salud en que quedan después de la ex

posicién.

La prueba utilizada en este trabajo considera que un buen --
suero hiperinmune contra cblera porcino no solo debe de lograr la sobre-
vivencia del 80% de los sujetos experimentales sino que, el 80% de estos

sobrevivientes deben demostrar reacciones ligeras, ya que los animales -

- 19 =
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que muestran reacciones graves (acumulacidén hasta de 20 puntos durante -
la observacidn) pueden morir posteriormente y/o convertirse en disemina-
dores del virus durante un tiempo que a veces se ha comprobado hasta de

120 dias (15).

Ademds, los animales con reaccidn grave y que sobrevivan --
tardan siempre mds de un mes en empezar a ganar peso Abrmalmente (15) . =
La prueba de neutralizacién del virus con cultivo celular, sistema indi-
cador es muy reciente y fue disefiado en el Departamento de Virologia e -
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnia y su discu-
sidén se presenta ampliamente en la tesis profesional de Monrroy Ybarra

(32).

Sus ventajas son obvias ya que resultd mucho md3s econdmico y
sensible que la prueba con animales. En este trabajo se puede constatar
lo que otros investigadores han sefialado a acerca de los sueros hiperin-
munes contra cdlera porcino que requieren de titulos muy altos para po--
der neutralizar la dosis minima de virus virulento contenido en 2 ml. de

sangre de cerdo en estado de viremia (5,12,15).

El suero que se prepard no alcanzé el titulo suficiente para
neutralizar dicha cantidad de virus y todos los animales inoculados con
la mezcla virus mids suero hiperinmune completo y las fracciones gammaglo

bulinicas irradiadas, murieron entre 9 y 11 dias postinoculacién.

El uso de la radiacidén gamma para la esterilizacidn y conser

vacidn de suspensiones de anticuerpos cuando estos son expuestos a las -
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emisiones radioactivas durante el tiempo y la dosis adecuada presentan
grandes ventajas en relacidén a otros medios fisicos de esterilizacidn,
ya que, como se demostrd en este trabajo, la destruccidén de los microor-

ganismos probablemente por destruccidén de los adcidos nucleicos tiene lu-

gar antes de que se alteren las estructuras de las proteinas.

La irradiacidn se puede aplicar a través de cualquier tipo -
de material que contengan la suspensidn protéica y permanecerad estéril -
mientras el contenedor se conserve cerrado herméticamente (1). Los mate

riales irradiados con irradiacién gamma no se tornan radioactivos (1).

Se observd que muestras de gammaglobulinas sometidas a irra-
diacidn a temperatura de 0°C, se esterilizaron microbiol8gicamente sin -
alterarse sus propiedades electroforéticas. La migracién de las molécu-
las protéicas en un campo eléctrico, depende de su estructura y de su -—-
carga eléctrica, por tal razdn la técnica de electroforesis se utiliza -
rutinariamente para analizar mezclas de proteinas como es el caso de --

sueros y plasmas (35,39.

En este trabajo las suspensiones del suero hiperinmune com
pleto y sus fracciones gammaglobulinicas tuvieron un comportamiento seme
jante, antes y después de la irradiacién gamma, cuando se sometieron a -
la electroforesis lo que indica que su estructura permanecid, sin altera
cidn como consecuencia de la irradiacidén. Por otra parte no se observa-
ron reacciones adversas en los indicadores bioldgicos (lechones y célu--
las renales de cerdo) que pudieran atribuirse al contacto con gammaglo--

bulinas irradiadas lo que indica que el procedimiento de esterilidad me-
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diante irradiacidn es inocuo.

La técnica de esterilidad mediante irradiacidén gamma es sen-
cilla y resulta econdmica si se acude a los centros especializados que -
cuenten con cadmaras de irradiacidén. En México existen por lo menos 5 --
instituciones para irradiar grandes volimenes de material biolSgico deli

cado que resulta inconveniente o dificil esterilizar por los métodos con

vencionales.

La aplicacibén industrial de la técnica de esterilizacidn me-
diante irradiacidén gamma se usa rutinariamente en varios paises (1,38) -
seria muy recomendable la ampliacidn de su uso en Méxic~

Las suspensiones de globulinas inmunes se han utilizado y se
utilizardn en el futuro con gran frecuencia en el érea médica, en la se-
roterapia de las enfermedades causadas por venenos O toxinas, disgamma--

globulinemias y algunos casos especificos para prevenir sensibilizacio--

nes (16,17,18).

Como se ha podido comprobar en el presente trabajo la aplica
cién de la irradiacién gamma en la esterilizacidn y conservacidn de pro-
ductos bioldgicos tiene un campo de accidn amplio y el futuro es maravi-
lloso pudiendo incorporarse en la produccidn comercial de la industria -
quimica farmacéutica y productora de bioldgicos como una alternativa mas

en la conservacidn y esterilizacidn de sus productos.
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VI. CONCLUSIONES

Una suspensidn en agua bidestilada de gammaglobulinas porci-
nas después de haberse sometido a irradiaciones gamma C060 a una dosis -
de 1.25, 1.50, 1.75 y 2.0 Mrad., resulta con esterilidad microbiol&gica
sin alteracidén de sus propiedades fisicas y bioldgicas siempre y cuando
el proceso se lleve a cabo con las muestras congeladas y mantenidas en -

un bafno con hielo.
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