UREVERSIDAL  NACIONAL AUTONGMA
Bl MEXICO

Facultad de Estudios Superiores
“OUAUTITLAN

EVMUACION,DI‘:: LA lOTLN(JA “lN VITRU' DE LA
VAGUNA ANHI’OLIOMIELHILA 0RAL (SABIN) CUANDO

BS EXPUESTA - A~ CICLOS DB LUNGELAM!LNIO Y
DLbCONGELAMIEN'lO

TE SIS

Que parn obtener ol Titule de

QUIMIGO FARMACEUTICO BIOLOGO

presenta

ESTHLA NAVARRO UREARTE

Director: M.V.Z. Gerardo Cruz Jiménez

Guautitlin lzealli, Edo. de México. 1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



-—

.10 VACUNAS

w n N ny N ~N [N ] ny n n n
- . - - - . . . .
o [e-] ~ o o E-3 w ~

.0

INDICE

PAGINA
OBJETIVOS T ~ sl

. GENERALIDADES

INTRODUCCIO
HISTORTA
AGENTE E_‘0L06160
ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA
MANIFESTACI ONES CLINICAS;,
PATOGENESIS Y PATOLOGIA
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO .
PREVENCION Y REHABILITACION
INMUNIDAD

ANTECEDENTES HISTORICOS DEL. ESTAB L 1ZAIX
Y LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURAf f“5

11T MATERIAL Y EQUIPO e e
IV PRODUCTOS DE ORIGEW BIOLOGICO ..

V  PREPARACION DE SOLUCIONES f3;‘
VI METODOLOGIA 4"
VII RESULTADOS T
VIII ANALISIS ESTADISTICO i
IX. DISCUSION o e
X. CONCLUSIONES 82
XI. APENDICE = = e
XI1 BIBLIOGRAFIA ’

93



1.-0BJ ETIVOS,

1).- EVALUAR LA POTENCIA DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA ORAL MONOVALEN-
TE SEROTIPO I ( Cepa LSCZab) "IN VITRO" SOMETIDA A TRATAMIENTOS DE
CONGELACION Y DESCONGELACION EN PRESENCIA Y AUSENCIA DEL AGENTE ES-
TABILIZADOR CLORURO DE MAGNESIO ( MgC]z).

n
—
L}

EVALUAR LA CAPACIDAD DE PRESERVACION DEL MgC]z A TRATAMIENTOS SUCE-
SIVOS DE CONGELACION-DESCONGELACION EN LA VIABILIDAD DE LOS POLIOVI
RUS VACUNALES ATENUADOS.
3).- APLICAR LOS CONOCIMIENTOS TANTO TEORICOS COMO PRACTICOS DE LAS SI- -
GUIENTES TECNICAS: iy
A) ‘DESCONGELACION DE CELULAS.
'8) DISGREGACION CELULAR.
€) CULTIVO DE CELULAS O MAMIFEROS
D) CONSERVACION DE CELULAS' (CONGELACION)
E) TECNICA DE MICROTITULACION.
4).-LLEVARA CABO LAS PRUEBAS DE POTENCIA DE VACUMAS VIRALES.
A) TITULACION DE VIRUS D REFERENCIA COMD CONTROL DE SENSIBILIDAD
DE CELULAS. "

"B) TITULACION DE LAS VACUNAS QUE SE SCMETIERON.A LOS DIVERSOS TRA—
TAMIENTOS.
"5).- RECOPILAR DATOS CON RESPECTO AL COMPORTAMIENTO DE LA VACUNA ANTIPO-
LIOMIELITICA QUE SE PRODUCE EN EL I.N.V. Y SUGERIR PRECAUCIONE)S PA-~
RA EL MANTENIMIENTO ACECUADO DE LA VACUNA,- EN PRESENCIA Y AUSENCIA
DE UN AGENTE ESTABTLIZADORESPECIF ICAMENTE EL MgClz.



11.GENERALIDADES

2.1 INTRODUCCION.

México es el UHICO Pa1s de Lat1noamer1c que - produco Ja VAU - Luntla

1a Poliomielitis, enfermed

miologicamente en estg‘pai

cidn en general, evitando as

valente que contienen los 3 ser0t1pos del poliov1rus* y la denominada Monui4j

valente que contiene exclusivamente el serotipo I de] pol1ov1ru »u 1|1zanlii
do ambas Cloruro de Magnesio { MgClz) 1 Molar. ‘

Para garantizar la buena calidad de los preparados inmunogénicos pro-:
ducidos por el IN.V. existe un Departamento de Control Internoc regido en
base a Nommas estrictas recomendadas por la Organizacidn Mundial de la Sa
lud. Debido a que el producto debe mantenerse congelado, en el Departa~
mento surgid la necesidad de 1levar a cabo un estudio para observar la in-
fluencia de los procesps de congelacidn-descongelacidn sobre la vacuna an-
tipoliomielitica producida, porque se presentan diversos problemas desde
su elaboracidn hasta su distribuci8n como 1o son la interrupcion del sis- -

tema eléctrico o la descomposicidn de los congeladores.



2.2 HISTORIA:

Adn cuando la Poliomielitis probablemente ha sido un problema infeccio
50 desde la antigiedad, no se reconocié en todaksu:§mp1itud§jpohasta en
1789 cuando se describio”como una entidad c1inicéf(§;19). Pero 1a enferme-
dad de la poliomielitis fue transmitida a un éni@élw(mono) en forma experi-
mental hasta 1909 (9,46). -

En 1907, la Técnica de Cultivo de Tejidos sentd sus bases gracias a
las experiencias de Harrison, quién demostrd que las c&lulas cultivadas
adecuadamente podian sobrevivir y realizar sus funciones normalmente " in
Vitre", cumpliendose de esta manera los dos postulados fundamentales de
cultivo de tejidos que son: La Supervivencia y 1a Reproduccidn Celular, En
1916 Peyton Ross y Jones fueron 1os primercs en realizar preparaciones de
células aisladas a partir de tejidos, utilizando tripsina para su prepara-

cidn {Técnica que actualmente se le denomina Disgregacion Enzimdtica).

En el afio de 1930, fallaron los intentos de preparacidn de Vacunas
Monovalentes del serotipo II de Poliovirus a partir de la Médula Espinal
de ratones infectados.

En Estados Unidos durante afio de 1939, se establecid la Fundacidn
Nacional para Paralisis Infantil con el objetivo de investigar y prevenir
esta enfermedad, asi como la rehabilitaciin de los nifos afectados, por me-
dio de contribuciones voluntarias.

En 1940 se pensd que la poliomielitis podia estar ocasionada por mds
de un virus. En 1949, quedd demostrado que existen tres serotipos del agen
te causal (poliovirus), cada uno de ellos capaz de ocasicnar la enfermedad

yla parélisis,éubsiguiente. designados como poliovirus tipo 1,2 y 3.



Tal descubrimiento significo que Ja vacuna contra la po110m1e11t15
deberia ser preparada conten1endo los tres ‘serotipos de? po]1ov1rus.

Morgan demostrd que una suspensidn de mddula espinal de mono - con-
teniendo poliovirus podia ser no infecciosa por tratamiento con forma-
1ina y podia inducir 1a formacidn de anticuerpos e inmunidad contra la
pardlisis cuando fue administrada a un mono en forma experimental. (19).

Durante el afio de 1949, también se establecid, la metodologia me-
diante la cudl se desarrollan las modernas vacumas virales, trabajo rea
1izado por Enders, Weller y Robins. (19,22). La contribucidn de los in-
vestigadores fué demostrar que el poliovirus podia desarrollarse en cul-
tivo hfstico. es decir, se pudiera cultivar in vitro en tejidos de prima
ées de origen no nervioso, proveyendo recursospara preparar grandes canti,
dades de poliovirus libres de sustancias del Sistema Nervioso Central.Ror
este descubrimiento recibieron en 1954, el premio Nobel de Medicina y Fi-
siologia. (9,15,16,52).

En el afio de 1954, Jonas Salk prepard vacunas de poliovirus inacti-
vados con formol para cada uno de los 3 serotipos, mediante-ﬁase; repeti-
dos en cultivo de tejido renal de mono. E} dia 12 de abril de 1955, el Or.
Thomas Francis Field y su grupo de evaluacidn de Michigan, después de un
estudio exhaustivo, informd que la Vacuna de Salk era segura, inocua y efi
caz, Debido al empleo masive de Ja Vacuna Antipoliomielitica Salk, a par
tir de 1955 hubo una reduccién importante en los casos de@arﬁlisfétsien-
do un ejemplo significativo el de Suecia, donde la poliomielitis paralfti-
ca se manifestd por primera vez en forma epidémica y que durante muchos
afios continuo teniendo las tasas mis altas de poliomielitis en el mundo,
y gracias al use de esta vacuna, se logrd erradicar la enfermedad(16,35,
52). 4



Entre 1952 y 1955 se desarrollaron 3 cepas céndidatos para  Vacunas
de Virus Atenuados por los grupos de investigadores de Koprowsky, Cox,
Norlon, Jervis, Nelson, Chadwick, Mayer y por el de Sabin empleando el

serotipo II, el cuidl fué atenuado mediante pases seriados en ratones, asi
no citopatogénico en cultive de tejidos de embridn de pollo y mono, fué
inoculado en grandes cantidades intracerebralmente en monos sin causar
pardlisis(19,50}. Subsecuentemente, en estudios en placa demostraron
que los serotipos del poliovirus no son homogéneos en sus propiedadeg
neurotrdpicas (10,15). o

Entre 1961 y 1963 la Vacuna de Sabin fué elegida, autorizada para
ser administrada masivamen@g enﬂmuchos paises del,mundo. Debiéo a prue-
bas de Campo y a la Introduccién: comercial, gradualmente fué reempla-

zando a la Vacuna de Salk o Inactivada (19, 32).




2.3 Agente Etio]og{co:

P

Los pol1ov1rus pertenencen al gruporm s'1mporta t de 105 patogenos hy

do ‘niicleico que

(9,14).

versia por tener inicamente 20-30 nm. de diametro. Los estudlo de
cidn con rayos X indica 60 unidades estructurales y el viridn in
pre parece como una esfera lisa y no exhibe capstmeros(4, 16) c
side tienen cierta simetria cibica. E1 picornavirion contlene cerca del 70”
de proteina y 30% de RNA (4). Rl
E1 poliovirion es un icosahedro desnudo compuesto de 60 unidadesjfdegi
ticas de incrementada complejidad que consiste de cantidades equimo]afés'
que comprende cada una 4 proteinas estructurales en orden de decremento
del peso mo}gcular. 60 copias de VP1 y VP3. 58 0 59 copias de VP2 y VP4,
y también de 1 a 2 copias de VPo, el precursor desunido de Vsz VPQ. Va
rios estudios han establecido que VPy es la proteina expuesta en la super
ficie predominantemente; VP3 » VP, estdn también expuestas, pero a una me-
nor amplitud y VP4 parece estar interna completamente, en asociacidn estre
cha con el RNA viral el cual tienen un 3' poliadenilato terminal {poli (A}
‘secuencial y un 5'-terminal covalentemente adherido a una proteima Vg, for-

mando el virign final. Carece de 7- Metil guanosina que ileva solo un gru-

po fosfato (4,14,17,30,47,61).



La composicion de VP, VP, y VP5 es muy similar, la cisteina esta

siempre presente y ausente en VP4. Como una diferencia. adlczonal el N-

del RNA viral de los tres serotipos‘eéf

Los poliovirus carecen de 1ipidos esenc1a1es, causan camb1os carac-
teristicos y rapidos en las células que son infectadas por e]los. =
10 cual, Tos virus son altamente citocidas. Los efectos citopiti :
gresan rapidamente, en tal forma que las células afectadas se rgt” éﬁ .

y desarrollan un aumento en la refractividad (4).

Los poliovirus tienen como Gnico hGesped natural el aparato d1ges-

tivo del hombre. Sin cmbargo el chimpancé y los monos son muy susceptz-ivl
bles a la parilisis, después de la inoculacidn intraespinal o 1ntraceng .
bral, causando lesiones del sistema nervioso, razén por la cudl se usan

extensamente como controles en la vacuna (10).



PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Virus entérico humano, la pr

1nc1pa1 caracterxstlca d'st1ngu1b1e es su

resistencia a’ ':ox1co]ato a1 eter

recer de 11p

riodos en el

En las temperaturas"no,permls1ble‘ pa?tial

mente bloqueados y degradadps. g nua

después de 2 horas de infeccion

(9,16,18,24).

‘maduracién _poliovi inhibida



2.4 ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA‘

La pohomlehhs es’ una enfermeddd provocada por un, v1r‘us que pertene-

ce a la Fam1l1a P"V
da cnfemledadwnfecc sa:aguda:cuy
nifica sustan

por lo que se 1

rus que dete mi
astas anterjore

trofia de los: mis

al aire hbre (35).



2.5 WANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD:

Al quedarf@( uesta S;u"éééptibliez ala infeccién pue-

tan(-xﬁ‘fénsamen
] erdadera para-
Tisis. VSo‘Vl; 1ngltls‘ ﬁebre, som
“‘dwd_a”d’e}v apet1to,f nad

seas, vimito, estr to, dol lom lr‘presentars'e rigidez, dolor

en la es"ba;]da 5 erto grado de Memngms Asept{
. acie quedan smtomas res1dua1es o
(8,9,24,35). E S

b).- Forma Atdxica:

No hay lesidn de 1as;",cvé' e m‘dullares. pero en Ia autopsia’

se encuentran afectados el cereb co ’mnays‘ de Clarke y 10 gang] s

cerebro-espinales. Esta form

trastornos del equilibric

atax1a mstagmo. etc., Estaffor e

ma es la mds grav

-

respiratoria o fallo cardiaco.



¢).- Forma Paréﬁtica Espinal o Subcortical:

Esta fonna, en’ T que T,

nelrona motora periférica es la:tnica afecta-

ficar, que depende de la neuriti

m



2.6 PATOGENTA Y PATOLOGIA:

Los poliovirus siendo entéricos en su habitat,-se pueden difundir por

la via feco-oral en medio subdptimo de h1g1ene 0 d1sem1narse d1rectamente
de faringe a faringe a través de las secreciones orales., Por lo cual el
virus penetra en el organismo humano por el conducto resp1taror10 y dlges-
tivo (aguas contaminadas, deyecciones humanas). E1l pol1ov1rus t1ene un
tiempo de incubacidn de 7 a 14 dias. la mult1p]1cac1on pr1mar1a sucede en

la bucofaringe y/o en el intestino delgado ( en las amlgdalas,~‘

Peyer y ganglios linfaticos cervicales) (16,19).

Posteriormente el Sistema Nervioso Central es 1nvad1dorpo
ca. El poliovirus puede diseminarse a 1o largo de los'ab _
vios periféricos hacia el Sistema Nervioso Central, de ahi continuar alo
largo de las fibras de las motoneuronas inferiores para afectar en forma
creciente la Médula Espinal o el Encéfalo. Produciendo un proceso de mul-
tiplicacion intracelular en las células afectadas, que las lesiona o des-
truye campietamente. Se encuentra infiltracion de tipo infiamatorio de la
sustancia gris de las astas anteriores de la médula, destruccidn y despiies
fagocitosis de las-ﬁéﬁronas que aqui tienen su sedes, y su sustitucion por
células del conjuntivo medular (neuroglia). Dado que las neuronas lesiona
das constituyen una importante estacion intermedia en la transmisién de los
impulsos nerviosos a los misculos, se establece sucesivamente la pardlisis
de estos (1timos. En el encéfalo casi siempre son afectados la formacion
reticular, los nicleos vestibulares, y los nicleos cerebelosos profundos.

(16,35).

12



Ademds la poliomielitis puede ocasionar la muerte por falla respi-

ratoria. o card1aca ,51 el: v1rus,1nvade las células nerviosas de:los cen-

tros bulbares.v gu1ente, ademas de las alteraciones pa--

to]égicas en-el ““puede haber miocarditis, hiperpla51a

1infética,bu1c§?écié' de lacas de Peyer, prominencia de los fol1cu

Jos y aumenfd; gangl1os 11nfat1cos (8,50).

13



2.7 DIAGNOSTICO DE LABORATORID DE LA POLIOMIELITIS:

A. MUESTRAS CLINICAS: Li

jo neutro (22, 35)




b).- Liquido Cefaloraquideo

Muestra un - aumento en el numero der]eucoc1tos, ge'eralmente entre 100y

dula esp1na1 y de partes di

e).~ Dos ant1genos espec1f1cos

las preparaciones de pol1ov1ru
ciones de preulpxtac1onf'
f).- Serologia:

Se toman dos muestras e Sl

ta de proteccién cruza-

a (22,28, 35, 42, 49).



2.8 PREVENCION Y REVABILITACION:

A. PREVENGION ... -

B. TRATAMIENTO DE REHABILITACION

reposo. absolut

tranquilo posible “las terapButicas medicamentosus in-

Uy d;,scfﬁ‘t:ii) le:

tonmdés,’ 5

intensas curas fisicas. (masajes, gimpasia,

)7 sobre. los ~s¢gmcn_ms hféétddé&i con

16



2.9 INMUNIDAD.

Se obtienen una inmnizacidn activa:por medic de 1as Vacunas

Sabin (virus atenuados) 6 Salk (virus inactivados)




j e Ve Ig G del cuero
912 e

e e e 11

128 b= Parenteral inactivada

Virus vivos por-via oral

32
Ig A nasal
8 «

S,

Ig A del suern

[Fmnd R X BT R

Titulaciones reciprocas de anticuerpos antipalipvirus

2
Ig A nasal y duodenal
- /
— e et B VS S Team o i § v P Eany § o B '8 e @ s B e P v B -G -
 § L ?‘ T ] 1
Vacunacidn 16 32 al a0 96

Dias

Graf.{1) Respuesta de los anblcuerpus aericns y secretorEb a la adminiatra-
S ——— -

cidn por vis ural dE‘ virua vlvns atenuadun ya

la 1nocu1acinn intramuscular“de da: vacuna Jnactivada antipalln (43)

18



2.10 VACUNAS

_PRINCIPALES DESVENTAJAS Y VEHTAJAS DE LAS VACUNAS
QUE PREVIENEN LA ENFERMEDAD DE LA POLIOMIELITIS

Para pr:épéfra‘r la

agente infecciaso




Aunque los unticuerpos protegen por neutralizacidn contra:-la para’]isis

subsecuente si algin poliovi La protec-

cidn es de un'70.a un-90 ibido la

mu-

20



Y ACUNA SABlN:

Vacuna de )OllOVlTUS tr1va]ente s adm1n1strada 3 veces a 1ntervalos de

f@esﬂqué producen

tre quienes estdn sometidos a tratamien

del intésﬁiho; pfoduciend un estado de reswstencwa uetlega a- 1mped1r 1a

propagacion del” vwrus en’la poblac1on.

21



En consecuencia el nifio esta protegido contra la diseminacién de los virus”por

1a corriente sanguxnea a 1a médula espxna] 'y contra 1& mult1p11cac1on pr1mar a

del po110v1rus en'el 1ntest1no. Por lo cudl’ frent' 3:un

22



ANTECEDENTES HISTORICOS DEL ESTABILIZADOR Y LA INFLUENCIA DE. LA-TEMPERATURA.
En,1950,séihébdfﬁé}ﬁ&ﬁ?Adams;y Larquue'gl Fago T ise[iﬁé@tiﬁgfrﬁbida-

cationes divalentes y se estabiliza completamen

vieron.como.res

rentes-salesien

do la concent

Koch en-1960 y_pos

09
el estabilizador y el pH del medio (11,15).




Calculos termodinamicos demostr-aron que. la 1nact1vac1on de pohov1-

rus por a]tas y ba,]as temperaturas se:Hevan a cabo pon d1f‘ entes meca-

el Mg yel Ca

esta tenpe_ratura (63)

En 1963 Melnick y-W ;ardﬁ no haber pérdido infectividad en
vacunas estabﬂizadbs\:conngCT'z 1',spnieterlas durante 20 dias a temperaty

ra ambiénte ('25'_""5:":?.3. c) iv\i'z,-a'na_o. cultivos primarios de células de mo

na Rhesus para.evaluar-la potehcia." ' 24



Cuando la vacuna estab1]1zada con MgCl2 fué a!macenada a temperatura

ambiente ( 25 a 28 “C ) por 8 horas a] d1a durante un per1odo de 60 d1as :

de Mg . ().

nuados, en base a sus exper1mento




a). El MgCl2 estabﬂua las protemas virales ya que la converswn de] an-

tigeno N fue retardada
2+

1ncrem

b}. Los i onesaMg

yacentes o

la cepa LS Zab»‘(Sa

do a dos mecamsmos‘

al). Pr1meramentre—a3_un respuest
mas 11’sos’omra:1iesrldér-'16 célula
b). E1 otro ;pqdi:zf
1972). (18j ‘

lectrostdticas (Ruec

kert, 1976) (Cahgmm, L 26



En 1976 Peetermans y col., reportaron que la Vacuna Antipoliomielitica
trivalente Oral Sabin podria mantener su actividad, durante 15 meses a 4%,
al cabo de Jos cuales observaron una pérdida promedio de 0.2 log 10. Sin
embargo utilizaron para realizar las titulaciones cultivo de células rena-
les de mono en tubos, presentando este sistema menor sensibilidad a polio-
virus, aproximadamente 1 1og 10 en comparacidén con la obtenida en células
Hep-2C observandose el efecto citopdtico completo y claro(45). Ademis
Peetermans obtuvd pérdidas en titulo de 0.1, 0.3, 0.5, 1.4 y 2.12 log 10
al someter la vacuna antipolio trivalente a temperaturas entre 20 y 25 2C,
durante 1,3,5, 12, y 24 semanas respectivamente (25,45).

Magrath (1976) a una temperatura ambiente reportd una pérdida promedio
en titulo de 1.2 log 10 para el serotipo 1 de poliovirus en una vacunma tri-
valente oral (25).

Algunas veces la desnaturalizacién témmica de una proteina virica es-
pecifica, es la causa de la pérdfda de infectividad de un virus, y puede
estar sujeta a efectos ambientales (31). .

En 1979 el Dr. Kado Boll y col., relizaron un estudio sobre la esta-
bilidad de la Vacuna Antipoliomielitica de virus atenuados hacia varias tem
peraturas, concluyendo que por & meses la vacuna mantenida a temperatura de
refrigeracion (4-10°C ) podia sufrir una disminucion en su titulo original
hasta de 0.3 Yog 10 y en ausencia del estabilizador .obtuvieron' los viales
una pérdida en el titulo de 0.48 log 10 durante los primeros 3 meses. Y a
una temperatura ambiente promedio de 22.4 2C la vacuna mostrd una pérdida
promedio en titulo de 0.1 log 10 por semana en presencia de cloruro de mag
nesio 1 M y de 0.2 log 10 por semana en ausencia del estabilizador (25).

En 1980 Caligueri y col., en base a sus resultados sugiere que el ca-
27



Tor y el pH alcalino producen alteracione fisicas irreversibles de la cdp
side viral por diferentes mecanismos moleculares (6).

Por calentamiento se produce pérdida de RNA viral, VP4 y varias can-
tidades de otros polipeptidos estructurales, especialmente VPO (47). Basap
dose en que 1a forma antigenica (N) representa particulas completas que con
tienen RNA asociadas a virus infecciosos y la forma { que representa cipsi-
des vacias, sin RNA asociadas a virus no infecciosos obtenidos después de
la exposicidn al calor o radiacidn, por d1calis o por ultravioleta. La-in
fectividad estd asociada con el antigeno N, responsable de la produccidn
de anticuerposneutralizanted37,47,59).

La proteina cinasa o proteina fosfotransferasa esta involucrada en la
regulacion de muchas vias bioquimicas notablemente en la proliferacion ce-
lular; en la iniciacion de la sintesis de protéimas, y en el control del me
tabolismo celular (Rosen & Krebsi‘. 1981). La protéina cinasa ha sido detec-
tada en un nimero de virus desnudos (Grubman y col ., 1981). Existe eviden
cia que las cinasas son codificadas por genes virales {Blue & Stubss 1981)
(3,20 54),

La cantidad, tamafio, distribucidn y proporcidn de sintesis del RNA pro
ducido fue dependiente de la concentracion de M92+, pH y temperatura "in vi
tro* {Tuschall, M.D. 1982} (61).

Shdrli E.C. y col. (1984) estudiaron la actividad de proteinas cinasas
virales en 1a presencia de Mgz+ y observaron como el ¥- grupo fosforil (P)
del ATP es transferido a las protéinas de la capside viral. Concluyendo
que la proté@ina cinasa asociada a poliovirus, no tienen actividad en ausen-

2+

cia de Mg“', y la actividad optima de la enzima observada fue a una concen-

tracidn de 10 mM, de Mg?‘+. El rango de pH de actividad enzimdtica fué am

plio, con un pH Gptimo de 8.0 (58).
28



La exposicidn de poliovirus a 95 °C por,S'minutos destruye su acti

vidad enzimitica, - “in“vitro® son re

ped puedeh—jdgs
RNA viraf.ié

fato de Ai?-éfl
D.C. 1984} {3

7433 niclec
do por uh'éb}q

fia proteina especifica de

29



UL MATERIAL Y EQUIPO

Ampolletas
Asa de Plaﬁino
Rutoclave
Balanza Analitica .
Botellas de PLAstico (Fa rficie,250 ml.
BuTbos para pipetas -

Cimara’ de Neubauer.

mbmdmgw

Electrodo de Calom

tngargola

Espatula

Frascos coﬁ?ﬁ%ﬁé de rosc
Frascos dé”?%&rxo: 1
Gargolas S
Gasa :
Gradillas pafé £ubq$ ;_¢,' .

Jeringa automatica Corwallde 10 ml.

30



Jeringa automatica Repette de 2 ml

Jer1ngas ester1les de'lo "

Marcadores

pH- me’tr.q :

Pipetas Pasteur '

P1peteros con. p1petas de 1 ‘ml
Pipeteros: con p1pet§skde155ml
Pinzas

Piietas c

Tapones s111con1zadcs

Termometro
31



Tubos de Ensaye ]5’3'150"~

Tubos - de Hempijsié
Tubos para-Centrif

Vasos defpbéé1p1tado de

32



IV. PRODUCTOS DE ORIGEN BIOLOGICO

b).

11es de vidrio con

diluido”en medio

2.=CELULAS™
a). Line@:dé &1

carcinoma epiteli

y conservadas en un'rec

en el Banco de Células del Departamento de Con

Agua desioniza¢a‘y tridestilada

Alcohol etiliéo?éBEOIUt un

Almacenados n}ZU;

33



Benzal (desinfectante)

Bicarbonato de Sod1o (NaHCO )

Concentrac1o':4 4%

A]macenado a~4 C:

Concentré@fﬁ
Almacenado
Cristal yioT
Concentr&éﬁé

Almacenado” a

Dimetil™ SuT

Concentracid

A]macéna&&;a,tempetatu
Glucosa ’,
Concentraciah‘fi
Almacenado a. e °C
Hidrolizado de Lactoalbum1n 0.5%

Almacenado a 4 ¢

Medio Basal Eag]e:Dprbja : -
Almacenado a 4 2C ‘ '
Medio Earle
Almacenado a 4 °C
Rojo de Fenol
Concentracion 1 %
memmatmmmwm@wwmé

34



Sutro de Ternera, codificado como S.7.E. /1, obten1do por el M.V.Z. Ruiz F.

pur donacion del’ Inst1tutorNac1ona1 de H1g1ene, Sector Salud,

‘macenado a =20°C

verseno al 0,05%
Ve rseno (E.D.TfA.

fimacenado a4
tiedios utilizado
Agar Nutritivo

Agar T1ogl1co1

fgar Saboraud Dextros

35



|

V.o PREPAR CIONDE SOLUCIONES

a) Solucidn de Ant1b' ti cos

Pen1c1lan-GAs

Su]f_ato}ie;ﬁs& pt

fonar el in-

_claro.a un

Dvstrlbu1 en rec1p1entes henmet1cament kce%rados'én7con¢iciones esté-

riles.
c) Clorurpﬂde,Magnesio
5+ B HO ;
Agua tr\destwlada de51on1zada

MgCl

, 1000 'ml :
Esteril1zacion por autoclave a 15 lb/ 1n . por 15 m1nutos.
PP Sl o “ 36



d) Cristal Violeta 0.1% en 0.1 M de dcido citrico,

1. Se prepara una solucidn d

MgS0, +7 HO

2
NaH2P04. H20

Dextrosa
NaHCO3

Rojo de Feno

5% €0, en aire

Esterilizar.en autocla

f). Solucidn ag}jpnqlca -

(Indicaddr 5&{&6;ba5§; ﬁ6;8,amafifip;tiﬁfg;§’f6jo)
Rojo de Feﬁb1« .3f9ipf’ s
NOHTN A
Agua destilada"ifi
Adicionar a unaipo

7;1gd36§éd§;.ﬁbsferionnenteséo ml, de
NaOH 1 N. Agitar d

2 horas'a téhhékatﬂfa’ambiénté; Afofakka 1000

ml. con agua destilada
y 37



Componentes del medio de crecimiento que se empled para cultivo celular,

g) MedyiuBasqLEagl‘e Diploide - gr/ 1t),

Pi Hrdbx‘al :

Sales (Earle

NaCl-
ket
Carbohidratos = -

Glucosa .~ oD e

38



n)

Preparacitn:

BME 93 g
HCOy
Rojo. de Fenol (
Agua destiiaﬂé?(éforg)

Didxido daﬂCafﬁdno o

pH final 7.1- 7
Esterilizafi -t ;

Tripsinz Sboﬁ'f

Fpua destiiédé *
Tripsinz 4i:2§b]
NaOh N,

MezclarrP;B;

ticanente por ina:

noche. Clarificar pol

verseno al 0,05% e
COTA

P.B.S. Sal. A 20X

Agua destilada
NaOH 1N

el pHa 7.5 1.7

Esterilizer a 1102C, 20



J) Mezcla Tripsina-Verseno (Concentracidn final 0.05% en Verseno)

Solucién tripsina 5% < 0wl

Verseno 0.05%

Solucion € -
MgCly 6,0 o s2gri e
Agua destilada

pH 7.2 '

Esterilizar porfaﬁfo “ve7a,116éc;“pofvzo; mihutésl:

a0



~ SUERQ DE TERNERA

A).- OBTENCION DEL SUERO:

Conﬂuencxa‘

41



J.- TITULACION DEL‘VIRUS DE_RETTRENCTA (TECNICA DE_MICROPLACA).

1:- Diluir el virus de Ref. 497/ H en'medio de Manteniniento.

de referencia

42



VI. METODOLOGILA

A. Experimento: .=

Irmedia téfﬁen’té
y otros viaIes
en la pmétﬁé]fje;‘e, er
grupo 5 v%é"]és ‘s

congelacion’y.

MgCl, y 9 v,ia‘i’e( si

y asi sucesivamente

43



A. MEDIU DE _CRECIMIENTO

R 1 SUBCUL TIVDS

FORMULACION ( Pase Celular) (30 ml. por botella ,-(75 cm ). ,

Medio Eagle

Bicarbonato de Sodio 4 %

Suero

Antlbinticua (Penicilina-Estreptumicina)

(lDD U, I;/ml_ IDU ug/ml. respectivamente)
= A, 2 MICROPLACAS

Fnrmulacién:f(5}ml;:ﬁéda mi¢rnplaca)' k

Medio Eagle

Bicarbonato-de Sudiu bo%

Suero

Antibioticos (Penicilina ao. U ‘L/ml Estreptumlcina'l

A 3 CONGELACION

Medio Eagle
Bicarbonato de Sodio 4.4%
Suero

Antibioticos (Mezcla Penicilina/Sulfato de Estreptomicing) - ::

8, SOLUCION TRIPSINA- VERSEND.

Solucién de Verseno 0.05% - "‘d;ﬁsx‘
Solucibn de Tripsina 5% 2 U.Us%:
RaMEDIQ DE MANTENIMIENTO(METODO DE TITULACION)
Earle - foo %
Hidrolizado de Lacto@lbumine. 99.56% 0.5 %
Glucosa 7 0.1%
Bicarbonatn de Sodio G.4% o 0.22 %
Antibioticos (Penicilina G shdice/ Sulfato de Eatrepﬁnmiclna) 1%

44



B. TECNICAS:
B.1. DESCONGELACION DE LAS CELULAS Hep-ZC (paéef156);f;

E1 dmpula que cont;enclas ce]ulas

-196°C, se desconge]arlp“mé
de agua a una tempeféi&ra”d
piarla :
En un flujo laminar,fé
con uma sierra, ambas,'j

Extraer el contenidodel éﬁpui

Adicionar lentamente el medio haéta;QQtengr

viamente medidos en una proheta.

pase celular, fecha de la operacidn.

Transferir la botella al cuarto-estufa de 36,5°C para

en las células. [Incubar nuevamente a 36 5 °C hasta que los cu1t1voswadqu1e
ran 100% de confluencia.

- 48



B. 2. METODC DE-DISGREGACION CELULAR

Sacar del cuarto- estufa 1a boteHa Falcon que contwenen as celulas Hep -2C
y observarlas re q
100% de cqnf_lugngy

ET medio de:crecim

Tular homogénea.

46



8. 3. METODOD DE CONGELACION DE CELULAS Hep-2C COMO TECHICA DE PRESERVACION

CELULAR,
Los cultivos 100% confluentes de células Hep-2C en botellas Falcon (175 cm2
de superficie dg.créCimiénﬁq)_ge disgregan de-acuerdo al método de disocia-

cidn o disgregacién enzimatica descrito anteriormente, y se resuspenden con

dio de crecimiento previamente

A continuacidn la.

suave, se colocan

sulfixido para obtene

de - 70%C durante una semana; élfﬁennJ

mente a un recipiente especial con Nitrogeno

47



B.4 JECNICA DE SUBCULTIVOS:

METODO PARA PREPARAR CULTIVOS DE CELULAS g

Hep—ZC POR PASES REGULARES

Los cultivos de cé]uléSfHe 2C
el método enzimitico ar

celular homo’génea:f la

fluencia y as1 tener ,n nimero suf1c1ente .decultivas

a cabo el expenmento propuesto. e

438



B.5 PRU’ARACIO\J DE M[CROPU\C}\S

El cultlvo con 100% dc Confluencu de Lelulas Hep 2C de una botella

Falcon de "‘léstl

bauer. Hacer un recuento celu

celular, fecha de la“: peracu‘:

incuba en el cuart‘o-estufaa‘;q.s

49



a).
b).
c).

d).

).

* RECUENTO CELULAR

[ am—

3 _mm et

4

& 0D

didad de Ta camara de

Los‘cuétfﬁ cuadrado de 1a esquina dengmf'gd

dos;pqrd;él recuento’ celula

en mililitros. -

Factor de Dilucion’

Obtener 1&2b;{5c16h

cidn de Microplac

"fcdhééhtra;ypn 1na1“de']a éUéb§B§¥0n72F)ﬁiér(éel/m1)

50



. METODO PARA DETERMINAR LA POTENCIA DE LA VACUNA AVTIPOLIOMIELITICA

: MONOVALENTE SABIN
TECRICA® DE TITULACION DEL7VIRUS DE LA POLIOMIELITIS POR
CROENSAYO

METODO DE MI- -

Se sel eccionan do

denominado de: ref

a 10'5 y co. :

nimiento. L

previamente’y céi’i'lq trat
dos a cabo, se r‘\abcéri',“‘
de 0.5 log 10 de .1
A partir de Ta diluci
lucidn y se in ‘

dilucion 1077, e Ai@?"m»

utilizado.como med ntrol en s,
‘virus de.referencia como del Virus vacunal son

Las microplacas tanto de



secadas con papel filtro ésteril y selladas. con peli'cu]ays'rde‘plést'ico: adhe

sivas, transparentes.
Posteriomenﬁé se .,"_101
perimental y ]a‘~r:'eu:fe
transﬁeren a] cuart, es
7 dias, con' observ
croscopio mve‘rt
por el poliovi
Diluciones ;de“ k'
Tactoalbimina

0.1% Glucosa

0.5 m1. de suspe

o 5m1 0. sm1,Q
G
1077

viral sin dilu

4.5 ml, de medi_q"-'d

mantenimiento en cada- tubd

. lm]. iml.

5 ‘2 2 : de mante-', 6. 75 8.5

mmento env ada tubo. @ @ @



Diluciones del virus vacunal en medio EarlesHidrolizado Lactodlbumina,

0.22 % de NaHCO,

0.5 ml, de SU‘sp‘en'Sib

sin diluir,

4.5 ul. de medio

mantenimiento’ en

tubo.. -

2.2.m}. de meém,,d ma

cada tubo.

l
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EL  TITULO SE CALCULA EN DOSIS lNFECTIVA PARA CULTIVO DE TEJIDOS 50% POR

MILILITRO ( mcrso/ nl);
NAR LA POTENCIA DE LAS, u§ NSIO

las respiestas

on respec-

B. La variacidn entre los diferentes viales de una misma vacuna es mayor de

0.57%0g .
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VII.RESULTADOS

SUERD ‘
A. PRUCBA DE_INHIBIDORES INESPECIFICOS DEL SUERD DE TERNERA

.~ Con amhos sueros se obtuvd un cultivo da celulas ep¢ZC cun 100% de

Confluencia.
2.~ Microplacas:

Refarencia_&97/H.f’i:";‘ﬁb
SUERUVFETALfDEiIERNER

SUERD DE TERVERA -

8. PRUEBA DE ESTERILIDAD: RESULTADD SATISFACTORIO (Sin contaminacién de
microorganismos) . S

yACUNA ANTIPOLIOMIELITICA URAL SABIN MONOUALENTE

DEL LOTE EXPERIMENTAL

A. PRUEBA STERILIDAD: RESULTADD SATISFACTORIO.

CUADRO I " i

8. DETERMINACION DEL pH:

oH Inicisl:

pH Final:
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CUADRDOII

RESULTADOS OBTENIDOS DEL EXPERIMENTO REALIZADO

FACTOR - CICLOS

DESCONGELACION

CTOR ESTABIL1ZA

| PRESENCIA DE |

r'Mngz L

EN AUSENCIA OF

Ce0s(3)
5@
T .85 ()

5.55(255j”
5,35 (1)

sos

56




"CU.ADROII

datos obtenidos del experimento realizado’

495 (2)

5.65 (4) .95 (3)

20 5.55 (1) 4.85 (3)
C 5.5 (3) L.75 (2)
5,35 (1) 4.65 (1)

() # de veces gue se obtuva el mismo resultado.
e 57



VII _ANALISIS ESTADIST!CO

CUARADRDOII

MEDIDAS DE TEWDENCIA CENTRAL ¥ DE ESPARCIMIENTOZ
FACTOR CICLOS FACTOR ESTABILIZADOR
CONGELACION EN PRESENCIA OF - _EN AUSENCIA OF
DESCONGELACION
x = 6.01 550 - =9
L Tnel = 0.078 Ol = 01236
5,93 - ‘s.ues 5 38 - 5. 61
x = 5.'91{_ g X = 5.4166 n=9
8 ol - 0.0927 - fen1=0.12%
5.85 - 6.03 5.31 - 5.52
x =5.82  n9 x = 5,33 n=9
12 gn-1 = 0.07071 sn-1 = 0.1118
5.88 - 5. 75 5.24 - 5,42
x= 5.73  n=9 x = 5.10 n=9
16 ¢n-1 = 0.083 gn-1 = 0.113
5,65 ~ 5.80 5.21 - 4.99
x = 5.54 n=9 x= 4,84 n=9
20 on-1 = 0.1166 Sn-1 = 0.1054
5.65 - 5.43 W7 - 4.9k
XG = Media Geométrica

¢ n-1 = Desviacidn Fgtandard

= Taemafio de la muestra.
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ANALISI

B UADHRU LV
S DE REGRESION LINEAL

stabilizador | Método de Minimos Cuadredos |- C

e Correlacifn .-

Presencia“de

) (Recta ‘-‘;Ajugtada);t:

v = 6.22622




09

|

GRAFICA # 1

POTENCIA DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA ORAL (MONOVALENTE) CONTRA LA CONGELACION-DESCONGELACION

EN PRESENCIA DEL ESTABILIZADOR
(Can MgClz)

. .Eeuacitn

EN AUSENCIA DEL ESTABI| IZADOR
(5in MgClz)

1 2 3 4L 5 & 7
o S : :
CICLOS OE CONGELACION - DESCONGELACION i ‘ v



CUADRD vy

RESULTADOS OBTENIDDS INTERPOLANDD EN LA RECTA AJUSTRDR_EN»

- 'PRESENCIA OEL. ESTABILIZADOR MgCl2

CICLOS CONGELACION |~ TITULO DE LA VACUNA

OESCOISELACION | 1og DICTygy

*Uinitesrecomendadospor 1a O.M.5. (.5 log 10)



Detemninacion de Intervalo de Confianza para el valor medio.

En presencia del estabilizador: Y.= 6,226 -0.,0337 X -

1. Nivel de Confianza b’= 95% e

2. F(C) = 0,975 n=t

62



£9

INFECTIVA EN CULTIVO oE

PERDIDA EN TITULO Log 10 DOSIS

6 42

GRAFICA # 2
INTERVALO DE CONF IANZA PARA EL VALOR MEDIO DE 95% EN PRESENCIA DEL

‘.ﬁSTABILIZADOR.

Limi'-:e i
1nfer10r~“ .

'rivra':mﬁgj:

, B e T 11 iV 13 14
C1CLOS DE CONGELACION : DESCONGELAC!ON. :

e

D..a
\ﬁ.

B R



CUADRD V!
ESULTADDS DBTENIDOS INTERPOLANDD EN LA RECTA AJUSTRDA EN ‘
AUSENCIR DEL. ESTABILIZADOR MgCl

CICLOS CDNGELAEIUN ©TITu oe LAVVACUNA‘
' DESCDNBELADIUN '

| D.6UCS5

6 0.6832
17 30 0.7259
18 e 0.7686
19 o fl;ith,9§5gxitr 0.8113
20 »»i,(@:§6é  3 D.8540

* Formacian de un precipitadu blancu tausado por los ciclos de congelacién

descongelacifn, 64



GRAFICA #3

¥ INTERVALO DE CONFIANZA AL 95% £N AUSENCIA DEL £STABILIZADOR.

s9
)
]

‘ C10L0S CONGELACTON Y DESCONGELACION



Determinacion de Intervalo de Confianza para el valor medio.

En ausencia del estabilizador: =Y '=.5.755

1. Nivel de Confianza ¥= 95%
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L9

T ]

PERDIDA EN TITULO X log 10

: GRAFICAG# 4

PERDIDA EN TITULO ( X 1og 10) CONTRA LOS TRATAMIENTOS DE CONGELACION
DESCONGELACION

~ EN_PRESENCIA DEL ESTABILIZADOR - S

ciclos congelacidn - dé'scongelacio'n'



Analisis de Covarianza

~:(Comparacion-de 2 rectas) .

Grado§'de 1i5eftéd Sumaﬂbué&réf
G.L. R R F o
Con Mg C]Z 52
Sin MgCl, 52
Suma
Global
Recta Comiin

Factor

Pendientes;f'

Ordenadas3$_,orjge

les.

Conclusion Estadistica:

Las pendientes y 1a o tanto

el efecto causado pof;l ] diferente
en cada una»deyjasirécias del estabilizador, por

1o que e) efecto es independs estas rectas

68




i
1

Andlisis de Disefios de Comparaciones Pareadas

Frecuencia ratamiento

69



Diferencia media d = .- 0.560476

Desviacion estandar.de-las diferenciass ™ =~

HipOtesis:
a) Mula
Ho:;@bﬁyéio 7
b) Alterna
HAt B 4 0

Estadistica de Prueba:

Decisidn: Nivel de signif
Valor critico de T = i;7?4
n-1 = grados de libgrtdd

Distribucion T de Student.

-46.243139

Conclusiones:

a) Existe una diferencia s: a vacuna en presencia del

estabilizador-en-titulo-en comparacidn con Ta Vacuna sin €ste, en

funcién de los efectos or

inados_por_los ciclos-de congelacion-

descongelacién.
b). La vacuna con estabilizador es mis eficaz que -Ta vacuna que no Yo con

tiene,
70
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CUADRD VII

ANALISIS DE CORRELACION NO LINEAL

FACTOR ESTABILIZADOR| ONENGIAL AJUSTADA

COEFICIENTE DE’ CORRELACION

- PRESENCIA D

- AUSENCIA DE MG




CUADRDO VIII

RESULTADOS UBTENIDUS INTERPDLANDU EN LA EURVA EXPDNENDIAL

EN PRESENEIA DEL ESTABILIZADUR MgCl’

2

CICLOS cdi\lkt_;’ELAc::'ilnm,‘

DESCONGELACION

iTitQLUVDE tA yACu'

L TiTULo

04134

0.4u66 "

0.4796 "
oszy
o, Susni_,;f,

n 577u‘, "

: u 6097 "

0.6418 "
p.6736 "
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CyADRO IX
RESULTADOS ﬂBT:Z-.»’IDGS INTERPOLANDD EN LA CURVA EXPONENCIAL .-

- EN AUSENZIA DEL ESTABILIZADOR Mgci2 e

CICLOS COMGELACIZH |  TITLLD DE LA UACUN

. DESCONGELACION -~ |+

0.8225

| ouees
S 73



CUADRD X
-DISEND FACTORIAL

S zxe=12
. REPLICACIONES = § viales'

‘FACTOR ESTABILIZADOR

FACTOR CICLOS CONGELACION
| en eresencin
€ Mgtl,

DESCONGELACION

74

OBSERVACIONES: 108



CUADRD XI

PISERO FACTORTIAL. .

FACTOR CICLOS |~ - FACTOR ESTABILIZADOR.

CONGELACION | EN PRESENCIA DE |  EN AUSENCIA DF
DESCONGELACION omgy, | Mgl

12
16

20

210,8225 | X° o0 = 487,045




CURDRG XII

. DISEAD FACTORIAL .

FACTOR

ESTABILIZADOR

CICLDS -

INTERACCION




o

1L

CONCLUSIONES DEL ANALISIS ESTADISTICD
INTERACCION: (FACTOR ESTABILIZADOR Y FACTOR TRATAMIENTOS OE CONGELAGION- DESCONGELACION).
Ho: No existe interaccidn entre el estabilizador y los tratamientos de congelecifn-descongelacidn que afecte
la pntencia de la vacunha.

HA: Existe interaccion entre el estabilizadur y 1los tratamientos de congelacién-descnngelaciun, que aFecta'

iste éht:éie;

HA: La putencia ‘de*la. vecuna- dEandE auln del efecto del eatabilizadnr

DEEISIUN Se rechaz Hu. SE ‘Bcepta HA; con nivle de significancia de 0‘05

EDNELUSIUN' La pntencia de 1a vacuna depende del efecto del estahilizadnr -en’ prdhhrciﬁn; ya'qué,eéta
; '59 e disminuida en ausencia del estabilizador. U A

FACTOR CICLOS D TRATAMIENTOS DE CONGELACION-DESCONGELAGION.

Ho: La putenuié de-la vacuna no depende solamente de loas tratamiento

HA: La putencia dé 1la vacuna esta afectada solamente por los tratamientu de.co

nor propnrciun cnmparadu con Bl eFectn pruducidu nnr el estabilizador.'



LN, DILSCUSTON

por medio delcoeh cien tede corrolac16n cle 0. 9578p;ra 14 V??"'ﬁ“‘ con
: 8




\15;(.12 y de 0. 9584 sin 8ste, se obser\m que 1la dmnunucmn en tJ.t'UlO

cienda rsobre‘
a este pH disminuye

para cl MgCI act

de64a68cn iales

y dcscongelnr vanas veces roduciendo: cambio

propicdades flSlCO([Ulm (
s6lido a un estado 11([l11d0 varias veces consealt;was, sobrc un produc

to blOlOg]CO quc = 79



podria transfonnarlo en 1nef1caz, no conten1endo Tas part1culas virales

viables necesarxas para produc1 uesta

e -apropiado contra

este t\po-de,v1ru

Sise analiza

genicidad:’ Enﬂcom
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X, CONCLU SIONES

1. LA PERDIDA DE. LA POTE‘QCIA DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA SE VE INFLUEN—
CIADA PRINCIPALMENT POR” LI\ PRESENCIA 0 AUSENCIA DEL ESTABILIZADOR SIEN

Do SENSIBLE‘P TICULARMENTE:A LOS TRATAMIENTOS DE CONGELACION YJDESCONGE
LACION, AMBOS ACTORE INDEPENDIENTEMENTE'EN £L EFEC
LA PERDIDA DE '

5. LAS CADENAS FRIAS D TENIMIE
GELAR ¥ DESCONGELAR U NA Y PROVOCAR LA' DISMINU
DE LAS PARTICULAS VIRALES: R e

81



X1, APERDICE

FORMULAS UTIL1ZADAS EN L ANALIGIS ESTARISTICQ

MEDIA-GEOMETRICA

“splegel, RM

i3 variancia;de a8

por la férmula:

4 la raiz cued:

de la sﬁestra defihida : de esparcimiento

los vzlores de la

8z



AJUSTE POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS

gue son las denominada minimos: cua-

drados.

Lascanstante
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Determinacidon de un intervalo de confianza .para el valor medio.

Superior
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Andlisis de disefios de comparaciones pareadas

Medidas descriptivas;

n = nimerc de parejas

Media muestra

Decisidn estadistica:

. teaalsterit. SevechazaBA

acepta Ho |

<Se rachaza Ho

toalt.etoorit.

Se acepta’ HA -
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Conclusidn Estadistica.



DISEND FACTORIAL-

OBSERVAGIONES: (BLOQUES) (TRATAMIENTOS)(REPLICACIONES) ™
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DISEND FACTORIAL Y DISTRIBUCION F, APLICADD

TOTALES

MEDIAS




lo. Encontrar el total de:.

a.- Factor A

b). Factnfﬁéi

E1 Tatal del j~és

2.- Anéliais:
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g. Suma de los cuadrados del Efecto de Interaccidn entre lgs Factores A

y B.

. Suma de 1pé

g. Factor de Co

h. Obtener lpé‘ﬁréd

Estimaciones de la

8 (-1, 1)
AB (a=1)(b-1) (hri-1) .
e 89



1. Comparacidn de la F .de tablas (FT) y la F calculada (FC)

11. Decisidn de Rechazar la Hipotesis Nula (Ho) 6 12 alterna (HAY..

El anéfié

Nota:
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MARCAS COMERCIALES: ™

1. Antibioticos de

2. Costar (205 Broadway, Canbridge, Mass.(U.SA.)

. Dulbeco:
Farmaceiiticos’ Lake

7. Graﬁdﬁlsidnd?éip}”
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