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1. INTRODUCCION



Desde que “dAward Jenner introdujo hace casi dos niglos el em-
nten A~ nnn vecimAa nor nrimern ves (£5), la tecnologfa de p»o
ducaidn de Lnae vaonnne virrles ha evolucionadn considersble——
mente nara losrar cl desarrollo de prodnctos ceds ver mds afi
cecer, mepuror ¥y econdmico=.

Debido = eme existe un 2rar aimevn de enfermed~des vireles
nrevenihles nor vacunscidn, serfa muy extenso tratnr de Aerm-
cribir loas avances cientf{ficor y tecnolépicos pere cndas une
de ellse; nor tento, en el nrerente trrbajo se hon selecciong
do lse vacnnas antipoliomielitica y antisaram~ionosa, lns cuz
les son vacunas pare las que le Organizacidén .Jundial de 1la Sa
1ud reecomiends anlicseidn nrioritaria en el Programs Aaniiado
de Inmnizecionee (112); asi como las vescunes antirrdbice (na
ra uso hnmano) y anti-henntitis B, las cuslee han dresentsdo
avancea de gren importencia reapecto a los procesos de produg
cién.

Para efecturr el estudio de lom avences cientificos y tecnold
#icom que han sufrido los procesos de rroduccién de vacunnas
viraslem, es necesario realizar una revisién de los amétodos que

exinten actualmente, tanto de los bprocesos convencioneles CcoO=~" -

mo de lom novedosor, aaf como de los problemre que =e hen en-
contrado en ellos vers comprender el enforue aue m=e he drdo &
1Lea tecnolosfa del futuro.

Un asvecto imnortente en la nroduccién de vacunes, asf como
en todos los nroductos bioldgicoes empleados en el hombre, es
oue -lebhen gser sometidas a risurosas pruebas Hars comnrober en
inocuidad. ESxisten normas de 'a Organizeeciédn Mundisl de la Sa
1ud »ara sucrtancias bisléeicas en relacidn con cads vacuna de
ueo generalizodo. Las norare codrenden tres ceccionesn:



dotoarinles inicialee
Frocago de nrodneci én
Froducto fin~l.

A medids aue e han Jasarrollads cnnhios tecnolb~izoe mn lor
introducido tsmbidn

nromesctnr inicial-

0O g e
Nt N

nrogemsan~ An -radnececi fn 1le vacunra, =~o han
normnas comnlementsrine o diferentes a2 lae
mente. Tn sl nnexo o Nresents un resumen de las normag mfe
recientemente nublicedas nor el Tomité de Exnertos de In Orng
nizneién %undiel de le Salud, para las vecunas antipoliomielf
+ica, antinaramnionosn, antirrdbica y arntihenatitis—B (102,104,
105, 106, 107, 108,109)s En el futuro, L= »oeiblec elaborecidn
de vacunas mediante la arlicecién de la Ingenierfs Gendtica,
hor4 necea=rio revisnr estas Yormes y esctuslizarles veriddica
mente de acuerdo con los avances tdcnicos en materie de fabri

caci i e inenaccidn (99,1117).



2. METODOS CONVENCIOWALES D®

PRODUCCION DE VACUNAS VIRALES.



2.1 VACUMNA ANTIPCLIOUIELITICA.

Hace més de treintm afiom, la Nationel Foundation for Infantile Pg
rolysie de loe Estados Unidos de Norteamérica, 2n un intento nor
llegar a desarrollar uns vacune contre le poliuvmielitis, comisio-
né a J. <21k nera treabajar en Ls elaboreeifn de nne vacune de vi-
rus inasctivedos, Yy a A. Sabin nars desaerroller une vacuns de virue
vivoe atenuados (34). Ambos investigadoreas desPrrolieron los dos
tivos de vscunes contra la poliomielitis utilizedas actualmente.
Los procesos convencionsler de produccidén de smbas vecunss, los
cunrles se describen a continuecidn, eamplean cultivos de célulam
rennles de mono pera la bronegecidn de las cepas de noliovirus.
Recientemente, la sdaptecién 3e las cebas virsles al crecimiento
en l1fness celulerees continuna en cultivos con nicroascsrreadores
como soportes para el crecimiento celuler, ha permitido le produc-—
c16n en gran escala de les vecune antivoliomiel{tice inactivada, 8
sf como el empleo de cultivos de células diploides hunanss he si-
a0 un svance importante en 18 produccién de vacuns entipoliomiel‘
tica de virus vivor atenusdoe{50,57,83,87).

2.7e1 Vacune antipolionielftice de virus inamctivados.

La produccién de ls vecuna me bass en el =istemn de siemndbrs por
lotes, vy tradicionmlmente se hen utilizedo oultivos de células re
nales de mono pars la propscacién de loe virus. Les cepes de polio
virus que se utilizan son les siguientes: Mohoney, del tipo Izll?,
del tivo 2 y Saukett, del tino 3; las cuales se propagen nror seps
rado (45).

®n 1A fisura 1 se nrements el dirsrome de flujo del nroceso de Rro
duceidn de le vacuna. Pars prepsrar los cultivos celulares se ex-
traen los rifiones de monos que hayan possdo sstiafactoriamente un
periodo de cusrentesna. Lor rifionea =e descansulan, se cortan - se
tripsini~an en un anarato de tripsinizecidn ae flujo continuo du-
rante ) @ 4 horas, empleAando moluciédn de trinerina al 0.25%s Las
cdlulas trinsinizedas se lavan con solucidn e Hanke v ce aiurts
su concentrzcidn A 60U OUU cdlulas/ml ie aolunidn de Hankn.
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Se procede a--la siembre celular en medio delnic¢lk "A", y los cul
tivos celulares se incubaon a 36°C durante 5 dfas, sl final de
los cuales me elimina el medio de cultivo, cambidndclo por me =
dio ielnick "BY.

Los cultivos celulares se inoculan por geparado con cada uno de
ios tres tipos de poliovirus mencionadogs anterioraente y se ine
cuban a 36°C. Cuando el efecto citopdtico es completo, cada sug
penpidn virsl se concenitra por ultrafiltraeibn y se purifica ha
ciendo pasar la suspensién a trzvée de una columna de intercaai-
bio iénico (DEAE) o & través de una.columna de ADliasa inmovili-
zada o de una columna de inmunoadsorcién (104).

A..mée toardax 72 horas despuds de la filtracidn, se efectiz el
proceso de inactivacidn, el cual consiste en incubar las mezclas
monovalentes en solucién de formalina 1:1000, & una teaperatura
de 37°C durante 12 a 14 dfas. Una vez que los virus se son inag
tivado, se procede a la mezcls de las suspengiones pars preparar
‘la vacune trivaleate, la cual se envasa en frascos dmpula de vi
drio incoioro y transparente. En la tabla 1 se presentan las cg
racteristicas generales de la vacuna antipoliomielitics %ipo

Selk (95).

Cada dosis contiene (U. de antigeno D}:

FORUULA:
Poliovirus tino 1 « « « « 40 unidades
Poliovirus tipo 2 « « « + 8 unidades
Poliovirus tino 3 « « ¢ « 32 unidades -
DOSIS: 1.0 nl
VIs DE ADUION.: Subcutdnes
PHRESENTACION: Frasco-dnpula de 1 § 5 dosis
CONSERVACION: ’ Bn refrigeracidn, entre 2 y 8°C. Svitar

1ls congelacidne.

TABLA 1. CARACTERISTICAS GUNERALES DE LA VACULA AWNTIPOLIONIZ
LITICA DE VIRUS INACTIVADOS. '



n

La vacunscién con vacune de poliovirus inactivados hes sido nrag
ticnda continusmente desde el decenio de 1950 solanente en Fin-
lendie, Islondis, Holende y Suecis (11) pues suncue 1la vecune cs

altamente e~tadble y no cesuso reacciones adversess, se adminietra

por via perenternl, lo cual es une desventasies en comperscidn con

le vacunas de virus vivoe atenuedos, la cual se sdaministre por vis
oral, permitiendo por tanto mayor facilidsd para su anlicacién
en loms program=s de inmunizecidn mesiva.

2.1.2 Vacuna antipoliomielftica de virus vivos atenuados.

La vecuns tipo Sabin se prensra mediante el sistema de siembra
por lotes. Las cepae de poliovirus utilizades son las siguientes:
LSc,2eb del tipo 13 P712,ch,2ab del tipo 2 ¥y Leon.1291b del tipo

3 (45); las cuales se prorsgan por reparedo en cultivos primarios
En la figura 2 se muegtra el

de mono del género Cercopithecus.

dissrama de flujo del procesgo.
Para pagero= los cultivos celuleres, se efectfe el proceso descri

to ar oL cenftulo 2.7.1., empleando tembién medio de cultivo de
Earle sdicion=2do de hidrolizedo de lactoaltmina y de 0.4% de glu-
cosa. Los cultivos celulares se inoculan por separado con cada uno
de los tres tipos de poliovirus y se incuban a uns temperatura con
prendida entre 33 y 35°C.

Cuando el efecto citopdtico es completo, 1o cual ocurre entre 48 ¥y
72 hores después de la inocvlacién, se efectis ls comecha de loas
virus, para lo cuel loms cultivos ce someten a un ciclo de congela-

cidn=descongelacidn y se reinen log flufdos.
Egtos flufdos se mezclan, se clarifican nor filtracién asimple y 1a

vacunas trivelente se envcga en frescos dampula. En la tabla 2 ge en
cuentren resumidas las caracter{sticze generales de la vacuns anti
poliomielftica tivo Sabin (40, 105).

FORMULA ¢ Cada dosis contiene(DICT50)=
Poliovirue tipo 1 . . « » « 10°°0
Poliovirus tipo 2 « .+ o« 105'0-105'3
Poliovirus tivo 3

b

. 109321057



12

HWONOS C. se I;hloga

[EzzRaccIOoN ¥ DESCAPSULASIC. D5 SIcOWES |

| TRIPSINIUACION |
¥

| canTRIFUGACION |

|AJUSTE DE CONCENTRACTON |

| SIENBRA CELULAR EN WEDIO LELNICL “av |

INCUBACION

| CAMBIG DE MEDIO (WELNICK “B") |

'

| INOCULACION VIRAL |

INCUBACION

1——>{ CONGELACION }—r

L—Lnnscouammc ION fe—I
¥

| SUSPENSIONES INDIVIDUALES |

| NEZCLA DE LOS TIPOS 1,2 Y 3|
FILTRACION
SEVASADO

|sHcARGOLADO Y ETIqun1AD0)

FIGURA 2. PaOCESO0 UE TRODUCCION D= VACUNA ANTIFOLIOWIELITICA DE VI -
. RUS VIVOS ATENUADOS 7 SULTIVOS OELULANGS OF RiIkON D wOlO.



13

DOSIS: Tres dosgis de 0.2 ml cnda una, con intexrvalos
' de dos a tres meres.

VIA DE ADMON.: Cral.

PRESEYNTACION: Freasco con gotero celibrado, con 25 dosis.

COMNSTRVACION: En refrigeracibn, entre 2 y 10°C.

TABLA 2. CARACTTRISTICAS GEWERALES DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELI-
TICA DE VIRUS VIVOS ATENUADOS.

Esta vecuns hs probado ser inocuas, eficaz y de fécil eplicacibn dn
rente los programes de inmanizecién masive, por lo cual se utiliza
en le mayoria de los naises del mundo (40,112). Sin embargo ez me-—
nos estable gue la vacuna tino Salk, e incluso en algunos nafses
tropicales o0 semi-tropicales se ha detectedo uns respuesnts baja de
anticuerpos a vacunag tipo Sabin aparentemente activas (111,145).
En nifios que por alguna razzén presenten inmunodeficiencia, no se
recomienda ls administracién de veocune antipoliomielftica de virus
vivos stenuados(80).
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2.2 VACUNA ANTISARAMPIONOSA.

Las primeres vacunss contra el sarampidn introducides al mercedo fug
ron del tino insctivedo, sin embargo, en la décads de los cincuentas
fracesd su uso debido & que durante el nroceso de inectivacién con €
ter Tween y formol =e destrufis la »nrotefna de fusién del virue, y por
tento lg vacunz no estimlabz una resgpuesta inmune s dicho componen=
te. Estd comprobado que los anticuervos dirigidos contra la proteina
de fusién del virus impiden que la enfermedsd se propague, por lo qie
con les vacunas insctivadas sdlo se induce une inmunided trensitoris
provocdndose rescciones de hipersensibilidad retsrdede en el casgo de
exposicién al sarampibén natural (111),

Por lo tasnto, lo vacunz antissramvionosa de uso seneralizedo es la
de virus vivos stenuados. La primera vacuns de este tipo, lea Edmons~
ton B desarrollada por Enders (115), produjo respueste de formacién
‘de snticuervos y proteccidn de loe individuos vacunados excelentes,
sin embargo, les reacciones clfnicas debidss £ la vescunacién (fie -
bre elevada y exantems), limitaron la aceptacién de le vscuna por
parte de loes pacientes y los médicos(154). Posteriormente, se hicie
ron investigeciones tendientes & encontrar virus sarempionosm mds a
tenuedos. L2 mayor parte de las cepass empleandas en la fabricacién
‘de veacunes se han derivedo de le ceps Edmonston,. y hen sido adapte
dams & diversos medios de cultivo con objeto de obtener cenas gue
vermitan nroducir vecunas de virus vivoe atenusdos con gran noder
inmanogénico, que no causen rescciones edverses. En le figura 3 =se
presentan les cepss derivedas de la ceps Edmonstone. .
Tradicionalmente, le vacuna sntisarampionosa =e ha vproducido propa-—
gando el virus en cultivos de fibroblestos de embrién de pollo, y
en muchos pafses, entre los que =e encuentran Eatados Unidos de Amg
rieca, Italia y Reino Unido, aln se utilizan estas vacunas(95). Sin
embargo el virus ha sido adaptado a una gran diversidad de cultivos
como son: cultivos celulares de embridn de perdiz, cultivos de céln
las rennles de ternero o de mono y cultivos de célules diploides hu
manag. El cultivo en estas fltimes, corresvonde & ls tendencia ac -
turl(135) pera le produccidn de la vacuna, y se describird pogterior
mente. en el capftulo 3.2. T¥n la tabls 2 =e nre=entzn Llas princins
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lee comas ¥ los cultivoe celulares a Lom cunles se hnn a2darirdn na-
res 12 ~rodnccién de la vacuns contra el =ssrempibn.

CEPA CTLTIVO CELULAR AL NUE SE A ADAP™ATMOD PAI®
Schwars E.U.Ai, Jonén
¥oraten Cé1:11rs de emdbrién de pollo .. A-
Shenghri—=-191 China
Toyoshima Jfgég
tveninrrerd-16 Célules de embridn de pexdiz U.R.8.8.
Sugivana Célules de rifAién de ternero “Jevén, Irén |
Zasred Yuroslavie
AIX Célules diploides humanas MRC-5 Irdn
Ew2 léxieco

TABLA 3. PRINMCIPALES CEPAS EMPLEADAS PARA LA FPRODUCCIONM DE VACUNAS
ANTIS,RANFT SNOSAS (53, 59,85, 115, 116, 135, 154).

Pore 12 rrodueriin Ae la veacuna me utilize el simtemn de siembra par
lotee. Bn 1o fisure 4 me presents el diegrams de flujo del proceso
de fabricnceidn utilizando cultivos celulares de embridn de pollo.
Pars orencrar los cultivos, ce utilizan embriones de 10 d{em, lonm
cuslees sc cortan y se laven en solucién selins isoténica (rme eliami
nan les cabezas, petes, a&las y visceras). Loes fregmentoe de tejido
se colocrn en un metraz de +ripmeinizacién, se agrega solucién de
tripsine al 0.254 vy re incubon 2 temnerature ambiente durante 45 mi
nutos con agitacién magnétice contfnue. Las célulers trinsinizeadas
®#e lzven con medio de Zarle sdicionado del 0.5% de lactoslbdmina y
=e ajustes mu concentrescién a 600 000 células visblea por mililitro
1e medio de cultivo 1990 mdicionado de (}.5% de suero de terners (85)
Lom fwnacor =rra le obtencidn de lor cultivos ge'ul~res se ~i- -hran
con esta suspencién ¥ ee -incuhan a i5°C dAurante 74 » 48 horsze, tiem
oo despude 121 cual ~e elimina el Mad: . 1e arecinierte y 9f 2110 0=
n2 medi : 100 g ¢~da frasaco.
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Ceds framco re inoculs con 0.5 ml de.le suspensidn viral de siem—
brs, y se incuba a le tempersturas Sptimas de la cepe gue se emplee.
Un Afa después de ls inoculecién del virus er imvortente lavar lawm
monocapas celulares (con medio 199) vers eliminar el interferon.

En el momento en el cual el efecto citopdtico es completo, se oro
ccde a 18 comeche del virus, para lo cual lom cultivos ge someten
A un procero de congelscién-demcongelacién. Los flufdom me extra-
en mediante vacfo, me rednen en un s0lo frasco y re egrege un vo-
lumen iguel a1l recolectasdo de estabilizedor de lactosa y dcido du
tdmico. Le suspensién, sdicionades de celita 0.1%, me clerifics wmr
filtracidn, se envess en frsacos #dmpula dabar y se liofiliza(45).
En la tebls 4 se vresentan lam caracteristices genereles de lo va
cune contra el ssrampién febricrda por el método convencional(107,

131).
FOPMULA Cede frasco contiene:

Vacuns sntisaraampionoms producide en culti-
vos celuleres de eabrién de pollo, con 1000

DIGTBO.
DOSISs : Unice de 0.5 al.
VIA D% ADMON.: Subcuténes.
PRESENTACION: Frasco émpuls con suepensién inyectedble lio

filizsde pers uns o dies dosis. El empaque
contiene el 1{quido pars le rehidratecién.

CONSERVACIONS En refrigerscidén, entre 2 y 8°C, protegide
de 18 lue.

TABLA 4. CARACTERISTICAS DE LA VACUNA ANTISARAMPIONOSA PREPARADA
EN CULTIVOS CELULARES DE EMBRION DE POCLLO.

Esta vecuns es altamente efig@az e inocua, sin embargo, en slsunos
individuos puerie produacir fiehre moderesde y eruncidn desovuds de
a 12 dfes de le vacunacidn (112).
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2.3 VACUNA ANTIEIrABICA.

Para la produccién de vacuna antirribice se han dessrrollado diver
sos métodod, los cuales, aunque bémicsmente consisten de lasg mis -
mae etapas, han presentedo avances de gran iavortancie respecto al
demarrollo de nuevas cepas, en los métodos de inactivacién del vi~
rus y, enpecislmente en cuanto & loe medios utilirzedos pers la pro
napgacién del virus. Por otra parte, el dessrrollo de vacunas subu-
niteriee contra las rabie re encuentra s¥n en etepa de experiments-
cién. Loe evances logrados en el cempo de lo Inzenierfa Genética

para le vroduccidédn de eamtesr nueves vacunes, gserdn demcritos en el

capftulo 3.3.

1. Cepas.
La mayor nerte de les cepss empleadss para la vroduceién de le va-

cuna antirrdbica, me han derivado del virus original de Paateur (VF)
sungue también se han utilizedo otras aisladas del hombre o de ani
meles. ULas cepes deben limitsrse 2 lo que se denomins uns cepa™fi
ja" de virus (106), la cual se ceracteriza bor tener un periodo de
incubacién corto, estable ¥ reproducible cusndo se inyectes por vie
intracerebral en enimales idéneos.

En le tadle 5 m=e presentan las principeles cepas gue satiafacen W
requiritos esvecificndos de rotividasd, inocuidad e fdentidnrd,

CEPA NEDTO DE PROPAGACION
Pasteur (VP) Cerebro de coneio adulto.
Fuenzalida:

g¥f,§g'h4 Ceredro de rstén lactente.
91122

Pitman-Moore (PM) Cerebro de ratén, huewos esrionedos dé pato y
célulam diploides humsnes ¥WI-38.

Vnukovo-32 Cnltivors celularer de rifén 1e hfnmter
CTN 1T Zinan=1 ZSAlulre dinloidem humenae.

TABLA 5, CEPAS DRL VIPUS DE LA PABIA TIPILIZADAS BN TA PRODICCION
DR DTPERENTES VACTINAS AMTIRTABICAS PARA SO HUMAN:,
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2. Métodoe dAe inrctivacién.

Puesto que le Orgenizecidn Mundisl de 1la Selud (98) ha eatebleci-
do ane en el hombre no se emnleardn vecunar antirrdhice=s que con-
tengen virus vivos, es necemario utilizer un método adecusdo de %
nactivecisn, pars lo cunsl se hen utilizsdo agentes qufmicos y ff-
ricos{106). '

a) Agentes quimicor.

La sugreneién vfricoe se dejn en contecto con un agente quinico a-

decundo durante verios dfas 8 temperatura ambiente heste obtener
1o inectivecién complets del virur. Se hen ntilizedo satisfacto =
riasmente los siguientes sgentes quimicos:

~Penol, en concentracién de 0.5 a 1.0%.

=Reta-nropioclectons, en concentracién de 1:3500 a 115000.
El tiempo de incubacién requerido es reletivamente lergo (unoc owe
rioe dfae), 10 cusl nuede deteriorer los componentes antigénicos
del virus.
b) Asentes fiaicos.
Te suspcisién del virus se expone & radiacidn ultrsvioleta utili-
zendo wny esterilizador de flujo cont{nuo(48) durante slgunos minu
tos hesta obtener le insctivacidén completa del virus. Este método
rermite conservar prédcticamente intnctas lae fracciones antigéni-
cas del virus, ademds de que el tiempo necesario pera lograr la i
nectivecidn es breve compsrado con el que se requiere cusndo se -
emplean métodom qufmicos. Sin embargo, el equipo requerido es cos
toso, lo cual limita la utiligacién del método.
2. Mediom de pronasgacién del virus.
El desarrollo de l& tecnologfes de produccién de vecune antirrébi-
ca hs residido fundesmentalmente en el eapleo de diferentes medios
de propagecién viral(12800riginalmente se utilizé el tejido nervio-
s0o de animeles vivos, obteniéndose vacunas eficeces. Sin embargo,
le incidencia de reaccionems mecunderins lLlev$ » bumecar nuevas nl-—
ternstives, surgiendo zsf lams vacunas nroducides en huevos ambrig
nedor de veto, y mi= recientemente, en cultivor celulares(6,47).
La vacune vroducida en cultivos celulsres, la cual merd mnslizads
en el cenftulo 3.3, presente urandes vents jas sobre las nroduci -
dre emvleando los Nétodos convencisneles deraritor en el pre=dnte
canftulo,



8) Tejido nervioso de animales adultos {(Vvecuns tipo Semple).

Les vecunas preperedss en tejido nervioro de gnimales adultos, se
ottienen inoculando el virus rdbico en el cerebro de ovejas, c8 =
bras o conejos sdultos. En le figure 5 se présenta el diegrame de
flujo del proceso de producciéne

El virus de siembra consiste en una suspensién el 10% de encéfslos
infectados con el virus Pageur, en aguas destileda estéril. Pora
1ma fabricacifn de las vecuna se inoculan 0.25 ml de uns dilucién
‘l()'3 del virus de siembre, s cade animal, por vis intracerebral.
Loe animesles se mantienen en obmervacidén durante un periodo de 4
a 7 dfas, tiempo Aespuds del cuel se sacrifican en el momento en
el cual presenten pardlisis totel, medisnte nna inyeccidén de sire
(eproximadamente 20 ml) en la vena marginel de le oreja(137).
Inmediatamente deapués, se procede a 1la cosecha del virum, pere
10 cusl se extraen los encéfeslos y se prepars una suspensién el
40% en solucién saline isoténica estéril sdicionada de 0.5% de fe
nol. El tejido se homogeneiga y se incube @ uns temperaturs com —
prendide entre 20 y 30°C durante 76 horas con asgitecién, hasts 1o
grar le completa insctivacién del virus. Posteriormente se reps
ra una dilucién al 20% de tejido y =e msdiciona tiomersel en concen
treocién de 1:10000. La suspensiln se clarifica por filtrecién ¥y
se envasa en frascos émpula. Le vacuna puede liofilizarse (138).
La produccién de vacunes antirrdbices a partir de tejido nervioso
de snimeles adultos se hs abandonedo en estos dltimos sfios en paf
ses como Alemanis, Bulgeria y Checoslovequia emtre otros (98),de-
bido 8 que estam vacunas tienen el inconveniente de que pars su
sdministrecién mse requiere de un gran ndmero de dosis y tienden a
provocar encefalitis o reascciones locales adversas ya que contie-
nen factores nauropdralfticos como ls mielina. Ademds, psra le
manutencién y el manejo de los animsles se requiere de espaciosas
construcciones, gestos de slimentacidn y numerormo peresonel.

Bn la table 6 @e presenten les caracterfsticss genersles de la va
cuna antirrdbice prepareda en_cerébro de animeles sdultos.
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CONE.TOE, OV=JAS O CARRAS

CUARENTEMYA

INOCULACION VIRAL
{POR VIA INTRACERYBRAL)

INCUBACION

SACRIFICIO DE ANIMALES
{POR INYECCION DE AIRE)

¢

Y
| EXTRACCION DE ENCEPALOS |
r
[HOMOGENRT ZACTON |
. |

fenol

=)
{INACTIVACION |

|AJUsSTE DE CONCENTRACTON |

| »ruTRACTION |

ENVASADO R

| nIOPILIZACTION |

| =nvGARGOLADO Y ETIQUETADO |

TIGURA 5, PROCESO DE PRODNCCINT DR VACIHNA ANTTRRARICA BN
TETIDO WERVTOSO DE AMTMATES ADILTOS.
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FORMIILA2 Suspensifn al 5% de tejido cerebral de
) cone jos, ovejas o cabras, infectadon
con virus rébico fijo. Contiens fenol
8l 0.25% y tiomersal 1:10000

DOSIS: Se edministren de 14 a 21 inyecciones
‘de 2 ml cada una{ une disria).

VIA DE ADMON.: Subcutdénea.

PRESENTACIUN? Prasco dmpule con 14 dosis.

CONSERVACION: En refriferecibn, entre 2 y 8°C,

TABLA 6. CARACTERISTICAS GENRRALES DE LA VACUNA ANTIRRABICA
TIPO SEMPLE.

b) Tejido nervioso de animales recién nacidos (Vacune tipo Fuenzs
1ida). '

Pars reducir el riesgo que presenten les sustancias neuroparalfti
cas presentes en el cerebro de los animales sdultos, se introdujo
el empleo de tejido nerviomso de animeles recién nacidos, en los
cuales le concentracidn de diches sustancias es mfnims. Principal
mente se han utiliszedo ratones lesctantes (39), pero tambidn puew-
den emplearse retas, conejos, corderos o0 cricetom r<cién necidos
(42,47,62). En le figura 6 se presenta el diagrame de flujo del
proceso de produceidn.

Le fabricacién se bass en el smimtemas de riembra por lotes. Los 1o
tes de siembra consisten en una suspensién sl 20% de encéfalos de
ratones adultos previamente inoculados con el virue rdbico, en o~
gua bidestilede estéril. A partir de un lote de siembra, se preps
ra el inéSculo, el cuel contiens 100 DI5°. suero equino al 2%, 200
UI de penicilina y 200 microgremos de estreptomicine nor cada mi-
1ilitro de sgue hidemtilade. Csda uno de los ratones (de custro
d{ar de eded) =e inyescta con 0.01 al del inéculo por v{a intrece-
rebral. Loms animales ne mantienen en observaciédn durante un verio
Ao de 92 8 96 horas, tiempo después del cuel se sacrifican colo «
cdndolos en '1n reciniente hermético con un alpodén impregnmado con
dter o cloroformo(45).



PIGTTPA A,

RATON®S HEMERA ADULTOS

| RATowEs mTcTIEW wWACTDOS |

INOCULACION VIRAL
(POR VIA INTRACEREBRAL)

INCUBACION

SACRIFICIO DE ANINALES
’ (POR ASPIXIA)

" | EXTRACCTION DE ENCEPALOS|

| cENTRIFUGACION |

ESTERTLIZADOR DE PLUJO CONTINUO
( INACTIVACION)

| AsusTE D2 CONCENTRACION|

ENVASADO

| ENGARGOLADO Y ETIQUETADO |

PROCESO DE PRODICCTONM NW VATUNA ANTIRRARICA =N
TTIDO NEPVTOSO D& ANTMALRS RECTEM MATINOS.
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Innediatamente deanud€s re procede a la cogecha del virus, nnre lo
cusl se extrzen los encéfalos y =me prevara una suspensién al 10 4
en sgus bidestilade estéril frfa, la cual re centrifugse durante 10
minutos a 2500 rpm. El sobrenadante se afora con ague bidestilada
pera restitufr el volumen originnl. La suspeneidén se dilvye al 5%
¥ se procede 8 la insctiveciédn del virus mediante radiacién ultre
violetes utilizando un esterilizador de flujo contfnuo (38,48).Pos
teriormente la muspensidn ee diluye al 155 y se adicionsn fenol 1:
1000 y tiomersal 1:10000. La vocunna se envesa en frascor dédmpulsa,
con agitacidén cont{nua.

Este vacuna se emplen en muchos paises, entre los cuales se ercuen
4ra el nueatro (6,95) sin gque se tengsn reportes de rescciones ad
versas debides a su sdministrescién (98). En 1la tabla 7 se presen-
tan lae principeles cerecterf{sticas de lo vacuns antirrdbica pre-
porede en cerebro de ratén lectente.

PFORMULA: - Suspensién al 1% de tejido cerebral de reto-
nes lactantes infectados con virus rdbico fi
Jjos Contiene 0.1% de fenol y 0.01% de tiomex

sal.
DOSIS: Catorce (una diaria) de 1 ml cada una.
VIA DE ADMOR.: Subcuténea. ' *
PRESENTACION: Frasco dmpula con 14 dosis.
CONSBRVACION: En refrigeracién, entre 2 y 8 °C,

TABLA 7. CARACTERISTICAS DE LA VACUNA ANTIRRABICA TIP) FUENZA-
LIDA.

e¢) Huevos embrionados de pato.

Como otra slternativa pera evitar las rescciones adversaas produci
das por las vacunas prenarades en tejido nervioso de animeles, sur
£18 el emnleo de huevos embrionadom de nave corno medio de nropege-
cién viral. Pers la fabricacidn de le vacuna mse utilizan huevos
embrionndos de nato incubsdos nrevismente (7 dfas) » una tempera-
tura de 38°C. Fn la fiqure 7 me muestra el disgrame de flujo del
nrocenc.



HUEVOS EMBRIONADOS

| PRE~TNCUBACION |

[ TwocuLACION VIRAL |

[ IHCUBACION |

| EXTRACCION DE EMBRIONES|

| HOMOGENFIZACION |

v | CENTRIFUGACION |
/a-ero:r‘-_ﬂ.retonv >
{tnAcTIVACTON |

{AJUSTE DB CONCENTRACION |

| rrorILIZACTON |

| ENGARGOLADO Y ETIQUETADO |

FIGURA 7, PROC®SO DE PRODUCCION DE VACUNA ANTIRFABICA
EN HUEVOS EMBRIONADOY DE PATO,
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El viruas de siembra consiste en une survensién clerificada al 33
de tejido de embridén de peto infectado con la cepe Pitinn Moore &
virus rébico, en solucién de Hanks adicionade de estreptomicina y
. eloranfeniocol({Ver anexo). :
Los huevos embrionados se inoculen con 0.5 ml cedes uno de una di-
lucién 10™? el virus de siembra,.y se inocuban a8 36.5°C dqurente
10 dfas, manteniendo la humedad de la incubadora entre 60 y T70%
de humedsd relstiva. Posterioraente se realize la cosechs del vi-
rus, pers lo cual se extrsen los embriones intacton, se homogenei
zan en un medio estebilizador con cistefns, lectose y geletina (var
anexo) y se prepara uns sumpensién al 33% en este mismo medio.

La suspensién se clarifios medisrte centrifugncién en frio (4°C),
@ uns velocided de 2600 rpm durante 30 minutos, y después se adie
cions una solucién de betaproviolsctona 1:2500 y se incuba a 36°C
durante 2 horsess, hasta la completa inactivacién del virus{(56).

La vamna,adicionada con tiomersel 1:170000, =me envase en Trascos
dnpuls y se liofilizs. Las carecter{sticas genersles de ls vecuna
antirrdbices preparade en huevos embrionsdoms de peto, se miestran
en la tabla 8.

FORMULA ¢ Suspensién al 3% de teiido embrionario
de pato infectsdo con virus rdbico fijo
insctivado econ hetaprpiolsctona 1:2500,
Contiene tiomersal 1:10000,

DOSIS: . De 14 s 21 inyeccioner de 1 ml cada une
(unes dierie), y 2 refuerros o los 10 ¥y
20 afae después de la dltimm aplicacién.

VIA DE ADMON,: Subcuténea,

PRESENTACION: Praecco dmpula con 7 doe=is de vecune lig
tilizada.

TOMNSERVADION ©n refriferrciédn, entre 2 y B°C,

TABLA 8. ZARAYPINTSTICAS DE LA VAiNA ANPIRLASTOA PREPAPAIA BN
HUEV )OS EMBRTOMAD(CS DF PAMO,
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Las vacunss preperadss en enbridén de veto casi no se utilizen pueg
to que sdemés del riesgo slergénico debido a las nrotefnas del hue
vo, la vacuna es noco inmnogénica y no produce sie manera constan—
te une concentrscidn adecusda de enticuernos neutralizentes en el
hombre. Por lo tanto, en slgunos pafses como Estados Unidos de Nor
teamérice, le nroduceisn de vacunns sntirrdbice en embridn de nato
me reemnlszé desde el afio de 1981 (124,125) nor la fabricecién en
cultivoe de células diploides humsnss (175), proceso que serd desw
orito en el cenftulo 3.3.



29
2.4 VACUVYA ANTI-HREPATITIS B.

En el sio de 1971, Krugmen v amocisdos (109,157), heciendo uso del
conocimiento de que el "antf{geno Australia® descubierto en el sue
ro de un aborigen australisno y la demostrsciédn ulterior de que e-
se antigeno es en realided el antfgeno de superficie del virus de
la henatitis B, prepar$ por primera vez uns vacune psra prevenirla
enfermedad. El1 nrocedimiento, consistente en someter o amlantamiento
suero infecciosc d¢ portadorss de 1e hepatitis B, es un proceso tg
telmente nuevo en el campo de la producciédn de vacunas (125).
Aunque la vacune utilisnda wor Krugmen no ertadbs noranlizsda ni cam
pletanente inactiveda, s{ produjo anticuernos contrs el sntisenode
superficie del virus de la hepstitis B en humanos, confiriéndoles
inmnidsd contras la enfermedsd & las persones inoculedas que fue -~
ron sometidas a pruebs (109).

Estudios vomteriores llevaron s la preparacién de vocunas de divex
s0s gredos de pureza y perfecéionamiento técnico. Bl componente e—
sencial de las vecunas desarrolladas es el antigeno de superficie
del virus de ls hepatitis B, ya que se ha comprobado que este enti
geno es el vYinico que puede susciter une inmunidad protectors con -
tra la enfermedmd (110). Dicho antigeno, es une protefns que puede
presentarse en forms glicosileds (con masa molecular de 28000 dal—
tons) o no glicomilada (24000 daltons), y sme encuentra predominane—
terente en forma de pertfcules esfdricas de 20 2 22 nm de didmetro
¥ tubuleres (150). Bl antfgeno de smuperficie nosee un deterainsnte
antigénico comin "a" y, por lo generasl, al menos dom subdeterminan
tes matusmente excluyentes "a" o "y" y "w' o "r" (81).

En la figura 8 se presentas el disgrama de flujo del proceso de pro
duceién de ls vecuna. Las materiss primes pera la fabricacién.ge ob
tienen de sangre o plasma donsdos por nersonas cue hnyan padecido
ls enfermedad, y que en el momento de la donrcidn re encuentren en
bhuen eptado de ezlud y presenten resultador de lag nruehas de fune
cidn hepdtice dentro de lLom normealer (100),

Los nlnmmas que haysn pasado satisfeoctorismnete las pruebss de es-
torilid~d v de leternminneisn deil antfrseno e snmerficie del virus
ie l2 penntitism B, e mounle~ - ep ~ometen A nmmerusna nNriehaa DD

»2 deter-inar 18 nresencir 1e ~fiervoorgeniemos pr tSsenos Yy de mste-



| PORTADORES DE HBeAg |

| BXAVEN CLINTICO |

| BXTRACCION DE PLASHA |

| MBZCLA DE PLASMAS |

CONCENTRACION POR
PRECIPITACION FRACCIONADA

| CROMATOGRAPIA |

| CENTRIPUGACION ISOPICNICA |

{ INACTIVACION |

[ apicION DE coapYUVANTE |

ENVASADO

ENGARGOLADO Y ETIQUETADO '

FIGURA 3. PROCESO "E PRODUCCIOM DE VACUNA

A

PARTIR DE SANGRE HIMNANA.

ANTI=-HEPATITIS B

3o
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M

genético residusl del virus de ls hepatitis B (ver anexo)

Pogteriormente, la mezcla de plasms se concentra mediesnte streci
pitacién fraccionade con sulfato de amonio y polietilénglieol,

y =e

purifica por cromatosrsffies y centrifugecibn isopfenica su-

cegiva v zonal.(109).

El antigeno de superficie del virus de lg hepetitis B, una vesz
concentrado ¥y nurifiesdo, ge inactiva utilizando slguno de los
siguientes métodos:

a)

b)

c)

Para

Tratamiento quimico, para lo cual gse hon empleado los si -
guientes agentes, o combinmciones de ellos: urez (8 mol/1),
persina (3 U.I.) ¥y formalina (1:4 000).

Separacién fisice, mediante centrifugscidn zonsl a travde
de cloruvro de cesio, de sacaros2 o con hromuro de potasio,
¥y un tratemiento quimico ulterior.

Tratamiento fisico, mediante calentamiento del antigeno de
superficie durante 90 segundos a 104.5°9C § 10 horas a 6593

asegurar le inactivecidn de todos los agentes infecciosos

detectables en la sangre, en la mayoria de los casos se utili-—
zan combinaciones de los métodos anteriores, siendo las mde e-
fectives las siguientes (109):

Te

Centrifugacién por zones a travéds de cloruro de cesio, se
guide de tres procedimientos de tratemiento quimico: incu
bacién con vepeina 3 U.I. . a 37°C durante 13 horas, con u
rea 8 mol/l & 37°C durente 4 horas y con formelina 1:4000
a 37°C durante 3 afas.

Tres operaciones de centrifugscibn isonicnica por zonas
con bromuro de notasio, y despuéé une centrifugeacidn de
pronorciones zonales a través de sacarosa. A continuscidn,
el antineno de surerficie se calienta a 60°C durante 10 ho
rag ¥y finalmente se incubr con Formslina 1:2000 a 3700 Ane
rvante 4 dias. .

Une vew que ee hs comprobado la innctivneidn del »roducto, =e
procede » lo adicién de alumbre como coadyuvante. en cantidnd
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taL'@we ta enncentrneidn mdxima de aluminio nor cada dosir de
produéta finnl sea de 1.25 mg. Finalmente, = vB8cuna se envasa
v @e slmacena en refrigeracidn, evitando la conselacidn.

En la table 9 se presentan les caracteristicas senernles de la
vacuna contra la hensitit s B npreperada o pariir de plasme humna

noe

PORMULA = Cade dogis contiene:
20 pn de antfgeno de superficie del virue

de la hepatitiem B purificado, 1.25 p~  de
alumbre como coadyuvante y tiomersal 107
como conservador. .

Tres dogis de 1 ml cads une, con interva-

—~

los de 1 ¥y 6 memes.
VIA DE ADMON,:* Intramuscular. (La primeras aplicacién pue
de ser subcuténes en ceso de riemsro de he

DOSIS:

morrenin)e.

PRESENTACION: Frasco dmpul= con 3 al.

CONSERVACION: En refriseracién, entre 2 y 8 °C, evitan-
do 1a congelacidn.

TABLA 9. CARACTERISTICAS DE LA VACUNA ANTI-HEPATITIS B
PREPARADA A PARTIR DE PLASNMA HUMANO.

Dedbido 5 ague el nlasme utilizado como materia primes pare la fa
bricacifa de le wneunn nuede contener afentes infecciosns con
una 2ran diversidad de carascteristicss fisiconufmicas y biols-

es necegserio efectuer un examen riguroso de las nruebes

asicas,
a8 las meateriag pris

aplicodas para la seleccidédn de donadores,
mag, &8 los nroductos intermediom y & la vacuna terminada, de-
biendo desecharae +tndo 2l naterinl infectndo con algdn asente
pratdgeno. "In nroblema que h~ empezado a inguietar en lc aque
reapectn 2l uso de 1~ mangre humane y algunos rroductos derivg
dog de data, ha sido la enericidn en pbroporciones epidémicas
del sfndrome de inmunodeficiencie adnuiride (SIDA), enfermedad
ernsnds nor un virus *rangmisible n travde de Flnfdo= orrdni =

con (104).
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Lo entérior, sunado & la dificulted vars conscguir un suministro
sdecusdo en centided y celidnrd de plesme, sl lento proceso de fa
bricacién (haste 65 semanes) y al elevado costo de le vacunas, son
- desventajas imnortantes del método de produccién (75,111).

Sin embargo, es necesario disnoner de uns vacuna contrs la hepa-
titis B, nrincivelmente nara su snlicacién en los grupos de =lto
riesgot: versonel de selud (cirujsnoe, médicom, dentistes, enfer-
meras, leborstoristaes), pacientes sometidos 8 tratamientos con
hemodidlisis y sus ayudantes, niifios cuyas madres sdquirieron le
enfermedad durante el eabaraso, pscientes sometidos & miltiples
transfusiones, farmscodependientes edictos s droges inyectables
y personas que habiten en zonss tropicales en les cusles le sani
dad es precaris (157). Se celculs gque el minero de vortadores del
virus de la hepstitis B en el mundo superas los 200 millones, con
la siguiente distribucidn geogrdfica (109): 0.1% en América del
Norte y Australias, 5% en Europa y en el resto de América, 7.5%
on los Estedos del Golgo Arsbe y hasta 20% en slgunss regiones
de Africe y Asias.

Bl virus de la hepatitis B adn no me ha podido cultiver en medior
celulares, y 108 pequefice animales de ledboretorio no son sumscep-
tibles & le infeccidn. .Sin embargo, se ha demostrado Que lss pro
tefnss seporades de ls cubierte virica, les cuelecs contienen el
antfgeno de superficie del virus de ls hepetitis B, estimilasn la
produccién de anticuervos protectores en el hombre. En base a
1o anterior, se inicieron éstudios fructifeios que actualmente
han permitido la prepsrscién de vacunss subunitsrias mediante la
Ingenierfa Genétioca (86,88,150). Esta tecnologis hs venido 8 re
volucionar por completo los métodos convencionsles de produccdiéSn
de vecunas virales. L& prepsrecién de le vacune contra la hepeti
tis B mediante el empleo de esta nuevs tecnologims se describe en
el cepftulo 3.4.



3. AVANCES

CIVNTTFICOS Y TECNOLOGICOS .
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3.1 VACUNA ANTIPOLIMIELITICA.

En lz actualidad existen dom tipoe de vacunas contbe la poliomig
1itis: la vacuna tipo Selk de virus fnactivados y la vecuna tipo
Sabin de virus vivos stenusdos. Desde que estas vecunas se in -
trodujeron en la décade de los siios cincuenta ha habido varios g
delantos en las técnicas de fabricacidén. encaminaedos a losrar u=
ne mayor vnroduccidn 4+ ¥acnne de sBlte calidnd al mennr costo, loe

cusles se describen s continuacidn.

3.1.1 Vacune antivoliomielftica de virus inectivados.
En 1o que remspects @ la vecune tipo Salk, les innovmreione~ mndg im
portentes residen en alguno de los siguientes aspectos (104):

=smpleo de diferentes sustratos celulares,

=produccidén de célules en gran escals psra propeger el virus,

~grado en el cusl le vacuna puede ser purificada actusluente,
Todos estos cambios han estedo orientados 2 producir el mdximo
rendimiento de ¢élulas con el fin de provagar los - -poliovirus ve-
ra producir vacuns en gran escala. Con este propésito, ge 817 Ve
tilizodo microscareesdores como sonortes pera el crecimiento ce—
lulai, los cuales son pequefias esferas de material inerte (gene-
ralmente dextranas entrecruzesdas), sobre les cuales las células
crecen formando uns monocapa (83). Aunque en la tecnolop{a moder
na de cultivo celular emnleando microacarreadores, se utilizaron
ariginalmente célules renales de monos obtenidss de una colonis
de monng criados en ceutiverio, el dltimo adelanto ha =ido la u=
tilizacidn de una lines celular contfnue, no tunorfsena, como les
células Vero (118), les cuales son célules de rifién de Mono Ver-
de Africano.
En la figura 9 =e presents el dianramsz de flujo mara 1la produc =
eién de l» vacunn 3e noliovirus insctivado= A a~caln industrinl.
Las célules Vero, tomadam de nna amnnl'eta del Banco celular de
fabricecidn (en el cusl ce coneeryer » =70°C todn o) mrterinl ce-
lular obtenido ror subcultivos en serie de célulem nrocedentes
i@ t~iido noranl qe rinén de Wone Verde Africrnn), me siembrsnen
s valamn- de an 1itmo de medis e 2nltivn aslulnr de Easla (72:0:),
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CELULAS VY=RO

| SIFUBRA CELULAR EN WEDIO EAGLE |

[ AsUsTE D= CONCENTRACION (11))

MICROACARFEA
DORES (5017

[INCUBACION EN RECIPIENTES DE 11 |

|2 PASES EN RECIPIENTES DE 5 Y 20 1

¥
f2 PASRS EN TANQUES DE 150 Y 1 000 1 |

| INOCULAGION VIRAL |

| TncuBACION |

= COSECHA

[ PILTRACION (1000 1) |

| vnrTRAPILTRACION (2 1))

!
| FTLTRACION EN GEL((10 1) |

[CROWATOGRAPIA DE INTRRCAMBIO IONICO (10 1)|

% —
[ InvacrIVAGTON (15 1) |

| PILTRACTION (15 1)}

| ¥EZCLA DE LOS TIPOS 1,2 Y 3|

[ENVASADO, ENGARGOLADO Y ETIQUETADO|

PIGURA Y. PROZESO D® PPODUC?IION DE VACUNA AMTIPOLIOMIELTTICA DE
VIRIIS TWANMTYADAS o [ Tawpw JELILARRS (CULITLAS VIRO) .
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sdficion~d0 e una solucidn cue contiene O+ 1 de aminodcidom no emen
cialem, 2.2 24 de »roline y nerinn, { de muero fotnl ic terners v 9%
de suero dz terners recién necids (ver snexo). Le concentrzcidn celu
lar inicial se ajuste » 108 células Vero/ litro de medic de cultivo
v se edicionan lor .microacarreadores (Cytodex 1), nrevismente hidra-
tados en solucidn snlina y esterilizados en autoclave (1159C, 15 nri,
15 minutos), en concentrscién de 5 ms/ml de medio de cultivo (33,57).
Los cultivos se incuben & 36°C con pgitecidn suave (60rrm) en un mn-
trez de un litro. Se efectden peser sucesivos (recembiando conertente
nente el medio e cultivo) heste obtener nn volumen de cultivo de 20
1itros en el tercer pese. Posteriormente, las odlulas =e cultivan en
un tengue de 150 litrom y pare el dltimo nare (5°) se utili7a un tan
que de 1000 litros, obteniéndose un rendimiento de 1.5 x 1012 cé1u -
las (87,153). Los cultivos celulares se inoculsn por separado con c8
da uno de los tres tipvos de poliovirus mencionados en el capitulo 2.
1.1 y se incuban a 36°C. Uns vez que se observe efecto citovdtico to
tal, la suspensién virsl se concentra mediante ultrafiltrscidn y ac
ipurfrios mediante filtracidn en gel en Sephaross CL-6B, sesnids ce
erometografia de intercaambio iénico en DEAE-Dextran=Snherosil {({'7).
Posteriormente el virus se inasctiva smediante incubeeidn con formiiLie=
ne 1:4000 e 37°C durante 13 dfas (153), y ls vacunas se envnsa en fram
con £dmpula de vidrio del tivo 1 (136). En la tabla 1 se presentan
las caracterfsticas generales de l2 vacuna antinoliomielftics inacti
veda producida en cultivos de células Vero ntilizando microscerreedo
res, las cuales =zon iguales a las deacritee pare la vacuns producida
por el método convencional.

El empleo de cultivos celulares con mieroscarresdores tiene muchas
ventajas (83), entre les ouales ae encuentran principalmente les si-
guientes:

a) Elevada capacidad de nroduccién de 1s vacuna debido a la gran
superficie de cultivo, por lo cusl ademés de nrovorcionsar sl-
tos rendimientos celularer y viralems utilizando relntiv>mente
bajos voliimenes de cultivo, re evite el enrleo ie metodologfins
tediosas, eguino complicedo y granden dress destinndam 8 la s
brie~cidn de la vacuhe. Estos sistemas de cultivoe coapnctos
mson e~necinlmente Htiles cunndo =& mrneian aicrourganiamos Ne=

térenos.
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b) Homosreneidnd del mimtem® de cultivo v» gue se nueien contrg
lar fdcilmente ndrame$ros frlaee cono oenolarisisd, ph, "re -
nién de rasen, eta, ademés de sue lags células miertas due~er
nsenararse fdcilmante del cultivo (floten en la superficie),
rermitiendo el enriquecimiento con célulee vivas.

¢) Simplificacién del nrocemo Ae comecha dehido a que low ndero
acarreadores con las ¢élules edherides en au sunerficie, -1
dimentan nor aravedad, lo cual evita ls utili~-scidén de Pro=
cesos de filtracidn, centrifusacién o nrolongasdos tiempos
de medimentacién,

d) Dirminucidn del riesgo de contaminacidén, ya que el eampleo
de microazcarreadores raquiere de rocos nesos, egpacio Yy ma=
terial. ;

La controversie -rinecinal de este nrocesc de oproduccidn de la va-
cune en rron escala re refiere a la inocuidad de las células Vero
me ne ntilizen, ve que dichss célulss son generslmente snormales
~demde el ~unto de vists ceriolégico, por lo cusl se he estableci-
40 q1e La vreuae no debe contener mecromoléculas bioldgicamente
2ehives derividas del sumatreto celuler, y por lo tento, los procg
dimfentos 3¢ concentracibn y purificecién deben eliminar coapieta
mente el ADN celular. En el anexo se nresents un resumen de las
vrued~a cue deden practicerse s las li{neams celuleres para su em =
nleo como medio e pronmgacidén viral en la produccidn de 1lef vrcu-
na (104, 118).

Ln vacuna de poliovirus inectivedos obtenida por este nuevo procg
20 eg virble 2 eacela industrial vy ne njurte a lne normas de 12 Q
M.S., nor lo cuel el adtodo fue 2utorizedo desde 1982 (87).

2.1.2 Vecuna antinoliomiel{tice de virus vivos atenuasdos.

Tn cuanto al vroceso de produccidn de la vacunr tino Sabir el ~ -
w-nne notahle conci~te en el tipo e sustreto celunlsar emnleado na
re la -ronaracidn del virus. Por lo dewdm. el nrocesc es hdsic -
men+e innua! ~1 ieecritc omiginelmante nor el Dr. finbin (canftuio
2.1.2).

2dund mnanba en tiende 2 utilizer o l4ivor e Ak’ rae 3y i Tor nm
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manas Dera wronazer el virus, en vez de los= cultivos de célulers re
nales de mono ya cue esntom dltimoms nresentsn srandes inconvenien -
ten: .

a) EL emcreo suninistro de cflulns vers preparar los cultivor,
Bl mono Zerconithecus, originelmente encontrado en Africa,
fue introdncido en el Caridbe nor merrinos mercantem hmce unos
300 afios, y utilizado posteriornente pers l2 produceidn dele
vacuna antinolionielitice. 8Sin emhArgo, la neceridad de dime
noner de meners continus de un sren mizero de monos nars 1m
fahricncién de l2 vacunn, he csumado cue el suminimstro de mno
nos sea cada vezr menor {(151).

b) Presencia de un gran nimero de agentes extrefios en los monos.
Los resultsdos de ls produccién de vacunn sntivoliomin~ilftice
obtenide en cultivos de células rensles de mono han puestode
manifiesto que machos de esos tejidos estdn contaminados con
uno o varios de los siguientes virus sfmicos: SV40, herpesvi
rus cercopitécido 1 (virus B), virus "espumosos", virus de
Merbugo y virus de 1a viruels del mono (105). Fgto imnlica
pérdidas en le produccién, ys gue los tejidcs contaminadoms
deben mer desechados, ndemds del riesgo existente en el mane
jo de estas células (11).

Por consiguiente, en le fabricecién de vecuness més recientes se ha
optado por utilizar cultivos de células dinloides humanss, las cug
les se obtienen de tejido pulmonsr embrionsrio (50,57). En la figu
re 10 se presents el Aisgrams de flujo del proceso de produccifn,
el cual, como ys se ha mencionedo, no difiere mayormente del des -
cerito originalmente poxr Sebin, excepto nor el empleo de diferente
cultivo celular. Las células, ya sea de la cepa WI=38 o de la cepa
MRC-5, tomades de uns smpollete del Benco Celular de Fabricacidn
(en el cusl se conmerva 8 =70°C todo el material celular obtenido
nor subcultivom en serie de fibroblestos de vulmén humano), se siem
bren en medio de Pasle (29) sdicionesdo de suero de ternera (ver a-—
nexo). Le concentracidn celular se ajurta a 600 000 células/ml y
los cultivos se incuban a 37°C durente 6 a 7 dfes. Posteriormente,
Los cultivoe =e inoculan "or menarado ¢nn lae tram cenar de poOlio-
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CELULAS DIPLOIDES FINIAYAS
i (#I=38 & NRC=5) !

| STEMBRA CELULAR EN NEDIO EBAGLE |
INCUBACION]

[ASUSTE DE® CONGENTRACION|

| tnocULACION VIRAL |

| COSECHA |

| suspEnsIONES INDIVIDUALES |

WEZCLA DE LAS SUSPENSIONES
INDIVIDUALES

FrLTRACTON]

ENVASADO

| ENGARGOLADO Y ETIQUETADO |

FIGURA 10. PROCESO DE PRODUCCION DE VACHNA ANTIPOLIOWMIWLITICA DE
VIRNS VIVOS ATRNITADOS BN ORTL.AS DTIPLOTDES HIMAWAS,
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virve indicadas anteriormnente en el capitulo 2.1.2. ¥y lon cultivor
celulrres se incuban a uhes teaveraturs comprendide entre 23 y 35°C.
Una ven cue el efecto ocitondtico es completo, se proccde 2 cosecher
ics virus ¥ & preparar ls vacunes trivalente tasl y como se deecribid
rara el mftodo convencionsle. La vacune antipoliomielftice de virus
vivos atenuedos preparade en cultivos de célulss diploides humanas,
presenta les csrecter{sticas generales indicadas en la tablas 2.
Le utilizacién de cédlules divioides humenss pars la fabriceecifn de
la vacuna resuelve loms prohlemas asociados con las célulee renales
de mono, y& que son ebundantes y exentar de sgentes extraifiogs. Ade~
adfs, eportan las ventejas de un sistems de lotes de sienmbre prims-—
rio, tanto al sustreto celulsr coso 8 los virus de sienmbra, nermi-
tiendo le consistencis y ostandarizaoidn de los cultivos vireslems
durante la fabricscidn de le vacuna, lo cnuel e= 1mnortnntp nars fe
segurar les condiciones necesarias pars mentener 1la seleccidén del
virus atenusdo.
Las vacunas antipoliomielftices de virus inectivados y de virus vi
vom atenuados anelizedss. en el presente cepftulo, aungue son alte=
mente erficeces, todavis planteon problemas caracterisicos de cads
vacuns (155). Esos problemes se podrien eliminer mediante la febri
cacién de vacuneas consistentes en preparaciones purificades de »pro
tefnas o péptidos inmunogénicos (9). Los estudios realizados en es
te campo han estado enfocasdos principalmente a los siguientes es -
pectonm:
a) Biosintesis de protefnas vireles medisnte le clonacidén de una
porcién del genoma viral en bacterias.
Se he logredo reslizer la sintesis de una de las proteinss
de la cdpside (VP1) de distintas cepes de poliovirus en Bac-
terias. “in embargo, lon niveles de protefns que se han obte
‘nido hen saido demnsiasdo bajos, lo cual es una limitecidn
pars ls produccién de vecunes(2, 92, 122, 123).
b) Sfntesim gufmics de oligopdrtidos.
Se hen sintetizeado qufmicamente néptidom de diferentesm Tregio
nes de la protefns de la odpaide VP!1. Los experimentos vrelji
minares indicAn nue Alrunoe de ector Ut~ mértidos, unido= a
une prote{na portadors, mon = arente ente nfe inmnogénicos
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que una meas eruivrlente de la nrotefrs VP1 ajirladn del vi-
rus, estimulan le produccién de anticuer»os neutralizantews,
¥ protegen contra 1e inoculecidn del virus n rnimsles de 1s
borstorio (31, 111, 155),

¢) Matapénesis dirigide.
Se ha determinedo la secuencis complete de nucleétidos y la

de polipéptidos de los tres tipom de poliovirus que se em -
plean en le febricacién de les vacuna ¢tipo Sabin (2,92,111).
Bl conocimiento de la relecién existente entre les ertructu-
ra del genoma viral y su funcidédn bioldgica, permite la cong
truccidén de nuevas cepes vacunsles gue no recuperen su viru
lencis, nars lo curl se emplean métodos bessdos en la supre
21én de ls inforamscién genética. En el futuro, se planea 1la
realizacién de experimentos en los cunlem el ARN dd los po-
liovirus quede mtagenizado para genersr mutantes de polio=-
virus con alteraciones especffices en el genoma. La existen
cis de esas mutantes permitird fabricer vacunas totalmente
ntaruades que no sufren una virulencie regresive degpuéds de
mL utilizacidn clinice (122,123).
La nroducciin de vecunas subunitariass contra 1la noliomielitis me=
dieznte la aplicecién de lom métodos de Ingenier{fa Genétice o sin-
tesie gqufmica, as{ como la produccién de vacunaes atenurdas emplean
4o ls mutagénesis especi{fica, se encuentra ain en etaps de experi
mentacidn, ain embargo, todos estos métodos ofrecen a futuro lea
Pabricecién de wvacunas contra la poliomielitis més inocuas, esta-
bles y eficaces a nn menor costo de produccidén (111).
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342 VACUNA AMPISARAMPIONOSA.

Durante macho tiempo, la vecuna contre el sarampién se ha produci-
do en cultivos crlulsre~ de enhridén de vollo. Pr la actualidad; ls
tecnolosfa mda novedoma consimte en ~ronagar el virus en cultivos
Ae célulem Aiploides humanns. ¥n al~7onoe neiscer, tale= como Irdn,
México y Yugoslavia, va ~e he utilizedo con éxito erte =edin Jde pro
nasecibén pars la feabricecidén (16,85,115,135),

Se han utilizado célules de la estirve YURC-5 (57) y diferentes ce~
pas adeptedss, tales como: AIK, Edmonston-Zazreb y Zagreb (table 2).
En le figura 11 se presenta el diaegrams de flujo del proceso. Vel
Benco de células diploides MRC=5 (en el cual re conserve & =70°C
todo el moterisd celular obtenido por smbcultivos en serie de célu
las fibrobldsticas de pulmén huseno), se toma una ampolleta contew
niendo las célulam y éstas se steabran en medio de Tezle (29) adi-
cionado con aminodcidos, nuclebeidos y suero bovino fetal (ver rne
x0)y, pars el inicio de ls produccidén de un lote. Las adlnlesn se in
. cuben & 37°C durante 6 a 7 dfas, tiempo en el c¢val 12 =nred i ter.
na de les “otellss que 'am contienen quedms recubierts de cé l-r.
Posteriormente, las célules se desbvrenden, se trensfieren e otras
botellas con medio nutritivo, se incuban, y a=si sucesivamente has=
ta tener entre SO0 y 1000 botellas con célules (er imnortente no
pasar de 1la generacién 28 4 29 en el momento de la inoculscién del
virue, y8 nue exiwmtirfs el riesgo de que las célules =e slteren).
Une vez que me tiene una concentrecién de 600 070 células viesblems
ooy mililitro de medio de cultivo en cada botella, =e inoculas el
virus y los cultivos se incuben & la tempersturs Sntime de lo ce~
pa que se emplee. Une vez gque el efecto citopdtico es completo,se
cosecha el Lfgquido que balle & las célules, se mezclan los fiufdom
recolrntad '« 1@ todss lam botellss v re envasan en fraacos dnmpule
c.tor dabzr. Pogteriornente ~e liofilizan, =e engargolsn Yy se eti
quetan {135%. Zn 1la tabla 10 ee nrecentan las cearacterfeticas re-
nerales de L= vannne antie: raanonoen nrencrada en célulse diniof

des humnnar (134,13%).



FPIGURA 11.

CELULAS DIPLOIDES MRC=5

| SIEMBRA CELULAR EN MEDIO EAGLE |

INCUBACION,

[aAJUSTE DE CONCENTRACION |

| INOCULACION VIRAL |

|WEZCLA DE LIQUIDOS|
FILTRACION|

| rrorInIZACION |

| ENGARGOLADO Y ETIQUETADO |

PROCESO D® PRODUCCIO? DE VACUNA ANTISARAMPIONOSA
BN CFLULAT DIPL- IDES HIMANAS,
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POPIOLA? Omds framco ccatienrne:
.Vacuna sntisaramnionoss nroducidas en
c€lulas dinloides humanas, con 1 000

DICT,.
DOSIS: Unfce de 0.5 ml.
VIA DE ADNON, : Suboutdnea.

Frasco danula con susnhensidn inyecta

PRESENTACION:
ble liofilizada nara 3,5 8 10 docis.
El eampaque contiene asgua dertilsds es
téril para la rehidrstacién.

CONSERVACICN: En refrigeracién entre 2 y 8°C, pro-

tesids de la luz.

TABLA 10. CARACTERISTICAS DE LA VACUNA ANTISARAMPIOUNOSA PREPA
RADA EN CULTIVOS DE CELULAS DIPLOIDES HUMANAS.

Ie v20un3? rreverade en oélulas diploides humanes, tiene la vents
je 30bre la vacuns producids en fibroblastos de embridn de pollo
Je que no cauga lss reaccionep slérgicas (fiebre y exmntema) que
ocagsionalmente pueden presentarse tras la eplicecién de esta 1~
time debido a les protefnes de las cdlulas de embridn de pollo.
Sin embargo, el msnejo de cultivos de células diploides humanas
implica algunag dificultadem técnicas, ye que se requiere perso-
nal altemente egpecializado y capacitado paeras descartar cultivos
con anomalfas ceriolégicas. El proceso demcrito en el presente
carftulo es tan novedoso que las Normes que 18 O.M.S. publica pa
ra le vacuna antissrampionosa, no contemplan el empleo de culti=
vos de célules diploides humanas actueslmente. Por tanto, en nueg
tro pafs, el control de calidad del producto se efectia en base
@ las Normas pare la vacuns antivpoliomiel{tica, las cuales se en
cuentran resumides en el anemo.

En la sctualidad, las investigaciones -nre el deperrollo de mejo
res vecunas contre el seremnidn se encuentran enfocodas, més que
8 loa métodos de nroduccibn, & resolver algunos de lom nrincina~
lee "rohlenca précticos.qgre ne dresentosn con le splicrcibn de lse
voaanee e ~a angaientwen die nnihles. Jichoe »rohlemas ne réfig

ren fundniaentalmente a la ertabiiidad y a la sdministracidn de la

vacuns.
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Estabilidad. .
=l problema de la estabilided de la vacune antisarampionoss, es
especialmente importante en zonas tales cowmo los pafses en desa
rrollo, en donie muches veces es diffcil el mantenimients de ls
refrigeracidn de las vacunss, las cusles se descomponea »or 1la
aceidn del celor, ceusando pérdides econdmicas considerstles.
Tara solucionar este probleas se han utilizado algunos agentes
qufmicos como estabilizantes, tsles como el sulfato de magnesio
0 la sacarosa. Recientementie se¢ Lws desarrollado un estabilizs =
dor aucho mée eficaz que otrus utilizados anteriormente, compaeg
4o por uns aezcles de gelatins parcislmente hidroiizeds, un medio
de cultivo celular (Medio 135, lMedio Basel de fagle. > medio. de
Bagle modificedo por Dulbecco) y un alcohol polihfdrico (sorivi-
tol, manitol o dulcitol) en solucidén emortiguadora de. fosfatos
(77)« El empleo de este nuevo agente estabilizador permite man=
tener la potencis de la.vacuna durente un periodo de haste sie-
te dfes a una temperaturs de 37°C (77).

Administracién. . . . )

Una consideracidn iamportente en el esfuerzo para reducir sl mi-
nimo el efecto. mundisl del sarampidn, hé gido ls seleccidn de la
edad Sptima pera la vacunacién de los lactantes. Le vacuna anti
garampionosa debe adainigtrarge s los nifios anteg de que tengan
el riesgo de contraer una infeccidn con sarampidn natural, 1lo
cual puede ocurrir incluso a los cuatro meses de eded. En un eg
tudio realizado en nuestro vafs (14) se determiné que los lac -
tantes menores de ocho meses de eiad presentan tftuios 3e aati-
cuerpos meternos residuales de 1:20 8 1:640. Estos anticuerpos
jmpiden que se produzca la insunizacidn contra la enfermedad
cuando los lactantes reciben la vacune entiscrampionosa viva pur
vfa subcutdnea(3).

Este problema poddia solucionarge con una vacuna que sea inuno=—
génica incluso cuando estén presentes saticuerpus asternos resi
dusles.
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T 4n wie easaye uvifnicu rcsdasawo en .€xico (icd), ln vesuna aie
tisarempionosa viva, asdministrada en forame ae aserosol por viu
intrunasel, indujo una respueste inuune en ni.ios de suuird a
scis wmeses de edad yue presentabun antes de ia vacunacidn i-
tuloz de anticuerpos de origeil waterno de 1325,

Lil: embargo, se requieren investigaciones wdiclo.cles pars lg
mostrer la inocuided ue ia vuluile 8ero&OLiuuda, Yu yuae, -l =
que nasts @i womentu no Se LAN Preéseilcedo redceiones suvelrsus
deLidas & su aplicacidn, podrfs preseutarse Une Lrogresids nea
rolégica dircectu Jel virus desde la ..ucose nesal al cereuvro
por vfa olfsiiva, trigeminel o a travds de ies neuronses saito=
nénicas(3). Adeads, sv regyuiere de ads informecidn aceaw: Jdo
la facilided de¢ ls adninistricidn, estabilidad y costo de la
vacuna. -

La aplicecién de esta vacuns puede no ser Util en pafsea desg
rroliados o en.pafses en lus cueles la vacuns. antisarampiono=
ss ge adainistra combineda con la vacuna contra la rubeola o
contra la parotiditis (o ambag) (112,125). Sin embargo, la u-
tilizacidén de vacuns antigaraapionosa. aerosolizeia en los pai
ses en desarroilo especialmente, tendrfa la ventaja de uar a
los programes de inmunizacidén ua periodo mfs largo durante el
cusl vacunsr a los- niios antes de que presenteran un riesgo
de enfermedad nsetural, coamplicaciones y amuerte (127).

En el futuro es posible que se disponge de otros adtoios de produg
cidén de la vccuna antisarampionosa, por ejemplo mediznbte la Tecno-
loglu de ADNW recombinante (115). Tia emvargo, con las vacunay de

que se dispone actualmente, es tecnolégicamente posible La vacuna-

eién mundial contra el gareapidn,
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343 VACU™A AMNTIRVARICA.

Nemde ~nue ne 2omnrobd nue el virus de Lr rabir mede rroprgerse en
cultivose de c¢élules, se iniciaron trabajoe tendientes 2 obtener u-—
nes vacuns que ne csauscre reacciones secunderies edversas. Fl Comi-
té de “xpertos de 1a 0. S. en Patronem Bioldépicos (93), sugiere
que no se utilice tejido nervioso de animnles adultos pere la pro-—
duccién de le vacuns antirrdbica, y en =u luser se emnlee tejido
nervioso de animrles recién nscidos o, mejor adn, cultivos celula-
res. Se han utilizmdo oultivos de 6élulas de rifdn bovino, de ri -
Aéri de perro, de rifién de héaster, de embridén de pollo o de psto ¥y
células A4 loides humanam (6,47).

En 1la figura 12 se presente el diagrama de flujo del proceso de pro
duccién de la vacuna sntirrébice preperade en cultivos de célules
dinloides humnnes. Del Banco de células diploides WI-38 (en el cuml
re coheerva & -70°C todo el materiasl celular obtenido por subculti
vos en <erie de ¢élulas fibroblésticas de pulmén humano(50)), se to
mh ung arrollets conteniendo les c¢élnulas, y éstas =e siembran en
tiedic Hs2rcial ti{1ino de Fegle (29) enriquecido con suero de terne
ra sl 10% ¥ con 5x107;UI/1 de 4lorhidrato de tetwaciclina (ver sne
x0)y pare el inicio de la produccién de un lote. Las cflulas se in
cuben @ 37°C durante 7 d{as, tiempo después del cusl se retiras el
medio de cultivo y se edicione medio de Eagle nuevo (sin suero de
terners) sjustando la concentracién a 600 000 c¢€lules viables por
mililitro de medio de cultivo.

Lar cdéluler ~e inoculsn con la ceps Pitman Moore de virus rdbico
(con un tftulo de infectivided de 106'7DL o/hl), pera que log cule-
tivoe se infecten @ razén de 10 DL5°/bélule. Se adicionan 100pg/ml
de DEAE=dextrsno y los cultivos sme incubsn dursnte una hors a 36°C
pars que el virus se sdmorba. Posteriormente se retira el virus de
eiembras y l2s cdlulas se lawn doe veces con nmolucién sslinn amorti
guads con forfntos. Se adiciona Medio de Tagle con doble centidad
de bicerbonato de sodio y 0.2% de alMimine gsérica humena, y los cul
+#ivos se incuhan durente 4 dfes 8 une tempereturs de 317,5°C(66).
Posmteriormente ae recoce el tfquido infeccioso y =sc clarifica me =
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diente centrifugecién durante 20 minutos a 2000 rpm. Deepude, el vi-
rus se concentra utilisando slguno de los tres métodoa aiguientes(Wi)s
1) Precinitecién con scetato de zinc.
A 50 partes del 1fquido infeocioso de cultivo tisular a pH = 7,
se agrega une parte de solucién 1M de acetato de ~inc a pH = &
Le mezcla se dejs en reposo durante 12 horss, y después se re~
coge el precipitedo formadoycentrifugendo durasnte 40 ainutos a
2000 rpm. El precinitedo se resurpende en solucién mnturads de
sal disSdice de EDTA y me clarifica por centrifugacién durante
20 minutos & 2000 rpm.
2) Sedimentaocién por centrifugaciédn a gren velocided.
El 1fquido infeccioso se centrifuge a 4°C dureante 60 minutos,
8 una velocidsd de 22 000 rpm utilizando un rotor de portetu-
bos besculantes SW 25.1 de una centrffuga Spinco. ElL virue rd
bico, cuyo coeficiente de sedimentasocidén es 600 s, se recoge
en al precipitedo, el cual me resuspende en solucién amorti -
gundorz de cloruro de sodio O0.13¥, Tris 0.05 M y EDTA 0.001¥,
%) C1+rafiltrecibn.
E}! LlLi{ouido conteniendo el virus, se filtrm en una membrana de
nitroceluloss con poros de 0.01Pn -} 0.01§Fm, utilizendo un a=
narato de filtrecién con filtro Sertorius SM12 133. Posterior
.mente lp suspensién me esrterilize con formaldehfdo al 2% y me
1lava con une solucidn msaline amortigusds con fosfatos. Finel-
mente se clarifice por centrifugneidén durente 20 minutos 8 U=
na velocidad de 2000 rpm.
El virus concentrado se purifice mediante el método de cromestogrra =
f{e de tamiz molecular en columnee de Sephadex 6-75, pera separar
los viriones de las impurezss de bejo peso molecular y de la albimi
ne. Le suspensidn se centrifuge en un grediente de sescaross de 10 a
55% y desmués wme dinliza (121, 144).
Pinalmerte el virue se inactiva con beteprouniolactonr 1:4000 duren-
te 18 horps = 4°C y 2 horas s 27°C. La innctivacidén %ambién -mede e
fectuarse meii-~nte rndiacidn cor 1nuz ultravinletr (canf{tulo 2.3).
La vacune, aiicionndms con 150ps/ml de neomicina. re envame en frem-
a9~ d-vale. Leie onracterf{rticAam ~nncr Lem de ectp V- 2une ae rresen-
t~n - 1a £2 s 11,
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PORMITL AL ' 2ade dosic acntieone:’
Entre 10°°% y 107°2 uFp, (2.5 y.I.)
En caso de prp-exposicién: Tres in-

nosIS:
yecciones de 1 ml los dfee 0,7 ¥y 21
S 28,
En caso de nost-exnosicibn: Cinco in
recciones de 1 ml lros dfes 0,3,7,14
y 28,

VIA OE ADHOV, Subcutdnen,

PRESENTACION: Fresco émvula con una dosis.

CONSERVACION: En refrigeracidn, entre 2 v Re,

TABLA 11. CARACTSRISTICAS GENERALRS DE LA VACTIMA ANTIRRATGICA
PREPARADA EW CULTIVOS DE CELULAS DIPLOIDES HUMANAS.

Les veacunas producidss en cultivos celulares son inocuss y tienen
un elevado noder antigénico, lo cual permite disminuir el nirero
de domis pers la vacunsocidn en el hombre, miendo é-ta una ventaje
importante en comparaeidn con otraes vacunee fabricadas medisnte md
todos convenciongles, con les cusles los largos eaquemss de inmn-
nizacién requeridos (14 inyeccionem) resulten bastante molesctos m
ra los nacientes.

Sin embargo, existen slgunas dificultades técnicas en el menejo
de cultivos celuleres, ya que =e requiere personal altesmente espe
cislizedo y capacitedo »ara demcarter cultivos de e¢dlulas dirloi-
des con anomal{ss cariolégices. Ademém, el conto de ln vacuna es
elevado, ya que en el proceso de produccidn se utilizoan métodos de
purificacién y concentrecién costosos debido & los bajos rendimien
tos del virus que se cobtienen. No obstante, en slgunos paises, co
mo Francis y 1a Remiblica Federal Alemana, ge produce comercial -
mente una vacuna prenarada en cultivos de célulms dinloides huma=
nam (98).

Actualmente, la vacuna producide en células diploides humanas se
utilize en varios naf{ses, entre los que se encuentran Estrdoe "ni
dos 3e Américe, Reinn 'Inido, Francia, la Remiblic» leldmica del I
»En v laeair news! (A5 198}, In wvancia me Arodune temhidn e
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na vecuns antirrdhier utilizendo cultivors Je edlulne reneslee de
embrién bovino, en lom Pafses Bajos la vecuna se nroduce en cul
tivos de célulars de riiin de perro, en Janén se utilizen culti-
vos de célnulea de embrién de nollo, ¥ en le Unidn de Reriblicen
Socialisteas Sovidtices y otros pafses del este de Suropa y de
Asiz ge utilizen cultivos primerios de células de rifén de hémg
ter (98).

En el dltinmo decenio, le= actividedes de investigracidn enc~mina
des 21 deearrollo de vacunas antirrdbices subuniteriee mediante
1a Ingenierfe Gendtics han conseguido progresos notables. Se ha
podido determinar la comnosicidn del deido nucleico y de las cin
co proteinas (G,N,M,,Ma y L) del virus de 1n rabis (98). Se han
clonsdo todos loe genes de las proteinss estructursles, excep -
tusndo el que codifice pars le sintesis de le protefina L. Rl gen
de la glucoptotefns se ha podido insertar con éxito en B. coli,
en el virus de la veaoccinias y en el virus del papilomes bovino (63,
156). Aungue estos andlogos de la glucoprotefne han demostrado
tener getividad semejante s la glucoprotefns virsl auténtics en
enraroe in vitro, sifin es necesario efectuar estudios paras demog
troer su inocuidad y efectividad mediante pruebss de proteccidn
en animales contra el virus de pruebs letal.

Por otro lado, sme han asintetizado sproximadamente 26 péotidos,
los cuales representen verios segmentos de secuencias de aminog-
cidos del virus rdbico. Aunque verios de los péptidos son inmung
génicos en animales de lsboratorio, hamta shore ninguno ha podi-
do dsr proteccién contra une inoculsciédn de nruebs del virus(98,
111). En los Bstados ynidos de Norteamérica, se utilize une ve-
cun2 subunitasris preparads medientes la rupturs del virus por un
tratamiento con tri-—-n-butilfosfeto y polisorbsto 80, hnactivada
quinicamente con betaproniolactona (125).

La producciédn de vacunes antirrdbicrs subunitariss mediante le
biosfnteeim de orotefnce sntigénicas y ln afntesis quimice de pép
tidoe, ofrece a futuro un producto inocuo, efectivo, de bejo con
to y de altr c¢olidad.
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3.4 VACUNA ANTI-HWPATITIS B.

El mfs reciente svence en le produccién de vacunse virsles, con
siste en el empleo de la Ingenierfa Genética, el cual ha permie
t1do, mediente lLe tecnologf{s de ADN recombinante y la sfntesis
qufmice de péptidos, el desarrollo de procesos de produccidn de
vacunas virales totelmente innovadores.
En el caso de la hepetitis B, este evance es especislmente iampax
tente »ruesto que el virues es dAiffcil de cultiver in vitro, elmi
mero de egpecies susceptibles & le infeccidn es reducido y el n¥
todo convencional de producc16h de la vacuna, en el cual =e aig
1a el antfgeno de sunerficie del virus de le hevstitis B s nar=-
tir de plasme humeano, presente grendes dificultades en cuanto a
la obtencién de materias primes y & la purificacién adecuada de
la vacuna, addmés de que el proceso de fadbricecidén es muy largo
(65 sem2nas) y ed costo de le vecuns es elevedo(111).
Graciss & la Ingenierfa Genétice, mediante la tecnologie de ADW
recombinente, estos problemsas son emplismente superedos, ys que
el método es relativemente sencillo, no es riesgoso rorgue no se
trabs je con el virus infectsnte, es econdmico y se obtienen al-
tos rendimientos. Ademfs, la vacuns fabricads utilizando ests
mieva tecnologfa, es igueslmente inmunogénics que la obtenida de
plasma Bumano y results muy refinada en cuantoc 8 gu componente
activo, nuem se excluyen especies conteminantes gue se encuentren
en las vacunas elaborsdas por el mnétodo tradicionel. La ausencia
del virus Qe Yo henatitis B intecto y de proteinas humenas, eli
mine la »nomihilidad de que se presenten infecciones secundaries
o0 rescciones dé sutoinmunided como resultado de la sdministra -
cién de la vacuna(25). )
Ee produccién de vacunse medimnte 1la teenoligis de ADN recombBi —
nante, consiste de lss miguienten etopas (148):
a) Aislamiento de ~7enem v clonrcidn moleculerr.
Bl fen que codifice »are le sinterie del antfgeno, se nis=
1a del virus (150) v nosteriormente se inserta en in vec =
tor moleocnujar nare que ~ueda .ntroducirsc en un sistems Je
rrnaafarmanci in gelnlar ae nermita oo cxnrecidn,
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Se han utiliz do como vectoves: nldanidos breterinnos, vldanmi
dos de leveduras y slgunos virus, teles como el virus del pa-
piloma bovino ¥ el virus SV40 (63).

b) Traneformncidn de las células hudsved con los vectores recom—
binentes,

El genome virel integrado al vector amolecular, denominado veg
tor recombinante, se pone en contacto con un cultivo celular
edecundo rara que sme introduzca en las céluless huésved ¥y puew
da expresarse posteriormente (111),

Como sistemas de transformecién nueden emvlearse cdlules de
bacterias, levaduras, snimales o vegetales (88).

¢) Exnresién del ant{geno.

Pors que el antfgeno, cuya informeacién gendtica se ha integra-
do 21 genoma de une célule huésped, nueda expresarse ol repli
eargse l2e células, se requiere un gen yromotor, es decir, uns
regifn del ADN celuler que la ARN polimerases de la célula még
ped debe reconocer pera iniciar la trangeripeidn. Como promo- -
tor medie utilizarse une regién del ADN de la céluls gque codi
ficue pern lr sfntesis de una de sus protefnas (88).

d) Extraccién de vprotefnes y purificacién de le vacuna, _
Une ver que las cdlules se han multiplicado y han producido
une centidad sdecusde del sntfgeno proteico, se procede o eig
lar éste dltimo, pare lo cual les célules se colectan por cen
trifugacién y se lisen mediante homogeneizacién del cultivo,
empleando pequefisp esferas de cristal. Las proteinas libersdas
por las célulss se purifican utilizeando un método alitamente
especifico, como la cromatografias de inmunoefinidad (75).

En el método de sfntemie qufmica, se aislan las protefnas inmunogd
nices del virus utilizando anticuernos monoclonales, y se determi-—
ns su secuencis de aminodcidos. Una vez conocide diche secuencia,
lag protefnas (o néntidoe) nue formerdn le vacuns, se sintetizan
directamente, o bien se sintetizes el sen que codifica prra la »nro-
tefna bosdndose en la secuencia de data ¥y nosteriormente ~l ren ain
tético se clone mediante la tecnolosfe de ADY recombinonte. Le tec
nolopnfo e ADM recombinente y ei métxi~ e sintenis cuinice pare
12 =wadurei dn e vacunne svMmnitariar. ~e itaetran en 1= fimara, 1.
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Lom esdelantos en Ingenierfs Gendticm han vermitido Le clonescidn v
gecuencieei&n del genoms virel completo del virus de le hevrtitis
B (150), ¥ los genes que codifican pnara la efintesie de loe dife -
rentes ant{genos han =ido identificrdos abriendo la posibilidad
de 1a expreridn de estos mediante diversoe sistemze de transformg
cién. Las etapas del proceso de produccidn de la vacunz anti~hepg
titis B mediante la teonologfs de ADN recombinnnte se prerentan
en le fisura 14. Pare le preparacidn de lm vecuns se utilize el
subtipo sdw del antfgeno de suparficie del virue de la hepetitis
B, y se produce en cultivos de fermentacién de Is:levsdure .Sac-
charomyces cerevisise empleando un vector de expresidn que usa lsa
regién 5 vecinn del gen de le deshldrogenssa alcohélice I de 1la
levedura como promotor (75). Ls secuencia de nucleétidoe que codi
fica pare ls sintesis del antigeno de superficie del virus de 1=
hepatiti=s B, fue airlada de un fragmento TeqI-Hpa I de 835 pares
de basea (74,150). Este fragmento contiene 26 pares de bases pre-
cedentes 8l triplete AUG, el cual codifice para la sintesig del s
ninodcido +4erminal N—metionins del ant{geno de superficie del vi-
rae de 12 hoostitis B maduro. El fragmento de gen del antfgeno de
superficie del véarus, vé enlezado el gen promotor de le deshidro-
genass slcohSlice de la levsdurs (DHAI).
Bl vlésmido recombinente estd formsdo por las siguientes regiones,
las cueles se esquemetizen en la figura 153
- vector pBR322 de E. coli .
- un origen de repliocmcidn derivedo del plédsmido de Qp de 1la
levedura (2p ORI)
~ el gen trp 1, el cumsl es un marcador de auxotrofis sl tripte
fano, utilizedo en la seleccidn de células transformadsa Ade
levedura,
- el nromotor DHAI insertado en la regidn que contiene la ia
formecidn de resistencie & la tetracicline (tetT) del pBR172,
-el gen que codifica pers le sintesis del ant{reno de runerfi-
cie del virus de la hepatitis B (HBslg).
Las célules de la cepa XV610-8C de l» levedura, nme trenaformen u-
+ilirsrndo ol nldmmido recombinente de~crito (pHBS-16), en el curl
el nen del an«{rpno de ennorficie del virue re encuentrn en Ve ~im



57
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FIGURA 14. PROCESO DF PRODUCCION DE VACUNA ANTI-HSPATITIS B
MEDIANTE LA TECNOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE.
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TTGITRA 15. PLASHIDO "WTILTZANO PARA T.A EXPRRSTON DET ANTTGENO
DE SUPERFICI® DET. VIRUS D@ LA HRPATITIS R
FEY LEVADIRAS,
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mr orientrcidn (5%=2') nue el fen rronotor DHAYI. Para efectusr le
tranaformacisn, lses loevaduras se traten con zimolesa y loes esferg
pleator rerultantes se incudsn con el vector pHBS=16 en solucidn
de polietilénglicol y cloruro de calcio. Pars selecciocnsr las oé-
lulss ya traneformadas, la levedure =se incubz en un medio exento
de triptofano, compuesto por 0.67#% de extracto de levaduras, 0.5
de fcidoe casamfnicos y 2% de glucosa. Las levaduras tronsformadsc
ae colectsn nor centrifugecidn y =e =someten 8 un tratemiento de
rerenerscidn de le pared celnlar (88).Ciand Yas célula se encusn-
tren en la mitad de la fese logrrfimicns de crecimiento, se colec~
tan por centrifuagecién y me lisan medisnte homogeneizacidén con eg
frram de crimtel de .45 a 0.50 mm de didmetro’ (150).

Lee partfeulas de entfgeno superficisl del virus de le hevatitis
B liberesdas, se purifican del extracto clerificndo nedisnie cromg
tozraffs de inmnoefinidad utilizando anticuerpos contra el anti-
geno de superficie del virus aisledo de sangre humsna, obtenidos
en cabras (75).

El rendimiento obtenido es de 2 a 5 pg de antfgeno de muperticie
de 12 hepatitis B por cade 200 ml de cultivo de levadura, calculg
do mediante el método de Radioinmnoandlisis (150).

Le forms predominante del sntfgeno de superficie del virus de 1l=
hepetitis B producido en levadureas, es Como particulss esféricas
de 20 nm, con denaidad, coeficiente de pedimentacibn y propieda-
des inmunogdnicas igueles &l antfgeno de superficie obtenido de
plasme humeno. Bl antigeno obtenido en levadure es una protefne
no glicoeilsds, con peso moleculsr de 23 000 Aaltonm, nero la ali
cosilacién no er neceraria para conferir propiedades itnmunogéni-
ces 8 la partfcula (150). Se requieren’sdn. ensayos clfnicos pars-
probter 1e efectividad .e~inocuided’de la vacune contra .ls. hepati-
tis B producidas mediente la .tecnologfe .de ADN recombinante, pero
se caloula que en un fnturo cercano se fabricarén vacunas alte -
mente purificedas, meguras, efectivas y econfmicas en gran esca=
1a (148).

%e ha renortado el emnleo de otroes vectorer que utilizan como mo
motores lon genes e la fosfetesse dcids represible (86,90) o de
la 3l-fosforlicererto cinree (54 se Ssccheromyces cerevimine; b
teaiéndoce nartfculmm inmnosénicas de 22 nm iel antfgeno de snu-
nerfictie de In repatitir R,
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Tambidén re han intentedo untilizer cono sisteme de transformacién,
cflulas de B.coli y célules de menfferos. (25,86), pero el rondi =
miento de antfgeno obtenido es muy dajo, asdemds de que el nroduce
t0 es inesmtable y puade ceusary: efectos adversos en el orgenismo.
Recicentemente, se ha deserrollado una vacuna vive recombinente(6))
utilizando el virus de 1la veccinia, el cuel no es patdgeno para
1e especie humana. El gen que codifica peras la sfntesis del sntf=
Zeno de suverficie del virus de la hepetitis B, me enlezs al gen
de un fuerte promotor del virua de la vaccinia. Este ADN recombi-
nante se inserta en el virus de le vaccinia, ¢on lo cual, durente
¢cade ciclo de maltiplicecidn de éate, el gen del antigeno de su -~
perficie del virus de ls hepatitia B re express bajo.el control
del promotor del virus de 1ls vaceinia, con 1o cuel se tiene une
vacuna "viva" que aintetize y msecreta el HBgAg (148). Esta vacuns
“yave" tiene 1la. ventsja: de que se imita le infeccidén natursl Pe
ro £in causar la enfermedsd, sdemfs de que le dosis requeridas es
menor que la que se necesita utilizaer con la vacuns obtenida en
laveduras, ya gue este dltime permenece menos tiempo en el orge -
nigmo debtido 2 que no se sutoreplice. Sin embergo, hay ciertos
problenes £ticos méms que técnicos por los cueles 1ls O,M.S5. dess -
prueba 1sa utllizaciédn de la vacunas "viva®"(63), entre los cuales me
encuentren lors siguientest

2) Adn se conoce muy poco scerca del mecsaniemo de stenuscidn

" del virus de lgp vaccinis.

b) El virns de le veccinia infecta a un zran ndimero de hués-
pedes, y sus manifestaciones clinices varfan mucho y de m
nere impredecible de especie a especie, por lo cuel la trarg
misién del virus puede ocurrir de snimeles 81 hombre y vi
ceversa,

¢) Cn beseen 10 anterior, no puede permitirse la deliberads
diseminacién de un orgaeniamo recombinante en el ambiente.

Aunque 18 vacune 'viva'" puede vroporcionar grendes vents jes, sin
es necesario efectuar investigaciones adicionsles que vermitends
terminar le segurided de su 1tilizecién.
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Les vacunns virsles son satérieles biolégicos susceptibles de rer
.feccionnr con le finslidad de obteaer productos altamente inmuno-
génicos que no cousen reacciones sdversiss debidas & = aplicecidm
Los avances en el camvo de nroducridn de vacunasg virslee hrn per-
nitido el desnrrolloe de nuevoo.proceaos, los cueles hen sunersdo

a lon métodoe convencionnles en curnto ¢ leo sctividnd, inocuided,
egtabilidad, dianinucién de efectos gecunderios ¥ costo de lma vp
cunss. A continuecién se analizen lom asvectom eanecificos még re

levantes concernientes 8 cadr vrouns?

a) Vacune sntivoliomiel{tica.

Exi~ten don tinoe de vacune snti=noliomielftice: de virma innctive
dos (tivo Salk) y de virus vivos atenuados (tipo Sabin). Bl méto-
do convenrional de nroduccién de arbag vacunes utilisa teiido re-
nal de mono como medio de propagmcién viral. Sin embargo, la airi
culted caede ve=~ mayor de coneeguir ¢ loms monos, y especialmente,
el elevado »iaaro de contaminacién del producto dedido o le sran
variedsad de virus presentes en los nonos, son factores que han si
do determinontes en el desarvollo de nuevos mdtodos gue saneren
estas dificul todes.

Para la vacuna tipo Salk, me desarrolldé un proceno de produccidn
en gran egcale nue utilize como medio de prope~acidn virel una 1
nea celular contfnuas no tumorfgena (como lams células Vero) cultio
vads en microecarresdores. Este método nermite obtener un elevado
rendimients de la vscuna a bejo coesto, £in emnlear equipo comrli-
endo ni ~rrndes dreess vars la fabricrneidn. El wvroducto obtenide
as altomente inmunogénico e inocuo, =in embergo, dehido & que las
1{neas celulares contfnuas utilizadas en la produccién son enorma
les desfe el nunto de vista crrioldgico, debe efectusrse un rigu-
roro control de cAlidnd nue asegure que los métodos de concentrr-
cidn r nuritic2nidn uttlizndos eliminan nor comnleto el ADN celu-
Lor,

Pare la vacune tino Sabin, el avance notehle en el nraceco de nro
duceidn coneinte en la utilizncidn le cultivos de ~dlulne diploi-
de~ hmanae. 1o cual resnelvs 1 ne mvaWiemes pentisdos con el M=

nlan~ ln 1ap 26lul»e renrles ie mono, vr
aomY rfenni s o0 Aaknndovd gie

s o arandotkoe, n)Yo .
-

tre @ centce ertratioe v pnevaiten 1n
cién de 1nm cnltivos vireles vara l»n fobricecidn de le vecuna.
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h) Vgeuns =zntisarcnnionosn.

Pera’ le produccidn de vncuna antismrsam-ionosz, tradicionslmente se
han emmlendo cul+tivos celularee de fibrohlastos de emhridén de ncll.
L2 vacnna ohtenida es oficasz e inocus, aungue e¢n al<sunos individuos
suncaentibles nuedern nrercntoarge fiebre ¥y nxantemn comn resceionee
sacurvieriasr 2 1o w-eounaciédn. Para evitar diches reaceiore~ debidzs
n lam protefnns del pollo, el virus se sdentd al desarrollo en cul
tivog de céluleg diploide= humaras. Con esta nueva vacuna se redu=
ce la prbahilidad de la aparicidn de reacciones adversass, sin em -
wnrao, el monejo de lag células dinloides imnlics 2lgunas dificul-
+ndems técnices, ye que se requiere personal altamente egnecieliza—
do y capscitndo para descrriar cultivos con snomaliss cerioldgicas.
Actualmente, las investigecione~ nares el desarrollo de meiores Vva=
cunas contre el sare~nién se encuentran enfocrdas mds que 2 los mé
todos de produceidn, a la resolueidén de algunos nroblemas »réctices
relacionados con ls snlicseidn de 1la vacuns, como gon: la estabili
.dad, para lo cual re han deserrnllado diversos agenter estabiliza-
dores eficaces, ¥ la sdministrecidn, para lo cual la vacuna se ha
aplicedo en forma de merosol nor via intranasal, obteniéndose una
respuesta inmune satiafactoria adn en presencis de snticuernos ma-
ternos residuales, lo cuzsl no ccurre cuando la vacuna se administre
vor vim subcutdnee.

c) Vacuno =ntirrdbice.

Pares la prroducecidn de vacurn antirrdbics, el avance fundemental ha
regidido en el medin de rropngacidn ‘virsl emnleasdo. Inicialmente,
el virus se cultivaba en el cerebro de animales 2dvltos susceptiltles
a le enfernedad, sin embargo, le vecuna puede provocar encefalitis
© regccionees loceles sdversss debido 2 la precencia de factores nen
roparaliticos como 1= mielina, nrocedentes del tejido nerviomo del
animel uwtilizado; ademfs de gque nern la adminiatracién de 1la vacu~
nn, me requiere de un ~ran nimerc de do=is (14 inyeccione=;. Pars
reducir el rie=z0 ocue rre~enten les gistancias neurovaral{ticas, se
introdujo el e=nleo le teiido nervioso de Animales recién nacidos,
en log cueles la concentracidn de dicham suctancias ens minime; ain
enbarso el ninero de dostes reguerido nara la sorliczcibn de le vacu
n® ea slto (14 inyeccinnes). )
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Como alternative para eviter las rencciones advarsae préduciﬂqa nor
le=s vacunrs breparadas en tejido rervioso de snimzles, suriid el en
pleo de huevos embrionados de peato cono medio de pronagacidn virael.
Sin embergo, la veecuna hreparada nor egte método czei no se utilizn
pues es noco inmunogénica, se requiiere de un gran nineroc de dosgic
para su arlicacidn (14 a 21 inyvecciones) y bduede hrovocar reaccio-—
nes slérsicas debido a las proteinas del huevo.

71l vroceso de nroduccidn de vacuna entirrdbica mfe reciente utilizo
cultivos de célulag diploidesn humanas como medio de propagecidn vi-
rel. La vecuna obtenida en cultivog celulares es inocun ¥y tiene un
alto noder inmunogénico, lo cual permite disminuir el mismero de do-
sis para ls vecunacién del hombre (6 inyecciones), lo cusl es una
aran ventajs en comparacidn con los métodos anteriores. Sin embargag
el menejo de cultivos celulares implica 18 participacién de verso-~
nal altemente esmspecializado y cepecitado pera descartar cultivos de
células -diplojdes con anohalfes carioldgicas. Por otra parte, el
costo de 1z vacuna es elevado ya gque en el procero de broduccidn se
utilizen métodos de concentracién y pvurificacidén caros debido al ba

jo rendimniento viral que se obtiene.

d) Vacuna anti-hepatitis B.

El proceso tradicional de produccidén de la vacuna contra la herati-
tis B coneriste en aislar el anti{genoc de superficie del virus de 1l»
hepatitis B 5 partir de la sangre de portedores de la enfermedad.
La vacuna es inmunogénica, =in embargo bresenta algunas desventaijnms
entre les cuales se encuentran: la dificultad para conseruir un su-
ministro adecuado de plasma, el lento nroceso de fehricacidn (5635 neg
mznes), el elevado costo de la vacuna y, princinelmente, el riesgo
de contaminacidén con microorganismos procedentes de la sangre e
los donadores=. )

El virus de la hepatitis B no se ha rodido cultivar on nedios celu-
lares, sin eabargo los svances en Inpenieries Gendtica han vernitido
el Adesarvollo de une vacuna gubuniteria, io cual hr venido & revolu
¢ionar por comnleto los métodos convencionmies de produccidr cde va-
cunag virelen. T=%ta nueva vecuna, obtenide meiiante ia biosfntesis
3el antf{geno de suverficie del virus de la hepatitis 3 en levadureas,
=s igualmente innunosdnics que la obtenids Hor ol adftoio convencio=
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nal, es econfnice ya que sl método es relativamente sencillo y se ob-
tienen altos rendimientos de sntfgeno y, »rincipalmente, ea inocus »a
gue pars su fabricacién no re utiliza el virus infectante y se exclu=
yen microorsonismos conteminantes y vrotefnos extrzfias que pueden ecn-
contrarse en las vecunas eleboradas a partir de sengre humcne.

Bata nueve tecnolosfa ofrece a futuro la droduccidn en nran encale de
vagunoe subuniteries eficecee e inocuas a bnjo comto. contra lems en -
fermedades ceoussdas nor virus.

e) Vecuns antismarfliocs.

Cabe mencionar que respecto s la vacuna contra la fiebre emsrille, la
cusl se prepara tredicionalmente oropagando la cepm 17D en huevos ef-
brionados de pollo (103, 125), la utilizacién de los huevos lidbres de
gérmenes (146) ha constitufido un avance de aran importsncia an l-~ tec
nolog{a de produccién de vacunas virales.

Afortunadamente esta enfermedad estd préxima a ser erradiceda (97) ya
que las zonas endémicas de fiebre amarilla se encuentran delimitadss
¥ bajo control.

La informacidén referente a los procesos de produccidn de esta vocines
no se encuentra disponible en nuestro pafs por lo cual este temn no
me tratl ampliamente como en el ceso de las otras vacunas vresentesdas
en este trebejo, sin embargo me considers conveniente mencionar este
Progreso ya que forma perte importante de ios avances en la produccién
de vecunas virsles.
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Los procesos de produccién de vacunss virasles que se hen denn~
rrollado hasta eshore, bésicamente consisten de las mismas eta-

pag: inoculacién de la cens virel en un medio adecuasdo para su

pronagncidn, cosecha dsl virus; vurificseidn, insctiveecién (en

el cago de vacunas de virus inactivedos) y envasado; con exgepn
cién del método convencional de fabricecidn de vacuna anti=he-
patitis B, el cual es un proceso totalmente novedoso y diferen
te en &l drea de produccidén 4de vacunss, ¥y que consiste bdsica-
mente en aialar y purificar el antfzeno de superficie del vimnwe
de l8 hevatitis B a pertir de la mangre de portedores humanos.

Las diferencias de los métodos revortedos pars la produccidn
de vacunss se refieren & alguno de los siguientes aspectos:

a) T.po de vacuna,
Existen vacunas de virus insctivedos y de virue vivos a-

tenuados. Bl proceso de atenumoidn de le msyorfo de len
vacunas actuales hs sido empirico, por observacidén de qua
los pases seguidos y frecuentes de sbundante inbculo vi-
ral seleccionan mutantes avirulentes. 38in emberso, nues—
tros c¢onocimientos de Gendtica Viral estdn lo suficiente
mente avanzados para proponer procedimientos racionales
que pueden aplicarse a la seleccién de cepas atenuadas’
mediante métodos de mutagénesie esvecifica. “n el caso
de lag vaocunas de virug inoctivedos, se han utilizndo mé
todos ffmicos y qufmicos que han demogtrado ser eficeces
para le inactivecidn de los virus; los primeros parecen
conservar mejor lss propiedades antigénices del virue,
sunque. requieren del empleo de equiro costomo y complicn
do.

b) Cena virel,
Se hrn aislado diversas cepas pares la nroduccidn de vacy
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nes., las cusles difieren entre < en sus carascteriamticne
de inmunonenicidad, srado de atenuacidn y crnacidrd Ae
proneascifn en diveraos sustrntos celnlares.

ec) Medio de nroneqeeiédn del virus.
Dado que los virus cerecen de mequinaris enziméticz nro-
viz, en nocesario que el nedio emrleado vara sa Irosnndne—
cidn contenga células metabSlicamentz nctives. En el em—
pleo de diversos medios de provsgaciédn viral, rndics uno
de los mfs imnortantes avances en le wroduccibdn de vacu-
nes vireslen. Los sustrator que se han emnrleado nara el
cultivo de virus pera la nroducridén de vacunes son:
1. Animnles vivos
?. YWavoe embrionndon 2a ave
3. Pultivos de tajidos:
~De cédlulaes snimales o hunanas
=01 nicroscarreadoren.

tdanfe ~3 btra bechro otroe ndelentos importantes tales como:
eialeninate a2 cerdae mie ~tepuadas v de mayor estebilided, ro
duceidn de e€1lnlas en ~ren ascals, empleo de agentes coadyuven
tes y estabilizadores mds efectivos y nuevos métodos de purifi
cacién.

Los procesos de producecibn de vecunas més recientes me han de-
sarrollado enfocados hacies

1. E1 empleo Ae medios de propagacidn wiral que disminuyan
la nosibilidad Ae nue me presenten rencciones sdversas de
bidas 2 ls administracidn de la vacuna, para lo cual =e
han utilizado cultivos de cédlules diploides humanas, deri
vadas de tejido pulmonar embrionserio.

2. La mayor nroduceidn de células para el cultivo del virus
medisante el cmvleo de microacnrreadores, los cuales son
penuriins esferes inertes ~me =irven le eoporte nara el cme
cimiento de las cdlulas en forma de monocape y, debido e



la aran surerficie de contacto, 1lm erneeid=d de »roduccidn
del virus aumentn considerablemente, evitfindoce el uso de
equino comnlicado, metodologfa tedioms ¥y srandes voliumenes
de cultive, lo cusl disainuye los costos ¥ el rieego de con
teminacién del producto.

A pesar del importante progreso reeligado hastz hoy, todavia
es necesario mejorar slgunas vacunas viricae en cuanto & su
actividad, inocuidad, estebilided, disminucidn de efectos se
cundarios y del costo del producto.

Los avances en el cempo de ls Ingenierfa Gendtice hen venido
a revolucionar por completo los procesos de produccién de va
cunas mediante la aplicacién de 1ls Tecnolosrie del ADN Recome—
binante y la Sintesis Qufmica de Oligopéptidos. Hay dos es-~

pectos de la elaborscién de vacunas en los cusles dichas e
nicas son en potencis tiles:

f. Obtencisén de cepas atenuedag por mutegénesis especiien
para la produccidn de vacunas de virus vivos aterundors
inocuas y estables.

1I: Produccién de componentes antigénicos virales mediante
sfntemis biolégicea en bacterias o levedurses, o sfnte =
sis quimica para la elsbhoracién de wvascunse subunitaries.

Mediante la Ingenierf{a Genética se han logredo importantes a
vances en la vnroduccién de vacunas enti-hepatitis B, anti-in
fluenze y antirrdbica; y es posible que en un futuro préximo
se desarrolle un grsn nimero de vacunas mediante la aplico -
cién de esta nueve tecnologfa.
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Pars las campafiag de inmnizscién masiva se recomiende la adninis-
trecién de vacuns antipoliomielftica de virus vivos stenuados pre-~
parada en cultivos de células diploides humenas, ya que es altanmen
te inmunogénica, inocus y no nresenta problemas resnecto a la ob =
tencién de meteriss vrimas, lo cusl es una gran venteja en compara
cién con 1la vacune febricada en cultivos de células de mono, ade =
més de que estos dltimos frecuentemente se encuentran conteminados
con une pran varieded de microorgaenismos de origen sfnmico.

El proceso de produccidn de la vacunm antipoliomielftica de virus
inactivados ha tenido un avance notable de sran utilidad psrs su
produccién en gran escela. Sin embargo, el uso de ests vacuns se
limite para personas que presentan inmanodeficiencia y en lss cne-
les ee riesgomn ls splicacilbn de vacuna de virus vivos.

La vécuna contra el garampidn preparsda en cultivos de cdlalzs di-
Pliocdes humanss se produce ectuelmente en nuestro nafs. si1yve 3o
considera que la probabilidad de causar reacciones secunderiss es
menor que gi se adminietra le vacuna preparada en cultivos celula-
res de embrién de pollo, la baja incidencis de dichas reacciones
no justifios lam dificultades y el comto que implica el manejo Ade
las c¢élules diploides humanes,

En el camo de la vacune sntirrdbica, el método de produccién en
cultivos de cdlulams dinloides humznas tiene las zrandes ventrjze
de que se elimina le posibilidad de que se rresenten reacciones ad
versas debidaes a la vacunacidn, y dado que el producto es altamen—
te inmnogénico, el nfmero de dosim pars la vacunecidn del hombre
es menor de le mitad del mimero requerido nor l@s vecunes nroduci-
das por métodos tradicionsles, lo cuzl justifica el emnleo de las
células dirloides~ humanas,.

El avance mie sobressliente en el dres de produccidn de vncunrs vi

rales es el desarrollo de vscun~e subunitmriag mediante 1ln Ingenjea
rfe Gendtice. Im utilizacién de e=ta nuev= tecnolozfe para la pro-
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Auececidn de vacunss o= emnecielmente importente en el ceso de enfer~
medades como la hepatitis B, en la cunl el virus es altemente infeg
cioso y diffcil de cultivar in vitro, el ndmero de especies ruscebd=
tidles a 1a enfermedad or reducido y el método convencional) de pro-
Auccidn, edemds de ser lento y coetoso, presente algunas dificulte~
des en cuanto a la obhtencién de materias dprimap y & la vurificsecién
edecusda de la vacune.

Mediante ests nueva tecnologfa, he aido posible el desarrollo de va
cunas contre la hepatitis B, le rebie y la influenza (125, 150, 156),
¥y re eatdn efectuendo estudior tendientes » producir vacunes sudbuni
tariss contra le poliomielitis y enfermedades causadas ~or hernesvi
rue (92,148).

En el futuro, ls Ingenierfs Gendtica ofrece la vosibilidad de produ
cir en gran escela y @ bajo costo, vacunas suibunitariass eficaces e
inocues, contra un gran mimero de enfermedades virales. Esta es una
. #ren interesante de investigecidén para todos squellos profesionis -
tas relacionedos con las Cienciss de ia Salud,
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8,1 NORIAS PARA LA VACIMA ANTIPOLIOMIELITICA IMACTIVADA.

8.1.1 Definiciones.

8.1.2

8.1.3

Se entenderd por Vaccinum poliomyelitidis insctivetum una sus
pensién scuose de virus poliomielfticoe tipos 1,2 y 3 obteni-

dos en cultivoes celulsres, e inectivedos.

Normas generesles de fabricecién.

Los locales de fabriceoién se descontsaminardn ontes de au em—
pleo ¥y no debe haber més cultivoe que los que hayan sido apro
bados pars utilizarlos en la produccién de la vacuns. El per-
=onal debe ser smano e inmune s los tres tivos de poliovirus.

Inspeccién de la produccidne.

a) Inspeccién de las materiss primes.

La produccidn de le vacunas se basard en un sistemas de lotes
de siembra. Podrd utilizeree cuslquier ceps siempre que 1ls ve
cuna se ajuste ¢ lam presentes norass. El virus de siembrs no
deberd haber sufrido ads de 10 pases @ partir del lote de siem
bre utilizedo rara la produccién de ls vacune, '

Si se emplean cultivos de cédlules reneles de mono como medio
de rropagecién virel, deberdn utilizarse monos senos, de une

" especie anrobada nor le Secretarfe de Selud y gue no heyan ai

do utilizedos previrnente con fines experimentsles. Si =e uti
lizan ¢élulea Ainloides humernar o linesr celuleres continuem,
1ns célulsa deberdn ecer registrsdas nor lo que resvecta 8 sus
ceracterintices de nroliferacién, geneelosn{s, cariologis y via
bilidad Aurente el almacenamiento.

El suero empleado pars la pronsgacidn celular deberd ser pro-
bado 8 fin de demostrar la aumencis de bacteriass, hongos, mi-
conlemnsm v gérmenes natdnenos de la emnecie de origen del e
ro. Yo se empleard nenicilinn en ningune etaps de la »roduce~-
cibn.

h) Juttivom nelnlaras ntiii~n3d s eo~n temtiron.

De La snenencrién 2eluler demtinrds & le nrodun~ifdn de la vacn
ne, op tomayrd nna mnatrg nrre npanr vrew Anltivoe celularea teg

ti~ap, A~ Japnip, v innanin@doa, an Aakictn de deennhriv 1- pre
.
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rennin de log sinmmienten sjenters extreiiog: virus hemndsorben
" %28, hernegvirvs sinicos (virus B) y virus SV40,

c) Precaucionea gue deben tomarse en la fabricacidén.
Si me utilizs suero nars 1la prroragzcidn de cultivos celuls -~

re~, la concentracidn del nismo en la vacuna no serd sunerior
a2 1 ul/l. Wo deberd emplearse nenicilina en el medin de cul-
tivo celular ni en el vivico.

A) In~neccidn en las fases monovalentes del nrodncto.

Cuando las pruebas en las cdlulag testigo han demoestradn ~ne
las eélulas mon satisfactorias, vueden mezclarse lns suspen~
miones individueles viricas de esas células y tonmrrse mues -
trags vars practicer lag gsifuientes pruebas:

1. Identificacién de virus SV40.
Se cultiven mueetras de cada mezcla monovalente produci

da en cultivos celulsreos de rifién de mono, en cultivos
celulares de Cerconithecne rars detectar 1la presencia
Ae virus SV40 o0 de otro agsente extraio.

2. Identificacidn e virus B.
Se inoculan muestras de cada mezcla monovalente droduci
da en cultivos celulsres de riiién de mono, er conejos 2
dultos ¥y sanos rara deteetar la nresencia de herpesvi -
rus s{micos.

3. Prueba de identificecidn.
Se identifica el virus en la mercls monovalente median-

te praeba de neutralizecién con sntisuero esrecifico.
4. Prinebas de esterilidad.
Se determina ls esterilidad bacteriasne y miecdtica de cg
da mezcle monovalente mediante incubacidn de d=tes enme
dio finfdo con tibglieolato de godio y medio Sabouresud
L{quido, reenectivamente.
5. Titulaeidr del virne.
Jade mezclas debe present=r un tfitulo no menor a 1O7DBBT
nor mililitro utiliesando nn lote de cultivo tisuler dJde
sencribilidad normal.
fs Prueha de inactivecibn.
“e toman meertras e oadn me=cl~ monovalente y se incecu

1an en sultivos tieulerree nara comprobar 12 aucencia de
virue “nliorielfticos infectmnter,
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e) Inspeccién del vpreverado trivelente a arenels

" Pars formsr un producto trivalente 8 aranel sélo se unirdn

8.1.4

8.1.5

las mezclas monovelentes que seslin se haya comorobado, sean
gatigfactoriss. Se verificardn las pruebes de inactivacién
r de esterilidad descritas anteriormnente. Si se afladen agen
tes conservadores y otros aditivos, no deberdn ejercer efec
to perjudicisl sobre la inmanogenicidad del preparado tri-
valente a granel.

Envesado y recipientes.

Los envases serén de vidrio incoloro y completamente trans
parente para que puede apreciarse cualquier cambio de as =~
pvecto de la vacuna. Pueden usarse envases de una o varias

dosise

Inspeceidn del vroducto final.
Del lote de envasado se tomardn muestras pore realizar las
siguientes pruebas: .
1. Pruebas de identificacidn y activided.
Cada vacuna se someterf a un ensayo in vitro pare de-
terminar el contenido de antigeno y una valorecidn in
vivo para establecer la respuesta inmunitaria. La ves+
lorzeidn in vitro puede efectuarse mediante fijacién
del complemento, ELISA, difusidn en gel, inmnodifn =
8i8n redisl o valoracién redioinmnoldgica. El ensayo
in vivo miede efectuasrse medisnte inoculacidén en ratas.
2. Pruebas de esterilidad.
Se determinard la esterilidad becterisne y micética de
cade lote de envasado, mediante incubacidén de estosm en
medio flufdo con tioglicolato deé sodioc y medio Sabou-
roud 1lfquido, respectivemente.
3. Prueba de inocuidad.
La atoxicidad de la vecune definitivamente enveasada sge
comprobard mediente pruebes en el cobeyo y el ratén.
4. Contenido de nitrégeno proteico.
El contenido total de nitrdégeno proteico de la vacuna
antivoliomielftica (inagtivada) no debe exceder de 10
ug nor dosis humnana.
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8.2 NORMAS PARA LA VACUNA ANTIPOLIOLIELITICA ORAL.

8.2.1

8'2.2

5'2‘3

Definjciones. -
Se entenderd por Vaccinum poliomyelitidis nerorale una preng

racién de virus nolionieliticos vivos y atenusdos de los ti-
nos 1,2 y 3, obtenidos en cultivos in vitro de células id6 =
neas, elesbornde en forms adecuada para la administracidén orel,

Normes senersles de fabricascién.

Los locales de fabricecidn se descontaminerdn antes de ini -
ciar la nroduccidn de la vacunz. Z)l personal debe ser sano e
inmune » la poliomielitis. En log locales de produccién sélo
se podrin introducir los cultivos celulares que hayan sido 8
probodos nara su emrlec en la produccidén de la vecunse

Inapeccidén de le nroducciéne.

2) Inepeccibn de las msieriass primes.

La vroduccidn de la vecuns deberd basarse en el gigters de lo
tes de piemnbra del virus, el cu=l deberd ester exento de vi-

rus extrafios erceptibles. Las cepas empleades en la brepara

cibn de lms vecuna deben ser inecunégenss e inocuas; en la &Ce
tuelidad se utilizen prizcinalmente les cepaa Sabin,

€i se emnleesn cultivos de célulze renanles de fMono como medio
de vrovagacidn virel, deberdn utilizoarse monos sanos, de una
egpecie anrobads por la Secretsrfs de Saind y que no hayvan
sido utilizados nrevirmente con Tinem exnerimentales. Si  se
utilizan cultivos de célulee divrloif s humenes, la cens celn
lar acentada y de la cual se hryan derivado las célulss Je
giembrs, ha de egtar identificada en 1o gue ce refiere 7 7
nealogins, ceracter{sticas de mltiplicecidn, marcndoras gend

ticos, susecptibilided virzl, condiiciones e almacenz iento

v carioloafa: = 1eWerd cornrobrrme e egtf Likre le cunl =-
quier ~rente extrerio medirrte pruedhas ern snimrles, huevos en
brisncdne » ceultivne neolulsres.

h) Precauciones que deben tonrree en la fabriaraidn,

84 me ntilizan ~nltivos de células ren~les Ae mono nrra 18
nranacacibdn nl virusm, éetns no dehardn haber ~ido nhtenidre
noy “ronaaacidn 21 sevie. i me utilize cunroc animel news 1n
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vroncgacidn de las células, no deberd cetar presente en el
medio de mantenimiento desmds de lo inoculacidn del virus
€510 se inoculerdn con el virus los enltives celunlares” que
estén exentos de signos de degeneracibn. Se “eisrdn culti-
vog celulereas sin inoceular (testiso=) »werr investigar l-
presencin de asgentes extrafiosy, tales como herpesvirus cer-—
copitéeido 1 o virus hemadsorbeontes.
Si se utilizan cultivos de célules dinloides humsnas pare
la propagecibn del viFus, sélo =e enpleardn cultivos de cf
lulas derivadas de uns siembra celular exentz de snomalias
carioléaicas. Se hardn nruehss prra la investigaecibn de vi
rus extrafios, becterias, hongos y micoplasmes prerentes en
los cultivos de produceidn, y pruedbss de investigacibn de
virus hemadsorbentes presentes en los cultivos teastisos.
e) Inspeccién de lar suspensiones individuales.
Las suspensiones de virus se recolectardn en los 4 dfas si
guientes a la inoculscidn virsl y nunca mfe tzrde. En meg
tras de csda suspensidn individual se hardn le=s siguientes
pruebas:
1. Pruebss de esterilided.
Se determina la esterilidad bacteriana y micética de
cada susvensidn individual mediante incubecién de dg-
tns en medio flufdo con tioglicoleto de sodio y medio
Sabovreaud liquido, respectivemente. En ceda susvensiln
individual debe investigerse tembidn lz presencia de
e tuberculosis y miconlarmas mediante aétodoc auntori
zedos por la Secreteria de Salud.
2. Identificacidn de virus SV40,
Se inoculan muestrae de cada suspensidn individunal en
cultivos de células renales de monos de la misma eare
cie v de otra diferente de la empleads pnarn la nradug
cién de la vscuna, y en cultivos de células hunznas
(si la vacuna se nroduce en cultivos de célulea diploi
des humenas), rera investigar ls pre~encia de virus SV
40 o de otro sgente extrafio.
3, Identificecién de virus B.
Se inoculsn muestras de cada su~vensidn individusl en
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cultivos de células rennles de conejo para investiger le
presencie de herpesvirus cercopitéocido 1 (virus B) y de
otros virus extrafios.

Pruebag en animeles.

Lag suspensiones individueles se inoculan en conejos, co
bayos, ratones lectentes y ratones adultor para investi-
gar la presencie de virus B, M._tuberculosis y agentes ex
trafios patdgenos pars el retén, respectivemente.

Agentes conservsdores y estabilizasdores.

Los agentes conservadores o estebilizedores que se agre-—
fuen 8 las suspensiones individusles 0 8 la suspensién

‘granel no deben menoscebsr la inocuidsd ni la votencie de

la vacuna.

4) Inspeccién de la suspensién & granel.

En la preparacién e inspeccién del producto scabedo a granel,
se tomerén las precsuciones necesarias pers evitsr su contemi
' nacién y se someterd s los siguientes pruebsas:

1.

2.

3.

4.

Pruebas en animales.

Cede suspensién s granel se soneterd s las pruebees en a—
nimasles descritas anterioraente para inveestigar le vresen
¢cie de sgentes extrafios, & no sexr que ye se hayan efectas
do diches pruebas en las suspensiones individusles.
Prueba de identificacidn.

Bl tipo de virus poliomielftico contenido en la suspene
#i6n 8 grenel se tdentificard por métodos serolégicos, u
tilizando sueros monoesvecificor.

Titulecién del virus.

Se deterninerd la concentracidén de virus poliomielitico
infectante en la suspeneién a granel filtrade utilizando
cultivos celulsres y expressndo el resultado en UFP por
mililitro o DIGTsO nor mililitro.

Pruebas npryr verificsr le conmtancia ds las carncteri-ti
cag del virs,

El virus noliomiel{tico de la suspencibdr s granel re eo-
meterd A nruebre commarrtivrm con el lote e mie.hr~ con
AY Fin o werificey crye el wivne o+ ap enfrid: modifica—
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ciones en el curro de su multilicacién durante la »repers
cién de la vacuna. Las pruebams que se realizen son lap =j-

guientems
n) Prueba de neurovirulencis,

b)

En estes vrueba se compara las petogenicidad del virue
de 13 musvensién & granel con el virum de referencia,
en lo que resnects sl nimero y tipo de lesiones nrodu
cidas en el sisteas nervioso de monos Mscaca o Cerco-
pithecus. Lam observeciones clfnicse e histopatolégi-
coen no deben revelar une diferencis significeativa ae
patogenicidad entre el virus y el msteriel de referen
cin.

Pruedbas in vitro.

El virus de le susnensién = granel se incuba o las ten
peraturas de 36°C y 40°C, pars esvaluar su capacided de
renrocduceidn en comnaracidn con el lote de siembra.
El titulo daeterminedo @ 36°C, tanto en el cemo del wvi
rus de le suspensién a asranel como en el del material
de referencia, debe ser sl menos 100 000 veces mayor
gue el determinsdo o la teaperstura ads alta.

Pruehas de esterilidasd.

Se determinas 1@ esterilidad bYecteriana y nicética de le sus
venmién a arsnel en medio flufdo con tioglicolato y medio
Satcureud lfouidy, respectiw mente.

8.2.4 Bnvesndo y rocipiéntoe.
La vacuna deberd envosnrse en framcos dmmla dmbar. El envasado

se llevard s cabo de menera que no nroduzce ningune contamine -
cidén o slteracién del producto.

8.2.5 Inapeccién del »rodveto acadbedo.
Se tomerén muestrae de cada lote de 1lensdo nara someterles a
las sirnientes nruebss:
Prueha de identificrcién,
Los ti-os de virne noliomielftic~oe contenidoe en el nrodug
tn Finnl en identificerdn mrdiente nrmehee carald-icce nti

1.

VirAnd ~ ~aernae naranemacfficon,.
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Pruehne de emtorilidad.

Se determinord la esterilidad bYascterisns y micé%ice de leo
vacune lfauida, mediante incubacidén en medio flufdo con
ticglinolato de sodic vy medio Saboursud liquido.
Titulacién del virus. .

Se determineard le concentracidén de cads tino de vivim no-
liomiel{ftico vor meparsdo en cultivos celulsres, previamen
te neutrslizando los otros dos tipos de polioviras con sug
ros monoespec{ficom. '
Pruehag de inocuidad.

La inocuided se verificard mediante nruebar heendas en la

inyeccidén perenteral de le vecuns el retén, 21 cobayo osl
cone jo.

Estabilidad.
Las vacunas se someterd s uns prueba acelersds Qe estebili-

ded, incubdndole & 37°C durante 7 dfas, determinando el tf
tulo de virus antes y dempuée de la incubacién.



8.3 YOPMAS PARA LA VACUNA AMNTISARAMPIONOSA VIVA.

8.3.1

80352

8.3.3

Dafiniciones,
Se entenderd por Veccinum morbillorum vivum una vreneracién

de virus saraapionoso vivoe atenuado, obtenido en un cultivo
de tejidos primesrio.

Wormas generslees de fabricecidn.

Los servicios de produccién e inspeceidn deben ser indepen—
dientes Yy sus respectivaes funciones ectardn berfectamente de
limitedas. En los localem de fabricsciédn no se sutorizard 1a
introduccién de estirpes celulares continues.

Inspeccién de ls produccién.

a) Inmpeccidn de las materiss priass.

Le produccidén de le vecuns me bapard en el sictems de lotes
de siembra. Las cepas de virus del serampién utilizedaes pa-

. ra le produccién de le vacuns no deben hasber sufrido ningdn

nase an estirpes celulares contfnuae y deben ester exentes
d2 neurovirulencia. Los animeles utilizados nera nrepsrar
los cultivos celulares, ya sea que se empleen cobayos, bovi
nos, perros: o embriones de pollo, deben estar exentos de a-
gentes patégenonm.
Cada lote de siembra se cometerd a las prueba=m necesaries @
ra comprobar que emtd exento de cuslcuier agente microbiano
viable extrefio. El virus de la vacune acebade no deberd es-
tar separsdo por mée de diez nasem en cultivo tisuler del vi
rus utilizado para le prepesracién de la vacuns.
b) Preceuciones que deben tomsrse en ls produccién.
Del tejido utilizado pere cultiver el virus sarampionoso se
preparardn cultivoms testigo, en decir, no inoculsdos, con
objeto de descubrir la presencis de ogentes extralfior median
te las siguientes nruebes:
1. Identificeciédn le virus hemadeorbhentes.
Lrs canes celuleres formadas en un cufrto 2 un tercio
dAe lom recinientes temtisn ar nondrdn en contacto ~on
hemat{en de cobavo nere decrfubrir P nrac~encina de vi-
rus sensibles s Ls hemadeorcidn.
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2. Pruebna de los cultivos de tejidos.
De la mencle de.lf{quidos brocedentes de los cultivos
testigo se tomerdn muestres peara investiger ls pre -
sencia de agentes extrefios mediante inocnlecidén en
cultivos de célules de hombre y de mono y en el sis-
teme de cultivos tisulaeres pers la producciédn de 1la
vacune. ’
3. Pruebas complementarias.
94 se utilizen cultivos de embridén de pollo para 1la
produccién de la vacuna, en uns muestra de la mezela
de l1fquidos tomedos de los cultivos testigo se inveg
tigard le presencia de virus de la leucosis avier.
Si se utilizen otros tejidos pera le fabricacién de
la vecuna, deberf investigarse la presencia de asgen=-
tes extrasfoe t{picos de las especies de que procede
el tejido cultivedoe.
Los tejidos usados para la preducciédn de le vocune se cul
tivardn en condicionee asépticas. El medio de mantenimien
to de las células no deberd contener proteinas, suero hu-
meno ni penicilina. En el momento de la recoleccidén del
quido de los cultivos de virus, se tomerdn muestras para
efectuar prubass de esterilidad y titulacidén del virus,las
cusles se describen més adelante.
c) Inspeccién de las mezclas de virus antes de la clarifi
cacibn.
La mezcla de virus se nreparard a psrtir de une suspersidn
individual o de une mez¢cle de suspensiones individuales ¥y
se gometerd s las sigunientes pruebes:
7. Pruebas de esterilidad.
Se determinard la emterilidad bacterisna y micétice
de crda mezclea de virus mediante incubacién en medio
flufdo con tioglicolnto de sodio y medio Seboursud,
respectivemente., Deberd investigarase tembién la pre-
cencia de micoplasmra mediante un método autorizado
por la Secreter{s de Salud, as{ como le presencia de
M. tuberculosis de origen humano, bovino y avier. .
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2. Pruebes en cultivos de tejidos.

En una muestra de ceda mezola de virus se investigerd
la presencia de agenter extraillos amediante inoculecidn
en cultivoe de célules de mono, de humsno y del tipo
utilizado para le prevaraecién de 12 mezela de virue.

3. Pruebas en animnles.

“ade mezcle de virus se inoculs en cobeyos, ratonsee a
dultos ¥ lectentes, y huevos embrionados de gellina,
con objeto de descubrir la presencie de M. tuberculo-
sis, agentes extrarios patSgenos vara el ratén y =2gen—
tes extrefios atribuibles a 1la mezcla de virus, reedveg
tivamente,

4. Pruebas complementeries. ’
Cada mezcla de virus se someterd & las pruebas coaple
mentearias descxritas anteriormente.

4) Clarificacién e inspeccifn de la mezcls de virus clari=
ficadas.

La mezcla de virus se clarificsrd nor un aétodo que mmesu-

re la elininmcién de todas las células intactas. Ademds me

de hacerse & la mezcle la prueba en el mono nera investi -

gar la presencia de agsentes neurctropos.

e) Inspeccidn de 18 suspensidn acabada a sranel.

La susvensidn scabeda & granel se preperard e partir de u—

na o mds mezclas de virus clarificadas. Pueden sfiadirmse e-

gentes estebilizadores o diluyentes que no sean nocivos sg

bre el producto en lgs concentraciosnes ntilizrdin~. Dohardn

practicarse les pruebss de esterilidrd mnencionndasg previzs—

mente en coade suspensién scabada a grenel.

Envasado y recivientes. .
Tl envasgsado me efecturrd en condiciones amdpticman. Puedeon
utilizarse envames individuslea o de varias dosicn.
Tnspeccién del nroducto finsl. .
Vel lote 1e envssado =e tomardn rmestras nara reslizer l-=s
eisujientes vrnebdbase
1. Pruehn Ae identificncibn.
La pruebs de identificacidn se efectusrd nl menoe ern
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un recipiente de csde lot~ de llenrdo, mediante 1la prue
he e neutralizacién en cultivo de tejidos o la de inhi
biecién de la hemaglutinecién con inmunosueros especffi-
com.

Pruebas de esterilidad.

Se dewrminerd ls esterilided bacterisns y micética de cg
da lote de envesado, medisnte incubacidn en medio fluf-
do con tioglicolato de modio y medio Sehourrud l{gquido,
respectivamente.

mitulacién del virus.

En ceda lote de llenado se de¥rninerd la concentracién
de virus vivos por titulacidn en un =mimtemes 1e cultivo
tisuler spropiasdo. Bl titulo no debe ser inferior a 103
DIOTSO.

Pruebes de inocuidade. 7

La inocuided del lote de llensdo se comproberd mediarite
pruebss de inoculecién por v{a parenteral en el cobayo
y el ratén.

Contenido de protefnas.

Si se utilize un suero snimal en alguns fase de la fabri
cacidn, su concentracién en la vacuna reconstitufda no
debe exceder de una varte nor milldn.

Inspeccién de los recivientes definitivos.

Todos los recipientes del lote de llenado serdn objeto
de une inspeccidn visual y ee desechardn todos aquellos
que bresentes anomelfams,

Pruebe de estabdilidad.

La vacuna se someterd s una prueba acelersda de estabili
dad, incubdndola & 37°C durente 7 dfas, determinendo el
t{tulo virsl antee y despufe de le incubscién.



8.4 NORMAS PARA LA VACUNA ANTIRRABICA DE 180 HUMAMO.

8.4.1 Deriniciones.

B.4.2

8.4-3

Se entenderd por Vaccinum rsbiei (ad usum humanum) una prepa-—
racién lf{quida o desecsda de virus rdbico "fijo" cultivado en
tejido nerviomo de snimmles, en huevoms embrionndox de nata o
en cultivos celulares, & inmctivado por un método adecusdo.

Normes generales de fabricncién,

En 18 produccién de vscuna antirrddbice sélo intervendré perso
nal que no hays aanipulado odros amicroorgenismos infecociosos,
ni animnales en el misno df{e de trabs jo. Los miembros de ese
personal habrdn sido declarados ssnos despuds de pasar por un
examen médico y deberdén ser vacunedoe contre la rabis,

Inapeccidn de le produccién.

a) Inspeccién de les aateriass primes.

Le preparacién de la vscuns deberd baserse en el empleo de un
afi=tans 1e lotes de siembra de virus. Se utilizerd une cepa
*£1a" de virus rdbico, la cusl se caracteriza por tener un
periodo de incubacién corto, esteble y reproducible cuando se
inyecta vor v{e intracerebral en enimeles idéneos.

Como medio de propamgacién virsl pars ls vroduccién de la vacu
na pueden utilizerse animsles, huevos eabrionados de nate o
cultivos celulsres. Si se utilizen animales, sé8lo se emples =
rén aquellos que emtén exentos de todo s=igno de enfermedad, lo
cusl se detxraminard manteniendo s los snimsles en cusrentens sn
tes de la inoculseidn del virus de siembre. Si se utilizan lug
vos embrionados, estos deberdén obtenerse de crisderos senos y
les aves deberdn emtar exentas de infeociones por Salmonella,
Mycobacterium avium y otros microorganismoe patégenos nare
los patom. 9i mse emvleen cultivos celuleres, emto= deberdn ha
cerse conr tejidoa procedentes de snimeles manos, y libres de
agentes infeccioeos tfpicos de 1ls ermpecie de que me trate (po
110, perro, bovino o hémster). Si me utilizen células dipnloi-
des humanag, deberdn haber gido cnranteri~iadns remnecto o ou
genenalonfe, saracteristicae de ~rolifcrocibn, vishilidad, co=-
riclosfn y emtpr exentam :ie -rentes extrr-ios detectrblen.
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Pl suero utilizado pars la pronagacidn de c¢élulas deberd ane—
1i7zarse pars demostrar que ectd libre de bacteries, hongos, mi
coplagmas y gérmenes patdgenos de las especlies de origen del
suero.
Los lotes de siembra de virus de trahejo no dehen ertar smep-
rados por més de 5 vases del lote de siembra primario, ¥ e
rédn someterse a las siguientes pruebes:
1. Prueba de eaterilidad.
Se determinard la esterilidad bacterisna y micética de ca
de lote de siembra mediante incubacién en medio fluido
con tioglicolato de sodioc y medio Saboursud, respectiva-
mente. Deberd investigarse tambidn la nresencis de mico-
plesmas. . ’
2. Titulacién del virus.
Se determinsrd el contenido de virus de ceds lote de siem
bre mediante le inoculscidén intrecerebrel de ratones.
3. Pruebas en snimales. )
®n el caso de vacunss producidas en cultivos celulzres,
deberd probarse que cada lote de siembra se encuentres e-
xento de agentes patégenos psra el ratén y M.tubercul osis
mediante la inoculacién en retones lactantes y admltos y
cobayos, respectivamente.’
4. Pruebas en cultivos celulsres
En el caso de vacunases producidas en cultivos celulcres,
deberd verificarse cue el virus de siembrs =std exento
de virus extrafios mediarnte inoculscidn de cultivoe celu-

laren.
b) Produccién de vacuna.
No deben utilizarse preparados de penicilina ni estrentcmici-
na en niaguna etapas de la elaborscidn de la vacunz s menos que
los antibibticom sean totalmente eliminadose por lavedo de las
célulams antes de seabrer el virus, o eliminndos de le suspen-
gidn viral mediente un procero de purificacidn.
Si le vacuna se produce en tejido nerviogeo de enimales o en
huevos embrionados de pato, emtos deben ser sanos y estar e -
xentor de agentes natlrenos crrecterfaticos de an especie.
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Si la vacunas se produce en cultivor celulnres, dcherdn prenn-
‘rarse cultivos celnlares testige, e~ Aecir, no inoculndos, g
ra la deteccidn de virus extraflos. Al terminsr el periodo de
observacién, deberdn examinarse lre célulan de loa cultivos
testigo -nara investigar la presencis de virus hemadeorbenters,
utilizando hematies de cobayo. Ademds deberdn efectuarse prue
bas adicionales vara investiger la presencis de virus especf{-—
ficos de la especie de 12 cual proceden los cultivos utilize=
dos en la produccién de la vacuns, y pruebass de vigilancia crg
mosdmica en el cago en que se empleen cultivos de célules di-
ploides humanasg.

¢) Inepeccidn del materisl & granel.

Para preparar el materisl s granel, sélo podrdn mezclerse los
mnterinlen viricom recolectsdos que satisfagan les pruedas de
enterilidnd becterians y micética.

Bl merterial & granel, unc vez inactivaedo, se someterd a prue~
ba de inoculacidn intrscerebrel en ratones vara verificer la
insctivecidn del virus.

4) Preporscidn e ineneccidn del nroducto finsl a granel.

Al preparar el producto final a granel s8lo deberdn afladirse
agentes conservadores u otres sustancies que no reduzcan la i
nocuidad ni la eficecia de ls vacuns en las cantidades utili-
zedag. Cada producto acabado a granel deberd probarse para de
terminar su esterilidad bascteriesna y micética. ' ’

8.4.4 Envesado y recinientes.
Lon recinientes de vacuns desecads deberdn ser selledos hermd
ticamente al vacio o después de heherlos llenedo con nitrége-
no puro, anhidro y exento de oxfgeno, © con slgin otro gas i-
nocuo pare la vecuns.

8.4.5 Inspeccién del producto szabado.
1. Pruebm de 1degtificaci6n y actividad.

Antes de ejechtaf la prueba en casda lote de envasado, de
berd reconstitui{rse la vacuns desecads = la forme en que
vé a usarse en el ser humano. Ls prueba consiaste en inmu
nizar ratones ¥ subsecuentemente inyectoarles virus gébi—
co, vracticondo diche vruebe narnlelamente con una vacu-
ne de referencia.
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Pruebas de esterilided.

Se practicard une rruebs en cado lote de envasado prra de
terminer la esterilidad bacteriane y micétice, mediante in
cubacibdn en medio fluido con tioglicolato de sodio y medio
Sabvouraud l{quido, respectivamente.

Pruebas de inocuided.

En cade lote de envassdo me investigard le presencia de t©
xicided anormel mediante pruebas aproniaedas, aplicando in
yecciones parentersles 8 ratones y cobsyos.

Prueba de estebilided.

Le vacuna liofilizeda se someterd a una pruebs de degrada
cién scelerade pare comprobar su estabilided, aluacensndo
muestres de ésta durente custro semenass a 37°C.

Pruebas de humedad residuel.

En el csso de slgunes vacunas desecadas, es posible consg
guir le deshidrstacidn haste unse humedad residusl inferiar
al 1% sin deteriorar la estabilidad ni la sctividad del
producto. .

Inspeccién de los envases definitivos.

Todos los envases de ceda lote de llenado se someterdr a
unas inspeccién y se desechard todo envese que presente a-
nomslfas.

Prueba de pirogenjicided.

Las vecunes preparadsas en cultivos celulsres se ovrobardn
mediante inoculsacién en conejos para investiger ls presen
cie de pirégenos.

Concentracién sérica.

Se determinerd le concentracién del suero en las vecunes
preperadas en cultivos celulsres. El 1{mite méximo acepte
ble serd enteblecido por la Secretarf{a de Salud.



8.5 NOMIAS PARA LA VACUNA ANTI-HFPATITIS B.

8.5.1

8.5.2

8.5.3

Definiciones. .

Se entenderd por Vaeccinum hepatitidis B explesms hume num, una
preparacién vurificede de sntfgeno de superficie de la hepa-—
titis B (HBsAg) que he sido inesctivada de forma que mueran to
dos los virus que hayan pasado el proceso de seperscién con
el HBsAg no infeccioso.

Normes generales de fabricacién.

Los loceles de producciédn deberdn ser desconteminados antes
de utilizarlos para fabricar le vacune antihepatitis B. Se u-
tilizardn locales indevendientes pare las operaciones de sepa
recifn e inactivaciédn. El personal encergado de le produccién
de vacuna  antihepatitis B no deberd haber mane jesdo otros mi -
croorganiamos o enimeles infecciosos durante la misme Jornads
de trabajo. Dicho personal serd objeto de un reconocimiento
médico pere comprobar su dbuen estado de salud y que no hay par
tedores de hepstitis B. ' -

Inspeccién de ls produccidn.

a) Toma de mangre y plasma.

Las meterias primes pera elaboracidén ulterior se obtienen de
doneciones de sangre o© plesma. Los criterior médicos pera 8 -
ceptar donantes deben ser los mismos pers los donsdores de cam
ponentes de sangre entere que para los de componentes sangui-
neos obtenidos nor vlasmaféresim, excepto que los donantes tig
nen que ser antigenémicos.

Un médico sutorizado determinerd la sptitud fisica de cade dpo
nente. Los donadores deberédn ser personas assintomfticas, de 18
a 65 efios de eded, de cualguier sexo, pero excepbuados anue=—=
llos cuyes pruebes de funcidn hepdtica den resultesdos que ex—
cedan los 1{mitem de 1n normalidad. Antes de cade donecién se
realizard una hirtoris clfnics gue nernits determinar gque el
donante carece de sfntomes Yy no ha nadecido ninguna enferme -
dnd ~rave. Bl nnmo, la nremién arterial, el nimero de vulen -
cionee v 1r temnarature Qe lo~ dnnenter entardn dentrn ie )ne
1f i trm pnormnlen, Te eoneeantrned fy e harantahine ne eceond’ yna
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ferior 8 125 g/1 de sangre en lag mujeres y a 135 g/1 de sen~
gre en los hombres.
h) Pruebas en plasma de donante iinico.
En cade donocidn dnice deberd determinarse el titulo de HEsAg
empleendo un mftodo anrobrdo vor la Secretaris de Salud. ®n Al
gunos pafses se determina también el subtipo de EBsAg. Ademds,
el vlasma de une sole donacién deberd someterse o pruvedss de
esterilidad bacterisna y micétice, incubando muestras en me =
dio flufdo con tioglicoleto de sodio y en medio 1lfgquido de Sa
boursud, respectivamente.
¢) Pruebes en mezclas de plesmas.
Los plasmae que heyan pesado satisfectoriamente las pruebasan
teriores, se mezclardn y someterdn a las miguientes determina
cionest :
1. Pruebas de esterilided.
Deherd comprobarse la esterilided becteriene y micétien
de un volusen mfnino de diez mililitros de plessma. En sl
gunos paises me exige también que en cade mezcle de plag
mes me investigue lo vosible presencias de micobacterieas
humenas.
2. Pruebas para virus extrafios.
Cada mezcle de plasma deberd probarse medisnte inoculs -
cién intracerebral de ratones a2dultos y ratones lactan -
tes para investigar le presencis de sgentes extraiios pa=—
t8genos nera el ratén. '
Otra nuestra de cade mezcla de plasma me proberd inocu -
lando huevos embrionados de gelline psra determinsr 1la
presencia de agentes extraifios strivuibles & dicha mezcle.
De cade mezcla de vplasma deberd nrobarse une muestra pa=
ra inveatiger le presencis de sgentes extrsfioe mediante
1= inoculacidn er ciltivor Ae cdlules de sminios y en cul
tivom de célules 4i loide=s humenas.
En nlgunom pef{mem se realizsn priuesbre pera detectar le
oresencia de ADN o ADN volimerasa de) virue de la hepa=
titis B, eref cumo .e tranpaviptose inveres,
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d) Concentrscién, vurificacién e inectivecidn.

Antec de su inactivecidén, todes les mezcles de nlasma ~erdn 80
metides a nrocedimientos de concentracién y purificecién. Tras
la nurificecién, me velorard el contenido de protefnes tanto
totales como especi{ficas de HBsAg: en las preparaciones purifi
eadas, la nrotefna de HBsAg eoniveldrd sl menos al 95% de las
orotefnas totales.

e) Pruebas en lotes de HBsAg nurificedo e inactivedo.

1-

2.

3.

5.

Pruebss de esterilided.

Se comproberd la esterilided becteriana y micétice en un
volumen mfnimo de diez mililitros de cadas lote de sntige~
no como se hs indicado snteriormente.

Determinacién del HBsAg.

Deberd determinarse el contenido de HBmAg ror comparacién
con una prepsracién de referencis medionte una prueba se-~
rolégice. La Secretarfs de Salud deberd determinar el 1f-
mite mfnimo de concentracién permitido.

Pruebes paras sustancisns extrafies.

Deberdén practicarse pruebas psra determinar la presencia
de sustencias nropias de srupos sanguineos y otras protef
nas gangufness, inclusive prote{nas de membranas espec{fi-
cae del hfgado, esf como de ADN o polimerasa de ADN del vi
rus de la hepetitis B, utilizando métodos eprobedos por
la Secretarfa de Sslud.

Pruebs de puress entigénica.

NDeberd practicserse une pruebe de vurezs del HBsAs medinn-
te electroforesis en gel de noliscrilamide.

Pruebes paras el sgente emplesdo en la purificacién.
Deberd practicarse una pruebe pars determinar ls presen =
cia de cualquier sustancie qufmice que pudiera ser peli -~
saroge ¥ ~ue =e haya emnlendo en el nroceso de nurificscién
del HBsAz. Le Secretarfe de Salud deberd avprober el méto-
do emnlesdo y 1o concentrecidn nermitids,

Pruebs nars los agentes inactivadores.

St o1 antfaeno =e ne tratado con formaldeh{do o con otror
arentes inrctiv-dorens, ~ord wrenieon nomrter el meteriel! o
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npruebas que permitan detectar ls nresencia de formesldeh{-
do o de otroe agentes libres. La Secreterfas de Salud debe
rd aprobar el método emrnleado y la 9oncentrac16n permiti-

de.

£) Producto acabado mcuoso & franel.
™1 producto acabedo scuoso a granel, consistente de uno o ads

lotes de HBsAg purificado, concentrado e inactivado,

rd B
1.

e some<tz

lam mipguientes pruebnss

Prueba en chimpancés.
Bl producto acabado acuomo a granel deberd nrobarse medizn

te inoculacidn en chimpancds, pers detecter le posible

-preseneia de virne infeccio=zon de la hepotitis.

2.

3.

4.

Pruebas de esterilidad.
Deberd probarse un volusmen de diez mililitros por lo mence

del producto scabado a8 grenel vara inveatiger su esterili
dod becterians y micéStica como se he indicade praviasamente,
Determinacién de HBeslg.

Se determinar{ en el producto acabado @ granel lo canti =
dad de nrotefna de HBsAg por comharacidn con las protef -
nas totesles, utilizendo un método serolfsico cuantitativo
La Secretarfa de Salud establecerd el lf{mite inferior de
protefne de HBesAg y de hrotef{nes totalen.

Prueba de pirogenicided.

Deberd invertigarse la nirogenicidad en cada lote de pro-
Queto scahado a aranel nedisnte en inveccidrn nor vie in -

travenoss en conejos.

£) Producto acabado a granel.

1.

2.

Adicién del cosdyuvante.
8i el producto acebado 2 granel contiene un coesdyuvante,

12 Secretar{s de S3lud habrd de aprobar el cosdyuvante ¥
12 ~nncantracién oue we emplee., Si rme asrepnn nales de -
1n1inin, 1A connentrecidn de dnte no Aehnrd mer suneriar
> 1425 mo no~ eade domis pédice,

Prriaban Ya or~teridlidmd.
Dabhrr? wahoyer ~ voalien de die> nilititros nor 10 me-—
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nog del proiucte rezbmdo a grencl prrr inventipgar su estori
lidad bacterisne y mic8tice como se hr indicedo anteriormen
te.

Pruehns nare prentes 2onservadorer.

En el nroducto semrbado A *renel derherd invesrtiparse Lo Dre~—
aencin de saentes ~ufmicom de conererv~acidén. La Secretarir de
Salnd deberd enrnhar ) =€todo emnleado v La c¢oncentracidn

nernitida.

A.5.4 Bnvasado y recinientes.
Fl materinl del gque enté fabricedo el reci-iente que contendrd

1a vacuna, no deberd perjudicar sl HBeAg en las condiciones de
elmecensmiento recomendeadas (5°C 300).

8.,5.5 Inepeccidn del producto acabado.
De cadas lote Ael nroducto acebado se tomardn muestras pera prac—

ticar las sisuientes pruebas:

1.

Pruedba de esterilidad.

Deberd probarse la emterilidsd bacteriens y micética del 1o
te del producto scabado como se ha indicedo anteriormente.
Pruebas de inocuidad.

Deberd nrobarse la inocuidad de ceade lote del producto gca-—
bedo mediante inocnlscién narentersl en retones y cobayos.
Pruebas de ectividad y de identided.

Deherd pfecticﬂrse un® valorscién cusntitativa de 1w activi
dad en csde lote de producto acabado, comparando con la de
una prenarzcién de referencis calibrada en unidedes internsg
cionales, nmedimte le determinacién de anticuernos contra el
HEsAg en ratones o0 cobayom inmunizados con la vacuna.
Pruebas nsra agentes quimicos.

En ceda lote de nrodncto nrcabado debers determinarse el con
tenido de surtenciss utilizadas como conmervadores o coadyu
vantes. Lz Sccretorfz le Ssl'd deberd sorobar el nftodo emw
rleado y la concentrecidn nevnitids,
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8.6 CELULAS DIPLOIDES HUMANAS.

1 aislamiento de célulae diploides humenes ha sido descrito por
Hayfliek,L. y Woorhesd,P. (50), quienes obtuvieron la cepa WI=38,
¥ vor Jecobs,P. et al (57), cuyo gruvo aisld la cepa de célulss
MRC=5.

Las células diploides humenas se derivan de tejido pulmonar fe -
tal tomedo de un feto de cstorce semanse de gestmcién, abortado
por razones psiquiftricas, vor uns mujer con une historis fami -
lier genfticamente norasl y sin signos de enfermedad neoplésica
en el aborto ni durante los tres afios posteriores al mismo.

Las células se propsgen en aerie (50) y une vez que slcanzan el
8¢ (cepa WI-=38) § 70° (ceps MRC=5) pese por duplicado, todas las
células, excepto las de algunos cultivos que se continden pasan
do para deternminar su longevidad in vitro y otrae caracter{sti=
‘ces, se cosechen y congelan a -80°C pare former le estirpe celu
lar correspondiente.

Las células utilizadas pera obtener la estirpe se cosechan y se
suspenden en un medio de preservacidn constitufdo por 75 partes
de Medio Bassl de Eagle (29), 17 pertes de suero de terners min
calentar y 8 partes de dimetil sulféxido, sin antibiéticos. La
composicién del Medio Basal de Eagle se presents en la tebla 12,
La concentracién celular se ajuste a 3 x 10° células por milili
tro de medio de cultivo, ¥y la muspensidén se distribuye en alf -
cuotas de un mililitro, les cuales =me slmscenan congeladas 8 u-—
na temperatura corresnondiente a -80°C en nitrégeno lfquido.

Le estabilidad e integridad de las cepas WI-38 y MRC-5 de cdlu-—
1l8p divloides humonas, asi como su susceptibilided a infeccio -
nes de virus humenos, explican el valor de éstas en el eislamien
40 4e virus v deserrollo de vacunas virales.

A continuaci$n se wrementan lL»s Yormae e~tohlecidan ~or le 0O.M.S.
(104,105 ~ne iedben enn lir lac edlnlng dinloides himpnas ane

me ntilicen an le produccién 12 vacunas virales.
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‘8.7 MOFMAS PARA CELITLAS DIFLOTIRS HIMiAWAS UTILIZADAS EN LA PRODUC
CTON IR VA"WNAS VIRALES.

8.7.1

8.7.2

Definiciones.

Siembrna celular. Una cantided de cdlulees deriverdeg de un 80
lo tejido humecno, congelsdas s una tempers
tura mdxime de ~T0°C.

Banco celular de fahricacidn (QCP). 'ne eantided de cédlunlasn
derivadre de una parte rlifcuota de le siem
bra celular r de composicidn unifovme.

Cultivo celular de nroduceiédn. Une colecrifn de cultivee ce
lularese e~ el nivel de duplicacidén de 1le
poblacidn utilizado pars la propagacidn de
virus oue se han derivado de una parte ali
cuote del BCF.

Normes generales de fabricacién.

¥n la zona de produccién no se introducird ni meninulard nin
gdn cultivo celular aparte de los esprobados vor ls Secreta-
rfa de Salud pera la produccién de ls vacuna apropisde.

Inepeccidédn de la produeceidn.

a) Yiembra celular.

La utilizacidn de cultivos de ¢délulmss divloides humanea pa-—
re fabricar vacunas deberd fundarse en el sistema de siem ~
bra celular. La sienhra ce'ular utilizmsde psra le produccidn
de vacunas deberd ser aprobada y registrada por ls Secreta-—
rfa de Selud. La cene celuler aceptada de le cual se hnaya de
rivado la siembra celular deberd haber sido registrads por
lo que resvects a genealogfa, caracterimticas de nrolifera-
cién, marcador»e genétinor (¥FLA), susceptibilided vfrica,
condiciones de =lmecenamiento y cariolonfa, y medinnte nrue
bas en manimanles, nuevom v cultivoe celulares, deberd habor-
se demontrado que estd exenta de agentes extrafios .



1.

2o

110

Pruebss nara investisgnr sgentes extrafos.

Deberdn inoculrrse vor vin intramuscular lo= siguientes
animales, utilizendo 107 célulrs viebles divididas en
vartes isusles: ? camadas de 10 ratones lactantes ceds
una, 10 ratones adultosm, 5 cobayos y 5 conejose.

Deberdn inyectarse también nor lo menos 10% céilules via
bles en la cavidad aslantoidea de cedes uno de 10 huevos
embrionados de vollo de 9 » 11 dfas de edad. Despuds de
3 dfas, lom 1f{quidos alantoideos deberdn nroharge con
hematfems Aa cobayo ¥y pollo vare investigor la presencina
de hemaglutininas,

Lags cdlulas aon idénens para la produccidn de vacunns
si por lo menos 80% de los animeles o huevos inoculesdos
continfan sanos y sobreviven al periodo de observaei 8n
(4 semanas y 3 dfaes, respectivamente), y si ninguno de
los animeles o0 de los huevos muestra menifestacionesg de
le presencie de algyn agente extrafio en los cultivos ce
lulares.

Tumorigeniocidad

Sélo deberdn usarse las siembras celulares que me come=
pruebe que no son tumorfgenas, mediasnte la inoculacién
de 10%° célulass viables obtenides de cultivos en el mig
mo nimero de pase que las utilizsdes pare ls produccidn
de vacunes, en ratones ¢ héasters recién necidos trateg
dos con suero antilinfocf{tico, en ratonee atfmicos o en
ratoner timectomizedoe irrasdiedos Yy méduls dmen recons
titufda. Deben incoculerse slgzunose del mismo grupo de a
nimelee con uns dosis seme jante de células HeLa o KB ¥y
ha de comproberrme que la formecién tumoral se debe a la
inoculscién del tejido neopldsico, demomtrando arf le
canncided de lor animnles pera odvrodncir tumoresm. Los
Animales inoculrdar enn Ire edinl~-~ diplotdes humrnsae,
no 1eberdn nrerentar In formscién e tumnres treas an
verfodo de obmservacién de 3 memanss.
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3. Teracterizeciédn y visilencin cromo=micas.

Para determinar el cardcter generrl de cada mezcla en el
BOP, deberd exsninarse un mfnimo de S00 células en meta-
fage dursnte le etape de nroducciédn nara investigar anoyr
malidades cromosémicas. Pare le produccidn de vecuume ge
neralmente se prectica el examen de las célulng entre la
27a. y 33a. duplicacién de poblecidn, y s8lo re utilizan
1as merclas celulares del BCF que tengan csriologf{e nor=
male Los l{mites de aceptebilided pera asnormslidades en
muestras de 1000 y 500 células (cepags WI-38 o WMRC-5), son
loms siguientes:

Anormalided c}gggas céf&gao
Rupturas de cromftides y cromg
somes 47 26
Anoraalidsdes egtructurales 17 10
Hipernloid{s 8 5
Hipoploid{fa 180 90
Poliploidfe 30 17

4, Pruebs de identificescién de laes células.
Bn slgunoe nafses se practican pruebhss para caracterizer
los antigenos periféricos HLA.

b) Produccidén de cultivos celulares.

En 1s produccién de vecunas gsélo se emuleardn cultivos de cé=-
lules diploides humanas derivadas de une giembre celular (BCP)
anrobada ror la Secretaria de Salud.%8l0o se empleardn culti -
vos celulares cuyas caracter{stices de multiplicecidn no ha =
yen exrerimentsdo ningiin cambio v en 109 que no se haya obrer
vado ninsune anhanlfe cearioldniom., En le nrenarercidén de culti
von testigo deber# usarse un minimo je 5% ‘e la ruspenniébn cg
luley de la concentrscién em~lemds ~~rs cembrar los cultivos

dentinndo~ » 1m nroduccién de vacunn., Betom cnultivoa deberdn

ineuhares Aan 1ne mjease ~Aqadisiasan ang e aqltivos innnnl e
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dos Aurante un nfnimo de Ao~ senanas. Al finel del neriodo
de observacibn, loe cultivom celulares tertiro =e examina-
rdn nars investit~yr altareciones citondticre nroiucides oor
alnin agente extrrnifio. i ce determine 1ls presencin de el -
min ngonte erytrafin an un cultivo testigo. el vivne desnrro
1lado en los cultivos tnoculados ¢ rrespondierntes ro ge u=
tilizard narrs le nroduccién de la vacuna.
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