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ABSTRACT. Fetal calf sera and sera from calostro and
nom-calostro consuming new born calvÉs were obtained
and compared with commercial products . Sterility
and growth promoting tests, aÁalysis and cuantification
of proteins, pH and triglyceride determination were per-
formed. It was found that it is possible to select serum
batches for different cell requirements from quality con-
trol results. Non-calostro new born calf serum can be
used for some cultures that usually are extremely
dependent of fetal calf serum . Some batches of calostro
new born calf serum can be used for cell hybridization
experiments .

/NTRODUCC/ON
El suero bovino es aÁadido a una gran cantidad de

sistemas de cultivo como un suplemento suministrador
de los factores m°s importantes promotores del creci-
miento y una fuente considerable de nutrientes' .

Fenémenos como la inhibicién del crecimiento
dependiente de la densidad han permitido mediante su
estudio'' identificar mecanismos de control del creci-
miento que involucran a molÉculas estimuladoras en el
suero que ejercen su accién a travÉs de receptores de
membrana "' .

Ha sido establecido que varios factores de creci-
miento son necesarios para sustentar el crecimiento
celular tanto "in vivo" como "in vitro" . Estos factores son
clasificados como de competencia y de progresién para
fibroblastos de ratén Balb/c 313 "quiescentes"e y aun-
que actían sinÉrgicamente, se ha evidenciadoen CÉlulas
NHIK 3025 que los eventos de incremento de tamaÁo
celular (contenido de proteñnas) y desarrollo del ciclo
celular (sñntesis de DNA y divisién celular) se encuentran
bajo controles independientes' .

Aunque hay evidencias de que mezclas de compo-
nentes definidos como insulina, transferrina, etanola-
mina y selenito de sodio pueden sustituir el suero
bovino a, Éste continía siendo la fuente pr°ctica m°s uni-
versal para factores y promotores de crecimiento en
muchos laboratorios de cultivo de tejidos, porque ade-
m°s probablemente existe un cierto nímero de otros
componentes indefinidos presentes en este producto
que contribuyen a "mantener" en sentido general, los
cultivos de cÉlulas y tejidos animales .

La preparacién del suero bovino debe llevarse a cabo
bajo condiciones controladas para mantener en activo
las propiedades mencionadas anteriormente, asñ como
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RESUMEN. Se obtuvieron sueros fetales y de animales ;
reciÉn nacidos que habñan consumido o no calostro
materno y Éstos fueron comparados con sueros comer-
ciales similares . Se realizaron pruebas de esterilidad,
promocién de crecimiento, an°lisis y cuantificacién de
proteñnas, pH y determinacién de triglicÉridos . Se
encontré que las pruebas de control permitieron selec-
cionar lotes de sueros para diferentes exigencias . El
suero de ternero reciÉn nacido sin ingerir calostro
cumple con los requerimientos para algunos sistemas
que tradicionalmente usan suero fetal . El suero de ter-
nero reciÉn nacido que consumié calostro puede utili-
zarse en experimentos de hibrñdizacién celular .

microorganismos u otras sustangastéxicas que puedan
ser introducidas durante el proceso .

Aunque las firmas comerciales publican sus normas
de produccién ajustando el precio del producto en rela-
cién directa con la magnitud del control de calidad efec-
tuado, se ha descrito la presencia del virus de la enfer-_
medad de la mucosa en suero fetal bovino comercial
asñ como la contaminacién de sueros de diferentes
orñgenes con bacteriéfagos " .TambiÉn se ha detectado
contaminacién con endotoxinas bacterianas en sueros
comínmente empleados para la produccién de vacu-
nas " .La presencia de endotoxinas bacterianas en el
suero bovino ha sido demostrada 17 como responsable
en la induccién de un nímero anormalmente alto de rup-
tura de crom°tñdas en cÉlulas WI-38 .

Por otra parte, han sido aislados microorganismos
psicrofilicos de suero fetal bovino comercial ",el cual
presentaba un fuerte efecto inmunoestimulatorio en,
cÉlulas esplÉnicas de ratén debido a la presencia de lipo-
polisac°ridos formados por la ruptura de organismos
Gram-negativos.

Resulta obvio, que la presencia de pequeÁas canti-
dades de elementos contaminantes-en el suero bovino
puede tener un marcado efecto en los sistemas de cul-
tivo, lo que puede llevar a costosas pÉrdidas en la pro-
duccién de vacunas u otros productos biolégicos, asñ
como introducir errores en las investigaciones en cultivo
de cÉlulas .

El Departamento de Cultivo de Tejidos del CENIC
con m°s de 1 5 aÁos de experiencia en la obtencién de
suero de bovino reciÉn nacido, ha comenzado un pro-
grama de control de calidad a los sueros que se reciben
en el Laboratorio en relacién a controles comerciales y
de produccién nacional . En este trabajo se discuten los
resultados de las pruebas de control que se han reata
zado hasta el momento .



MATER/ALES Y METODOS
Sueros

Control (bovino, total) : Foetal Calf Serum (Gibco,
Europe, Ltd .) ; Cat . No. 011-6290 .

Control (bovino reción nacido) : Newborn Calf
Serum, Flow, Ltd. Cat . No. 29-121-49 .

Bovino reción nacido obtenido en el CENIC (mezcla
de 4 terneros por lote) con ingestiún previa de calostro
materno (10 lotes) .

Bovino reción nacido obtenido en el CENIC (lote sin mez-
clar) sin ingestiún previa de calostro materno (2 lotes) .

Bovino fetal obtenido por el Centro de Investigacio-
nes para el Mejoramiento Animal (CIMA) mediante
cesñrea a vacas en tórmino de gestaciún .

Procesado en el CENIC (lote-sin mezclar, 2 lotes) .

Extracciún de sangre y obtenciún del suero
Terneros de 3 a 4 d de nacidos provenientes del

plan genótico "Niéa Bonita", La Habana, fueron mante-
nidos durante 24 h sin alimentaciún en corral separado
con el objetivo de disminuir ól contenido de lápidos en
circulaciún.

Los animales fueron desangrados a travós de la vena
subclavia mediante catóter y la sangre colectada en pro-
betas de 2 L con varilla de vidrio y enjuagadas con solu-
ciún tampún fosfato (PBS) .

La sangre asá obtenida fue mantenida de 4 a 5 h a
37 íC para permitirla coagulaciún y toda la noche a 4 íC
para facilitar la retracciún del coñgulo . El suero decan-
tado fue centrifugado a 2 000 r/min a temperatura
ambiente durante 20 mm, siendo redecantado cuidado-
samente e inmediatamente filtrado a travós de mem-
brana de 0,22 pm (142 mm) de nitrato de celulosa con
un sistema de presiún en linea (Sartorius) y conservado
a 4 y -70 íC en espera de las pruebas de control .

Esterilidad
Una muestra de cada tipo de suero proveniente de la

filtraciún fue mantenida a 37 íC durante 10 d para
detectar directamente algÁn posible crecimiento micro-
biano .

Una muestra de cada tipo de suero, extraáda estóril-
mente, fue sembrada en caldo de soga (Oxoid) para
detecciún de microorganismos aerobios y otra sem-
brada en caldo tioglicolato (Inst . Finlay) para detecciún
de anaerobios. Ambas fueron mantenidas a 37 íC
durante 10 d y evaluadas diariamente .

Detecciún de micoplasmas mediante cultivo micro-
biolúgico (Dpto. de Microbiologáa, Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria, CENSA) en caldo y placa durante
15 d (tambión inchjyú formas L bacterianas) .

Pruebas de promociún de crecimiento
Utilizando como controles los sueros comerciales se

efectuaron 3 subcultivos o pases a cada lote de suero en
3 lineas de cólulas con el objetivo de observar ritmo de
crecimiento, morfologáa y duraciún del cultivo. Se utili-
zaron frascos plñsticos de 25 cm 2 de ñrea efectiva (Ste-
rilin . Ltd .) con una relaciún de inoculo 1 :10, cambio de
medio a las 72 h y pase a las 120 h .

Láneas ce/celares
L41 (pulmún humano transformado, URSS) ; Hep-2

(Carcinoma Iaringeo humano, American Type Culture
Collection, ATCC) y FL (Amnion humano, ATCC) .
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En todos los casos se utilizú medio esencial mánimo
de Eagle (Eagle MEM, Gibco, Inc.) con aminoñcidos no
esenciales, a 37 íC y atmúsfera de CO 2 al 5 45.

Concentraciún de H'
El pH de los diferentes lotes y controles se deter-

minú mediante pH-metro analúgico (DIE, CENIC) por
medida directa contra patrún pH 7,0.

lnactivaciún
Dos lotes de suero bovino de reción nacidos que

ingirieron calostro fueron inactivados en baéo termosta-
tado a 56 íC durante 30 mmn en agitaciún .
Determinaciún de triglicóridos

Se empleú el juego diagnústico: Test Combinaciún
Triglicóridos (grasa neutral) enzimñtico, detecciún VV,
No. 124 958, Boehringer Mannheim, GmbH .
Anñlisis de proteánas

Identidadelectroforótica : Acetato de celulosa en
placa Cellogel, Chemetrom, Milano ' í ,en tampún barbi-
tal pH 8,6 .

Inmunoelectroforesis empleando un antisuero anti-
total bovino de conejo 1B obtenido en el Dpto . de Bioquá-
mica Clánica, CENIC .

Determinaciún de proteánas totales . Mótodo de
Folia-Ciocalteau modificado ".

RESULTADOS
El rendimiento de suero por volumen inicial de

sangre es del 40 al 50% en el caSb de los terneros reción
nacidos (de 3 a 4 d) que han consumido calostro . El pro-
ceso de coagulaciún se completa de manera que no se
observa precipitaciún de fibrina despuós de filtrado el
suero, no siendo asá en el caso de los sueros fetales y de
reción nacidos sin ingerir calostro, en los que puede no
completarse el proceso, existiendo la posibilidad de
apariciún de fibrina en cantidades apreciables que
puede ser removida por congelaciún-descongelaciún y
filtraciún a travós de placas de celulosa' (Seitz, Supra
grado EK, Seitz Werke, GmbH) evitóndose esi el empleo
del abasto pera el que se ha demostrado toxicidad en
sistemas de filtraciún y prefiltraciún .

Los niveles de hemúlisis fueron bajos segÁn el
aspecto exterior de los sueros en comparaciún con los
controles.

Los resultados de las pruebas de promociún de cre-
cimiento se muestran en la Tabla I .

TABLA I
Pruebas de promociún de crecimiento de los sueros bovinos en

3 lineas celulares diferentes

Linees celulares
earecterbtica y tipo de tuero 1.4' Hep-2 FL

Fetal Gibco a++ +++ +rr
Rodeo nacido IFlowl ++
Racier, nacido inaceyado IFlowl +/- ++ ++
Reción nacido a ca lostro ++ ++INI ++°/-I
Re ción na c id o + ca los tro i n activado +4 ++

Reción nardo sin celusbo +++ +++ + .+
Fetal CIMA ++++ ++++ ++++

++++ Crecimiento excepcional 'Sueros con pH de 7,8a 8.0
+++ Muy buen crecimiento +/- No satisfactorio al tercer pase
++ Buen crecimiento



Esterilidad

	

Anñlisis de proteánas

La prueba de esterilidad directa no evidenciú crecá-

	

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de electro-
miento de hongos y bacterias . Las pruebas en caldos

	

foresis en acetato de celulosa y en la figura 3 se mues-
nutritivos fueron negativas y no se encontraron colonias

	

tren los de inmunoelectroforesis .
de Micoplasmas para ningÁn caso estudiado .

Concentraciún de .!?

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II .

TABLA il
Valores y rangos de pH para los sueros estudiados

Anñlisis de triglicóridos

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla I I I

TABLA Ill
Valores y rangos de triglicóridos para los sueros

estudiados

Determinaciún de proteánas totales

La Tabla IV agrupa los resultados para las diferentes
variantes .

TABLA VI
Cuantificaciún de proteánas totales

para tos sueros estudiados
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Fig. I . PoAilas e/ectroforbticos en atetado da celulosa de
sueros de terneros ration nacidos que ingkiaron calostro /t
y 21 comparados con suerosderaciún nacido comercial /4/ y
suero fetal comercial á3l

1

2

2

3 4

3 4

Ag, 2. PoAlles e/ectroforñticas en acetato de celulosa da
suero fetal del CIMA /4l comparado con sueros de anima/as
reción nacidos sin consumir calostro lt; 2 y 3l

Caracterástica y tipo de suero pH

Fetal Gibco 7,1

Reción nacido (Flow) 7,6

Reción nacido + calostro 74a 6,0

Reción nacido sin calostro (promedio) 7,5

Fetal CIMA (promedio) 7,4

Caracterástica y tipo de suero
Triglicóridos

(mmol/L)

Fetal Gibco 0,26

Reción nacido (Flow) 1,13

Reción nacido + calostro (promedio) 0,46

Reción nacido sin calostro Ipromedio) 0,33

Fetal CIMA (promedio) 0,19

Caracterástica y tipo de suero
Proteánas
(g/100 mL)

Fetal Gibco 3,9

Reción nacido (Flow) 6,5

Reción nacido + calostro 4,1 a 6,5

Reción nacido sin calostro (promedio) 3,1

Fetal CIMA (promedio) 3,2



Fig. 3. Perfiles inmunoelectroforóticos de sueros de terneros
reción nacidos que ingirieron calostro I1 ; 2; 3; 6; 7; 8; 9;
10; y 12) comparados con sueros de reción nacidos que no
consumieron calostro (4 y 5), con suero tete/comercia/ (11)
y con suero de reción nacido comercial (C)

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El problema de la hemúlisis y por consiguiente el
contenido de hemoglobina en los sueros para cultivo de
tejidos, ha demostrado en la prñctica depender de la
forma y agilidad conque se efectÁen los procesos de
coagulaciún-retracciún, centrifugaciún y congelaciún
preliminar .

La clñsica prueba con el reactivo de Drabkin que
transforma 'a hemoglobina en cianometahemoglobina
icolorimótrica) y que se utiliza para determinar hemo-
globina en el orden de los g/L, ha resultado insensible
para sueros tápicamente hemoliticos ' a.LaSigma Chemi-
cal Co. utiliza el procedimiento colorimótrico de la
perúxidasa que detecta hasta 20 mgo/o para sueros
comerciales, fetales y de reción nacidos . No obstante, en
el departamento de trabajo de los autores ha sido sufi-
ciente la evaluaciún visual, pues no existe relaciún
directa entre la calidad del suero y un ligero grado de
hemúlisis, hecho óste que ha sido comprobado durante
mñs de 15 aéos en la obtenciún de sueros bovinos .

Aunque se han hecho intentos para reducir el
nÁmero de virus animales y bacteriúfagos en el suero
mediante precipitaciún con Polietilenglicol' s,estetrata-
miento remueve macroglobulinas y gammaglobulinas,
observñndose ligeramente afectadas las propiedades
de promociún de crecimiento .

Tambión se ha utilizado ñcido peracótico para este-
rilizarsuerofetal bovino sin deterioro de las capacidades
promotoras de crecimiento ' 0,no obstante, este tipo de
procesamiento con agentes externos no supera la tradi-
cional filtraciún a travós de membranas de porosicad
controlada. La esterilizaciún mediante radiaciún ultra-
violeta oscurece ligeramente el sueroy requiere una pre-
filtraciún en filtro profundo de celulosa, sise desea clari-
ficarlo a travós de filtro de membrana'

Algunas firmas comerciales (Gibco y Difco, EU, Flow,
glaterra) utilizan la filtraciún esterilizante a travós de

membranas de 0,1 °m hasta 3 veces en serie para elimi-
nar fundamentalmente Micoplasmas, lo cual encarece
extraordinariamente el producto . En el caso estudiado la
filtraciún a travós de membrana de 0,22 Ém fue sufi-
ciente para no encontrar ningÁn tipo de contaminaciún
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microbiana, incluyendo Micoplasmas, cuya detecciún
en sueros tradicionalmente emplea la tócnica de Gran-
des volÁmenes recomendada por Barite y Kern' que
tiene la desventaja de ser muy costosa al requerir
loo mL desuero + 400 mL de caldo para poder lograr
suficiente sensibilidad, ya que estos microorganismos
no se replican en suero . Por otra parte, la evaluaciún a
travós de cólulas indicadoras como la 3T6, ademñs de
ser indirecta (no tiene valor diagnústico), requiere con-
troles estrictamente libres de Micoplasmas .

De extraordinaria importancia para el departamento
de trabajo de los autores resultú la comprobaciún de que
la frescura del suero juega un papel determinante en las
propiedades de promociún de crecimiento, aun cuando
sean comparados con sueros fetales comerciales de
calidad superior, inclusive liofilizados, de un precio
excesivamente alto en divisas libremente convertibles.

La posibilidad del empleo de suero bovino de reción
nacidos sin ingerir calostro en trabajos donde se
requiere suero fetal de alta calidad queda avalada por las
pruebas de crecimiento y por los niveles de proteána y a
los perfiles electroforóticos en comparaciún con los
controles. Mñs aÁn, sueros de reción nacidos con con-
sumo de calostro que aportaron valores de proteánas y
perfiles electroforóticos similares a los fetales o sin con-
sumo de calostro, fueron utilizados en experimentos de
hibridizaciún celular con resultados satisfactorios sin
necesidad de esperarla clñsica prueba de clonaje de
parentales mielúmicos ni supervivencia de esplenocitos .
Seria interesante, estudiar el contenido de fetuána en
estas dos variantes contra control fetal .

Por otra parte, los sueros de reción nacidos sin inge-
rir calostro no mostraron diferencias en cuanto a promo-
ciún de crecimiento, niveles y perfiles proteicos para
diferentes horas entre el nacimiento y el momento de la
extracciún .

Estas caracterásticas hacen de esta variedad una
magnáfica opciún para sustituir el suero fetal en la
mayoráa de las aplicaciones mñs importantes del cultivo
de cólulas y tejidos, sobre todo por el hecho de que su
utilizaciún, no implica el sacrificio de terneros que que-
dan asá, a disposiciún del sistema ganadero nacional .

Se comprueba una vez mñs, que la inactivaciún
indispensable para algunas aplicaciones, como por
ejemplo las láneas de mosquito, puede resultar en una
pórdida de condiciones promotoras, como ocurriú con la
lánea L41 tanto en los sueros procesados en el CENIC
como en el control al tercer pase .

El problema de la presencia de endotoxinas de ori-
gen bacteriano, Gram--negativo (LPS) parece tenerten-
dencáa hacia la detecciún mediante el ensayo de lisado
de amebocito Limulus, V.L(E-Toxate, No .210, Sigma
Chemical Co., con sensÉiludad de 0,05 a 0,20 ng/mL
contra un patrún de endotoxina E. coli, lote EC-2,
de la Administraciún par !ns Dragas y Alimentos, FDA,
EU. Una vez detectados 1 niveles de varios lotes pue
den hacerse mezclas hasta llegar a peles pordebajo de
50 pg de LPS/mL . Una microtc ..r~ ..;a, variante de este
ensayo, utiliza solamente 10 NLde suero '.Otra variante
incluye el tratamiento con materiales retenedores de
endotoxinas bacterianas como el Detoxigel de la Pierece
and Warriner, Ltd, el que mediante cromatografáa de afi-
nidad asegura la remociún de lipopolisacñridos compo-
nentes de la pared celular de organismos Gram-negati-
vos por debajo de 1 .pg/mL . No obstante, su eficiencia,
este producto se recomienda preferentemente para el
medio de cultivo que contiene ya el suero como aditiva .



No se conoce en estos momentos la incidencia de
este factor en el departamento de trabajo de los autores,
pero despuós de introducida la bidestilaciún en cuarzo
(hace algunos aéos) para el agua de base en los medios
de cultivo y aditivos, se pudo controlar un efecto de cito-
toxicidad que en aquel momento se debiú al tratamiento
de agua con resinas sintóticas intercambiadoras de
iones que constituyen un medio ideal para el desarrollo
de bacterias contaminantes y productoras de endotoxi-
nas (comprobado por ensayo biolúgico) .

Con respecto al pH, no parece nada nuevo encontrar
que sueros con un valor cercano a 8,0 disminuyen su
acciún promotora de crecimiento y superior a 8,0 no son
ya recomendados .

La detecciún de triglicóridos demostrú que la fres-
cura de las muestras es crática para esta prueba, debión-
dose evitar el anñlisis post-congelaciún . Los sueros
fetales estudiados oscilaron alrededor del valor fisiolú-
gico para bovinos (0,13 mmol/L) y para los sueros de
reción nacidos se encontraron niveles superiores,
debido probablemente a la acciún del calostro como
fuente suministradora de grasas en los primeros dáas de
vida .
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