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ARREVIATURAS

UI : uUnidad Internacional, actividad especifica de una cantidad
establecida o un patrén internaciconal, definide por el Co-~
mite de Expertos en Estandarizacidn Bioldgiocs de las OVS.
LF : Limites de Floculacidn. Cantided de toxina © toxoide teta-
nice & diftético gue mezclado con una unided internasional
de la antitoxlna correspondiente, flocule en el tiempo mas
corto.
DESD : Dosis efectiva para 50%. Dosis de una preparacidn Farma-—
cologica activa que evocara uns respuesta en el 0% de -
las unidades de prueba de un grupo. A la DEgy se le dan
nombres diferantes dependiendo del tipo de respuesta:s
DLqD o dosis letal al S0%, si le respuesta es muerte; DI
CT.qr 1 la respuests es efecto citopatico de un virus u
otro agente gsobre un sistema celular.
L+/10/50 : Unidad ce combinacidn qus consiste en la cantidad mf{
nima de toxima tetdnica que al ser mexzclada con O.1
UT de entitoxima tetanica, es neutrslizada parciol-
mente, quedando suficliente toxinma libre parz matar -
al S0% de un grupo de ratones de 15 a 17 gr de peso
inyectados por via subcutaneg en un periodo de 4 a 5
dias. .

L+/400/50 ; Unidnd de combinacidén qgue consiste en la cantidad -
minima de toxina tetdnica que @l ser mezclada con -
0.00285 (1/100 de UI) es neutralizada parcialmenta,
quedando suficiente toxine libre para matar al S0X
de un grupo de ratones ds 16 8 18 gr de peso invec-
tiacos por viam subcutdnea, en un periodo de 4 a 5 ‘.-
diaa.

OMS &t Orgenizacidn Mundial de la Salud.

S.5.F. : Solucidn salina fisioldgica,

St., : Estandar,

T.T. : Toxolde tetanico.
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AE 3 UMEN

La elaboracidn de estdndares y su uso permite homogenizar las prug
bas bioldgicas entre laboratorios en el mundo.

La Drganizacidn Mundial de la Salud (OMS), proparciona a los labo-
ratorios productores un ndmero determinado de estandares para evaluar =
la eficacia de sus lotes de produccidn y propone la elaboracidn de ss-
tandares nacionales & internos do trabajo.

€n el Instituto Nacional de Higicme los niveles de produccidn de -
Toxcide Teténico hacen necesaria lm preparacidn y le valoracidn de un -
estandar internc de referencia siguiendo las guias que establece ls CAMS.

Con sl aobjeto de majorar los matodos utilizados en la valoracidn -
de bioldgicos se estan proponiendoe noeves técnicas que mejoren dichas
svaluaciones. En algunos paises lo hacen midiendo la sntigenicided del
producto., Para realizar este tipo de pruebss es necesario contar con es
tandares de referencia adecuados poara ellos.

£l propdsito de este trabsjo es la elaboracidn de un estindar de -
refesrencia interno del Toxoide Tetdénico para ser utilizado en una prues-
ba de valoracién sctive "La Pruesbe de Proteccidn Activa en Cobayos'.

Esta prueba se realiza de manera rutinaria por el método llamado -
IPSEN &n el cual ss invoclucra-el mamejo de dos especles animales cobaw
yo y ratdn., Este trabajo pratende logrsr sl establecimiento de. un méto-
do de proteccidn activa donde la respuesta sea medids en la micsma mspe-
cie enimal; el cobayo, favoreciendo maf una mayor varieblilidad bioldgi-
ca, un menor tiempo y mayor confiabilided en los resultados.

€1 método propuesto se puede utilizar de igual forma qua el método
rutinario llamado IPSEN porque ls respuesta se logra medir adecuadamen-—
te, con wh analisis de varianza realizads & los datos obtenidos se obe
ssrva que ambos métodos mantisnen una correlacidn, lo que nos da la con

fFisbilidad de utilizar un método o el otro.
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INTRODUCCION

1. Ceracteristicas del Clostridium tetani.

A través del tiempo se ha reconocido a Clostridium teteni como una

bacteria relmcionada con el suelo rico en materia orgdnica, el cusl pue
de pasar a los hunanos que estan en contacto con el suyelo, a través de
heridas o cualquier otro accidente que permita la pesnetracidn de espo-
ras del microorgenisma a los telidos.

=) Morfolagia y tincidn.

El Clostridium tetani es un bacilo Sram pocitivo, esporulado sene-

jante 8 un palillo de tshbor por su espora temminal; es mévil astd dota
do de 30 - SO flagelos peritricos. Es un anaerobio estricto y en condi-
ciones smbientales adversas forma esporas, lo cual le confiere una re-
sistencia excepclonal. Cuando las condicliones son propiclias, las espora
germinm y des lugar @ la forma vegetative que es cepsz de producir dos =
toxinas, une de las cuales es la tetanospasmina, altamente neurotropicas,
cuya potencia sdlo es superada por la‘toxina butolinica.

El bacilo del tetanos se tifie Facilmente por los colorantes de ani
lina, La tincidn de los flagelos sdlo se logra cuando se utilizan culti

vos jovenms.

b} Bultivo,

El ofecto desl oxigeno COE] se puede neutralizer y se obtiene desa-
rrollo en presenclia de aire si oe wustublece en el medio un bajo poten-—
cial deo oxidorreduccién, Asi por ejemplo se obtiens umn desarrollo exce-
lente en medios que contienen dcidos tioglicdlicos. El valor de la car-
ne cocida depends de su contenido an écidos grasos no satursdos gue to-
man oxigeno y de "glutetion" a un Eh de alradedr de - 0.2 voltios. El -
requerimientc del orgsnismo para anaerobicsis mecanica es menor cuando
se desarrolls en simbiosis con bacterias sercbias o en presencia del te
jide fFresco esteril.

Los becilos desarrollen mejor a 37°C en pH=7.0 - 7.5 y cesan el dg
sarrolle a un pH menor a 6.4 & mayor dae 9.2. Le adicién de glucosa al -
medio estimula el desarrollo de los cultivos puros, aunque no hay sefal
'algu;-\a perceptible de Fermentacidn de éste o de otros carbohidratos, -
Clostridium tetani se puede cultivar en un medio sintético, prro requis
re vitaminas (tiamima, acido nicotfnico, riboflavina, piridoxina, &cido
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pantoténico, blotina y dcido FSlicol, aminoacidos (arijinina y triptofa-
nol}, purinas y piFlmidlth-fEdEﬂinss y uracilo) asi como dcido oléico.
El desarrollo en gelatina o en medios con ager acompafiada de la -
produccidn de anbidrido carbdnico y metilmercaptano, este Gltimo produ-
ce el caracteristico olor desagradable a materia orgdnica putrefacta. -
Loe s&minodcidos e hidratos de cerbomo son deshidratados y los ragueri-
mientos de energia se satisfacen por la readuccidn directa de aminodci-
dos, como los dcldos glutamice y aspartico, el anhidridro carbdnico, o-

moniaco y &Acido acético y butfrico.

c) Resistencia.

ias formas vegetativaes del Clostridium tetani no tiensn mayor re-
sistencia sl celor o 8 los agentes quimicos que las formas vegetativas
de otros microorganismos. Sin embargo las esporas resisten al calor se-
co @ 80°C alrededor de una hora y el vapor fFluyente por unos cinco miny
tos. El &cido fénico el 5% (P/V) las mate en doce a quince horas, el bi
cloruro de mercurio al 1% {P/V) en dos a tres horas. La luz solar direg
ta disminuye su virulencia y acaba por destruirlas. Protegides de la -
luz solar directa y de otras influenciess deletéreas, las esporas del te
tanos pueden permanecer viables y virulentas durante muchos siios.

Le penicilina tiene alguna mccidn inhibitorias sobre el desarraollo
dsl microorganismo; en grandes dosis raduce la mortalidad en los anima-

les de experimentacidn,

d) Variabilidad.

Se hen observado colonias lisas y rugosas y variontes méviles e in
méviles. Se puaden obtener colonihs aleladas de la Forma mévil del orga
nismo afiadiendo al medio sustancias quimices inhibidoras o aumentando ~

el agar al 6%,

e) Estructuras Antigénicas.

De los diez tipoe entigénicos, nueve se puedan reaconocer por sus -
antigencs flagelares especificos. El tipo VI no tiene flagelos, todas -
las cepas tienen un antigene 0 comin y un segunde antigeno 0 compartido
por los tipes II, IV, V & IX. Afortunadements, todes las cepas producen
el mismo tipe antigénico de toxina que puede ser meutralizadc por uns -

sola antitoxina,
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f) Exotoxinas.

El Clogtridium tetani produce una fibrolisins y una hemolisina. Eg
ta hemolisina, descubierta y denominada tetanolisina por Erlich, se des
truye répidemente por oxidacidn el quedar expuesta al =mire y puede ser
adsorbida por una suspensidn de globulos rojos., La hemolisina es antigé
nicas y da lugar & la producclidn de uma sntihemolisina especifica cuando
se inyescta 8 los snimales, Sin embargo, ninguno de estos metabolitos -
tiene potencia suficiente para hacer que este bacilo sea patégero.

Las cepas virulentas de el Clostridium tetani produce una poderosa
neurctoxina que es liberada en el medio en parte por difusidn y en par-
te por autdlisis. Hay variscidn marcada entre las cepas en au capacidad
pare producir esta toxine. La produccién méxima ocurre s temperaturs de
35°C. La cantidad de toxina producida varia segin la cepa y con sl me-
dio empleado.

La inoculacidn de un animel con toxina tetdnice ve siempre seguids
de un perfodo definido de incubacidn de ocho a veinticuatro horas, an=
tes de que sparezcan los sspasmos ténicos. El sitio de inyeccidn, la es
pecis de animal y la cantidad de toxine inyectada influyen en la dura-
cidn del pericdo de incubacidén. Aumentando la dosie , eate periodo se -
puede acortar pero nunca eliminar por completo, Cuardo la toxinm se in-
yecta por via subcuténes los sspssmos emplezan primero en los mdsculos
més prdximos al punto de incculacidn y gradualmente se extiende hasta -
mlcanzar todos las misculos. La inodulmcidn.diotravenesa.subsle praducir
tétanos generalizado. Como la toxinas Be destruye por la acidez del jugo
gastrico y por las enzimas proteoliticas del sparato digestivo, la in-
gestldn de toxina no produce enfermadad.

La toxina teténice es una mMeurotoxina selectiva que actla sobre ce
lules nervicses del eje cerebro-espinal, aunque como la toxina botulini
ca, paralize también las Fibras motoras colinérgicas que van al iris -
del ojo. Los nervios del bulbo raguidec son més susceptibles a la toxi-
na, lo cuasl probablemente explica las convulciones generaslizadas que se
observan on la enfermedad.

Los estudios realizados por numerosos autores&so)muastra claramen-
te que la mayoria de las toxinas de los Clostridia sintetizadas por las
bacterlas en crecimiento, se soumulan en cantidades variables en ls cé-
lula bascteriana durante la fase logar{tmica de crecimiento, y la concen
tracidn méxima de la toxina intracelular se presenta en la mayoria de

los cssos un poco antes del Fimal de la fase logaritmica, Ademas duran-
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~ polipeptidos d= peso molecular de 10 000 a3 S00 000 UMA.

~ Inestable relativamente, destruida a menudo por caleor mayora -
60°C,.

- Altemente antigénicas; estimulan la formacidn de antitoxinas de
titulo elevado. La esntitoxina neutralizs a la toxina. La dosis letal de
la toxina tetanica @s menor que la dosis immunizante en el humaro.

- Se transforman a toxoides atdxicos antigénicos con leformalina,
acido, calor, etc.

- Muy toxicas; mortales pera animales de laboratoric en dosis de -
microgramos o menores.

- No producen fisbre en el huésped.

b) Endotoxinas.

Las endotoxinas bacterianas, componentes de la pared celular de -
bacterias Grem negetivas (por ejemplo, £. coli, Shigella, Salmonelial

han sido conocidas desde hace tiempo como productorans de toda una goma
de afectos sobre la respuests imnmunitaria y les células inmunocompeten-
tes. Por ejemplo, de manera inespecifica estimulan la proliferacisn de
células B, lo mismo inducen ls aparicidn inespecifica de anticuerpos an
tieritrocitarios {en particular de anticuerpos antieritrocitos de ovejal.
Ademas, estos compuestos son adyuvantes potentes de le respussta inmuni
taria. Su principal limitacidn es que ellas mismas son lnmunogénicas.
Esto en particular, No es deseable en un agente de uso terapeltico po-
tencial. Ademas estos compuestos son perogénices. Su utilidad principal
ha radicado en la elucidacidn del mecsnismo de desarrollo de la respues
ta inmunitaria y al método de control.
Las caracteristices de las endotoxinas son las alguiances{can)

- Parto integral de le pared celular microbiana de los organismos
Grem negestivos, libermdas al ser desintegrada dicha pared.

— Complejos polisecaridos. Paorcidn de lipidos A, quiza sea la res-
ponsable de_la toxicidad.

~ flelativamente estables, soportan calor mayor de 60°C durante ho-
ras sin pérdida de la toxicidad.

- No estimulesn la formacidn de anticuerpos al reciduc de polisaca-
rido,

- ltlo son convertidas a toxoides.

- Poco tdxicma; mortales para snimales de laboratorio en dosis de
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clentos de microorganismos (ejemplo, S0 millones de dosis mortales pars
el ratén por miligramoc).

- No producen fiebre en el huésped.

Las antitoxinas son anticuerpos que neutralizen o floculen un antfi
geno. Estosenticuerpos antitdxicos que circulan enel plasma y en los 1L
quidos corporales, pueden produclirse como consecuencia de que las célu-
las B del sistema linfoide hayan sido estimuladas por el contacto con =
la toxina antigénica. Los antlcuerpos asi producidos son especificos pa
ra la toxina que ha provocado su sintesis.

Cuando se estimuls a un individuo para que produzca sus propios an
ticusrpos{por inyeccidn de toxolides o por padecer la enfermedad del té-~
tanosl, se dice que estd inmunizado activamente. Ls inmunidad activa es
casl siempre de larga duracién, seplin hemos hecho notar.

Por el contreric cuando se inyectan antisueros a un individuo (las
cumles contisnen anticuerpos preformados), se dice que el psciente esta
inmunizado pasivamente. L.a inmunidad pasiva es transitoria, pero tam- -
bién es Gtil clinicamente, siempre que uma persona necesita protaccidn
a causa de un=m 90la exposicidn e algure enfermedad infecciosa, como la
Difteria.

3. Toxoldes.

Los toxoides son derivados antigénicos, no tdxicos de las toxinas.

En muchas de las enfermedades resultantes de la produccién de exo-
toxinas, la inmunizacidn activa frente a exotoxinas es llevadas a cabo -
preparando toxoldes, medients la introduccién a la toxina de grupos sus
tituyentes como el formaldeh{do.

a) Toxoide Tetdnico.

€l formol transforma la toxina teténice en toxolde teténico, .median
te dos tipos de reacciones quimicses: 1)bloquec de los grupos amino de —
las lisines y 2)por la formacidn de puentes metilénicos entre las lisi-
nas y ls tirosina o la histidina. Estas cambios sfectan sitios criticas

pars la mccidn tdxica de la tetanoespasmine.

blPreparacidn de Toxoide Tetanico.

Una cepa toxigénica de Cloatridium tetani se cultiva en medics es-
peciales, sin peptoness, para promover la produccidn de. meurctoxinas te-
ténicas, Le toxina se transforma en toxcide madiante fFormol por incuba-

cidn a 32 - 37°C durante varios dies, el toxoide resultante se. purifica
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por 2l paso a través del filtro Zeitz y se deja "madurar". Finaslmante =~
se refina poc por precipitacidn con sulfato de amonio.

€1 toxoide tetdnico se distribuye como toxoide Fluido o como toxoi
de adsorbido; sl praoducto de adsorcidn en hidréxido de aluminio o alum-
bre (sulfato doble de aluminio y potasio) aumenta la inmunogenicidad, -
reduce la mognitud de la interferencia por la administracién simulténea
del toxoide y antitoxins (heterdloga u homdlogal, y produce niveles de
antitoxine més duraderos. La venta]a del toxoide fluido es por ejemplo
ls mayor rapidez com gue se provoca una respussts secundaria en perso -
nes gue han sido previamente vacunadas con toxoide, no es muy definida
ni llega a ser de proporciones gque justifiguen su empleo., €n las condi-
ciones actualea, no hay razdn para continuar el uso de toxoides Fluidos
bajo ninguna circunstencie de la préctica clfnicac“‘.)

El material adsorbente, Se scepta hasta una dosis de 15 mg como -
aulfato de aluminio y potasio KAL[SOAJE'1E HED y equivelente a 0.65 mg
de aluminio. El efecto de las sales de aluminic se ha conslderado daebi-
do a la formacidn de un depdeito que libera por tiempo mas prolongade -
el ontigero y de esa forma se sostiene un nivel de estimulacidn antigé-
nica sostenida (13),

c) Actividad del Toxocide Teténico en ls Respuesta Inmune.

Los toxoides teténicos actlan principalmente en tres Formas[s] .

Una consiste en inducir un estado en el sistema inmunitario que le
permite responder a estimulos subsecuentes del toxoide. Por le accidn -
del toxoide se logra tener individuos con inmunldad basica y copacidad
de respuests répida frente al toxoide de cualquier tipo. Otra sccidén -
del toxoide consiete en estimuler un nivel de antitoxine circulante ho-
méloga suficiente para mantener una defenss inmediata en la circulacidn
sanguines durante muchos sfios; é€sta es superior desde luego a la capaci
dad de las antitoxinas haterdlogas, las cuales aparentamenta sSlo actd-
an contra la toxinm cuando la encuentran en la corrionte sanguines y -
shora sabemos gue lm toxina sdlo excepcionalmente se hays on la circulg
aidn,

Uns tercera accidn es el efecto protector en los individuos ya ine
munizados con dos dosis de toxoide; cusndo ee les inyecta une doasis de
refuerzo, con lo que se provoca una accidn protectora scelerada, posi-

blemente por la accidn directa del toxolde sobre la célula nerviosa, im
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pidiendo la Fijacidn de la toxina & estas células por un mecanismo com-
petitivo. Esta proteccidn aparece de 6 m 8 horas después de la inocula-
cién del toxoide antes de que sparezcan las antitoxines en niveles de-

tectables en la sangre circulante.

4. La Estandarizacidn Bioldgica.

Conviene hacer notar que el procesoc de estandarizacidn es extraor-
dinariamente complejo pues imvolucra cuestiones técnicas, econdmicas, -
polfiticas y socisles.

En un sentido técnico, estandarizsr consiste en establecer un sis-
tema ds unidades y normas de referencia que permitan unificar la valora
cidén cusntitativa de materiales y sus carasctaristices en todos los labo
ratorios de un pais y a nivel internacional. Eato llava varias ideas -
msociadas como son, en primer lugar, la valoracidn cuantitativa, la -
adopcidn de un sistema de unidades, al desarrcllo de normes y de prapas-
racoiones o materiasles de referencia. Este término es un proceso que ra
fleja la necesidad de establecer acuerdo entres profesiocneles o institu-
ciones para controlar y uniformar la calidad de preparados o productos
¥y que llevae a la reelizacidn de un conjunto de actividedes tecnoldgicas
para su implementacidn.

Un estadndar es el resultado de un esfuerzo de estanderizacidn, a-
probado por una autoridad reconocide y consiste ye sea de un dooumento
que contanga un conjunto de condiciones que deben llenarse o cumplirse
S cina unidad fundamental o constante fisica. El establecimiento de una
norma y de una unidad, especialmente de esta Gltima, lleve aparejado el
desarrollo de una preparacidn o material de referencia, llamado estan-
dar.

Los petrones de comparacidn o materiales de referencie son objetos
materisles usedos para celibrar sistemas de medida, Existes alguna confy
sidr en la terminclogf{a empleada parn la designacién de astos patrones,
por lo que se debe procurar definirlos cuidadosamente y evitar el ems
plec indiscriminado de términos.

€85 importentes pars los fines de este trabejo inclulr aunque sea -
brevemente, los conceptos de unidades y preparaciones de refarencla y
patrones, en relacidn con la estandarizacidén tioldégicm.

Hay muchas substancims con propiedades terapeltice o profilacticms

las cuales no pueden ser valoradas adecuadamante utilizando solamente
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prusbas quimicas o Fisicas. Por ejemplo, pars algunas substancies dea -
uso Frecuente cn biologf{a y medicina, no es posible establecer unw rela
cidn Eimbls entre pesc y potencia e causa de la estructura complicada
de los constituyentes activos. El material en cuestidn puede estsr cong
tituido por organismos vives e lnecluir gran nimero de componentes, no -
distingulbles por métodos fFisico-quimicos simples, pera poseer grados -
variables de actividad cuando se administra a un organisma vive. Mas -
aln los componentes activos pueden estar presentes en proporciones va-
riasbles He una muostra a otra.

Este &3 precisamate el caso de los sistemas toxina-antlitoxina, en
parte, a causa de la complejidad de mmbas substancias, la toxina y le -
antitoxinae, su forms especial de reaccionar in vitro S en vive y el he-
cho de que tanto las toxinas como las antitoxinmas, pero especialmente -
las primeras, son labiles a altas temperatures y al cambio de pH, y con
sisten generalmente de mezclas de moléculas con diferentes grados de ac
tividad parcisl o completa (mezclee toxina-toxoide), lo que condiciona
su valor cuantitativo al tipo de método utilizado.

La potencia de preparaciones de estas sustanciss puede valorarse «
solo mediente prusbas en animales o .en microorganismos. Tomando en cuen
ta que la potencia de tales sustsncias solo puede determinarse com un -
sistemm bioldgico de prueba, éstas se conocen como sustancias bioldgi-
cas.

Cuando el madico administra una preparacién de una sustancia biold
gica {p.ej. una antitoxinal a un pacliente, en el producto, qua emplea Ge
debera heber comprobado que es eficez e imocuo. La eficeoida © potencia
en este casa, consiste en el ndmero de particulas activas (moléculas de
anticuerpo) contenidas en la dosis adminlstrada y disponible para reoc-
cioner con el agente infeccioso. No es tarea fécil, aunque Fuerm posi-
ble, definir la potencia de la antitoxina en estos términos. La Gnica
forma razonable en que se pueden especificer las potencias de diferen-
tes preparaciones de antitoxina, es expresar sus sctividades en térmi-
nes de una determinada muestre de la entitoxina, mantenida en condicip
nas ospeciales para propdsitos de referencias, = le que antes hemos lla

mado asténdar. Asi una muestra puede ser igual en potencia al , estan-

dar (roelacidn de pnnaneia. = 1,0) en tanto que otra muestra puede taner
alrededor de 25 por clento mas mctividad (relacidm de potencia = 1.2%),

Para mayor conveniencies puede decidirse relacionar uma cantidad arbitra
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ria del patrdn y designar esta cantidad como la unidad de ess antitoxi-
na. Entonces, =i por sjemplo el patrén tiene por definicidn 10 unidades
por ml, las potencias de les dos muestras con relacidn de potendia de -
1.0 y 1.235 deberdn contener 10 unidades por ml y 12.5 unidedes por ml
respectivamente. El mismo principio de determinacidn de potencias relati
va o un estandar y expresar tal potencis sn unidades se aplica a todos
los tipos de sustancias bioldgicas.

La Unidad Internacional de Antitoxina Tetanica se definid en 1328
al establecer una equivalencia de 2 Ul a 1 Unidad Americera (% | Lo dis
tribucién de este patron por el Statens Seruminstitut de Copenhague se
inicid an 1935 con una equivalencia en pesoc de 1.UI igual m 0.1547 mg.
En 1949 la Unided Internscional se iguald & la Unidad de los Estados -
Unidos y desde entonces 1 Ul es iguel a 0.3094 mg del patrén internacip
nal. En 1969 este primer patrén fud reemplazado por el ssgundo, actual-
mente en uso, como 1 UI igusl & 00,0338 mg.

Se desprende de lo anterior gque resultn ventsjoso expresar la po-
tenclia de una sustancia bioldgica en las mismes unidedes en todo el mun
do. Tel procedimiento permite al médico y & los investigadores en el -
campa de la bioldgia experimental pasra decidir con exactitud las dosis
regueridas de las suastancias bicldgicas cuando hay variss preparaciones
disponibles, no solo dentro de un pais, sinc también cuando las diver-
sas preperaciones se elaboran en varios paises. Esto se aceptS desds ha
ce un poco mids de £0 afos y en consecuencia, se demostrd que se podris
obtener un gran beneficio si ae daba un carécter internacional al esta-
blecimiento de estdndares pars sustsncims bioldgicas, es decir, la es-
tandarizacidn bioldgica y 1a definicidn de unidedes de ectividad.

Los estandares internacionales son preparmsciones establecidas para
ser ytilizadas como materisl de referencia en el ensayo bioldgico de -
sustancias de tal manera que se puede expresar sy potencia o actividad
en términos del estandar, por medio de esto, se asegura la uniformidad
en todo el mundo en la designacidn de potencia de preparacionss que se
van a8 usar en la profilaxis, terspis o diagndstico de enfermedades, en
los casos-en gue dichas sustancias se tratan de productos bioldgicos y
no pueden ser caracterizadas adecusdamente por medioe quimicos y fisi-
cos.

A través de los afios, los patrones internacionales se -han establae
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cido soclamente sobre la base cde estudios en colatoracidm inmternacionsal,
con participacidn de un cierto nimerc de laboratorios, para demostrar
que la preparacidn es edecuada para servir como esténdar en los diver-
s0s tipos de blioensayo de que se dispone para la sustancia o material
en cuestidn.

Dichos amtdndesres internacionales no estdn disponibles en cantida-
des suficientes para su distribucidn a los paises sn cantidad ilimiteada
de tal manera que pudieran ser utilizados en comparaciones analf{ticas -
rutinariss de la produccidn. Por lo tanto, estos materisles se distriby
yen solamente con el propdsito de ayudar a los laboratorios nacicnales
de control en la elaborsecidn de sus propios esténderes. Estas prepara-
ciones nacionales son las que deberian ser analizadas an Forma rutina-
ria en los laboratorios analiticos dedicados al bioensayo.

Lea estendarizacidén es el resultedo de un esfuerzo de conjunto desa
rrollado por acuerdos entre personas o institucicnes con capacidad cien
tifica y autoridad legsl dentro del éampn de produceidn, el cual es -
coordinado y eprobado por una sutoridad oficiel (OMS). Easte trabajo sd-
lo adquieré validez cuando dicha sutoridad evelda su trabajo. E1 desa-
rrolle de esfuerzos sobre estasndarizacidn, es muy importesnte contar con
la perticipecidén de las instituciones oficisles y -privades que trabajan
en el campo dentro del pais.

€En America Latina, especialmente en Méxicntg) » hay gue recordar -
que tenemos industrias farmacelticaes y de productos bloldgicos con ca-
racteristicas espaciasles de desarrollo diferentes en cada pmis gue de-
terminan le necesidad de establecer sistemas de estandarizacldén nocio -
nal epoyéndonos en principios internacinsles y ragionales. La produce. -
cidn de productos bioldgicos para inmuroprofilaxis bajo condiciones més
© menos diversas prevalecen en cada pafs y originan la necesidad de lle
var 8 cabo este trabasjo bajo condiclones especiales en cada caso. No -
obstante, en todos los casos se considera que & medida que se desarro-
llen actividades de estandarizacidn y se establezcan preparaciones na-
cionales de referencia, se logrardn migunos avances tales como los si-
gulentes:

&) Control de calidad mucho més efectivo de los productos bicldgi-

. cos y farmacedticos, ya que la utilizacién de materianles de referencia
es un mecenismo que contribuye & determinar la eficacie del control ana

litico a través del grado de tecnificacidén con que se realiza cicho tra
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bajo.

bl Conseruentemente, al intensificar el control de los productos
biolégicos, espocialmente con relacidén & su actividad especifica, ten-
dremos un conoclimientc més completo de las caracter{sticas de calidad
de las materias primas fFabricadas en el pais, de la bondad de los procg

sos de fabricacidn y tasmbién de las preparaciones bioldgicas y Farmac

ticas que se estén aplicando e la publacidn.

c) Estimulo al desarrollo de sstudios en colabaracidn entre diver-
cas institucionss, que redunds en beneficio de la superacldén cientifica
de los laboratorios del pais.

d) Peduccldn da los costos de adquisicidn de sstas preperaciones -
pera trabejo analf{tico, pues los elaborados =n el pais seran de precio
més reducido que los importados.

Actualmente se cuanta con la Farmecopes Nacional que estsblece nor
mas o requisitos para que los productos elaboredos se ajusten a los ni-
veles de calidad essignados. En la slaboracidn de este documento colsbo-
raron diversos especialistes de la Secretaris de Salud y Laboratorios -
Farmagelticos privados. Se ha aobservado que a madida que se dssarrcllan
actividades sobre estandarizacidn bioldgica y prepsraciones de refsren-
cia se logran evences en el control y una celidad constante de produc-—

tos elaborados a nivel nacional.

5. Potencia del Toxoide Tetaénico.

La prueba de actividad inmunagénica del toxoide tetdénico se llova
@ cabo por imoculacién de cobayos, cuys raspuesta inmune se datermina
valorando &l nivel de snticuerpos protectores snsisu susro, expresados e
en unidades internacionales de antitoxina testénica.

La titulacidn de antitoxina circulante puede hacerse por alglin ms-
todo que permita una valoracidn cuantitativa en términos de unidades in
ternacicnales y que sea sensible ante sueros con una potencia en el or-
den cde 2.0 UI.

El métoda IPSEN (1042 es satisfactorio para este propdsito. Es-
te método determina el poder neutralizante de un suero antiteténico -
frente a una dosis conocide de toxina tetanice.

al} Titulaocidén de Antitoxina en Sueros Oébiles (IPSEN, 1942).

Preparacidn del suero de referenclia:

€13)



al) Diluir 1:100 el patrdén internacional de Antitoxina Teténica o -
el estaéndar lnterno de laboratoio (besado en sl patrdn internacionsl)
con solucidn salina hasta 0.05 UI/ml, Agreger a esta dilucidn tiomersal
de manera que alcence una caoncentracidn Final de 0.01%,

bl Utilizar una toxina estable de la que se conosna el valor de -
L*/400/50 ml. Si e tiene desscade preparar une solucidn base que con-
tenga 1 mg/ml en solucidn regulsdora de peptona (al 1%) estéril, conte-
niendo tiomersal pars ajustar a una concentracidén Final de 0,01%, utili
zande 3 S 4 mg de materisel tdxico.

c) Inmediatamente antes de iniciar la prueba diluir la toxina & par
tir de la.solucidn bese con le solucién reguladors de peptona hasta una
concentracidén de 4 L+/400/50 ml.

d) Se lleva s cabo las mezclas toxina-antitoxina de scuerdo con el
protocolo de las tablas sdjuntas para el control y el problema.

e) Incubar todas las ezclas toxina-antitoxina durants une hora a
temperatura ambiesnte.

Con el objeto de que se puedan tomar cuantitativamente las dosis -
de cada tubo de ensayo, es necesario preparar un volumen de 2.0 ml que

contienen asi 4 dosis.

Inooulacién de Aatones:

1. User tres ratones por ceda dilucidn de la serie patrdén y un ra-
tén por cada dilucidn de la sesrie problema, empezendo lm inoculecidn -
por las mezclas menoe téxicas.

2., Cada ratén recibird 0.5 ml de le mezcla toxina-sntitoxine por

via subcuténea en el lomo.

Observacidn de las animales:

1. Después de inyectar & los animeles pasarlos a las jsulas debide
mente etiquetadas indicando serie, fecha y nimerc de prusbas.

2. Ohservar los animales durante S dias & las horas sefialadas, ls
presencia y muerte por tetanizacidn.

Celculos:

Con los datos de muertos y sintomas de tétsnos se procede a reali-
zar el célculo, utilizando para ello las dos tsblas gque se adjuntan. -
Una tabla se eplica para la serie control y la otra pars el problema.

Para la utilizecidn de un producto bioldégico elaborado en el INsti
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tuto HNaclonzl de Higicne se se efectlen en forma rutinaria varias prue-
bas que gasranticen su calidad y eficiencia. Estas pruebas involucran a-
demés de un control quimico y fisico un ensayo bioldgico donde se utili
zan orgenismos vivos como instrumentos de medicidn. Las pruabas de ensa
yo bioldégico son toxicidad, segurided y potencia, gue se llevan a cabo

en cobayos y ratones.

En sste trabajo se pretende probar la prusba de potencia de Toxoi- .
de Teténico requerides en las normas de la OMS, Esta prucba s mas con-
fiable ya que se utilize sSlo una especie animal., Le forma rutinarie -
se realiza por el método de IPSEN (explicedo anteriormente) que es un
matodo de inmunizacidn en cobayo y titulacidn del suero.

Como se observa,sl método involucra el uso de dos especies anima-
les; cobayo y raton aumentando esf los factores que intervienen en la
respuesta inmunitaria frente al toxoide.

Por inconveniencias citadas aes pretende establecer la metodologia
para la prueba de potencia del toxolde tetdnice donde la respussts se
midea en una sole especie animal.

Para poder llovar a cabo asta "Prueba de proteccidn Activa' es ne_
cesario la elaboracién de un estédndar intsrno de referancia que permita
controlar el nimero de variables que pueda influir en la prueba de pos
tencia. Por lo tanto, tener datos méz reales de la celidad del producto
y una produccidén més constante. La potencia de estos productos debe co-
nocerse y por tal motivo se remlize aste trabajo.



POTENCIA DE TOXOIDE TETANICO
TITULACION DE ANTITOXINA - PATRON

METODO DE IPSEN (1942)

Potencia de Susros de titulo bajo-Mstodo de Ipsen.

Control de ia (s} Fecha
por dosis, Peso Douls, via
de refecenci Toxina L +/400
ESQUEMA DE OPERACION-SERIE PATRON
Jﬂ::l u,°, :.5 :E’::’; 41;::‘:: L;'E:l:n;{ :°I Susro estandar por dosls
‘0.28 0.72 1.0 | 0.0035
0.20 0.80 1.0 | G. 0025
0.14 0.86 1.0 ] 0.00175
0.lo 0.90 1.0 | 0.00125
Q.072 0.93 t.0 | 0.0009

REGISTRO DE RESULTADOS

‘Jaula Primer dfa 2/edfo 3r. dla 44 | Ble
No. ignjlz h 6 » [25 n il njien|9n wn |12 0 fi2 b

Lectyras

Total

F. da correccién
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POTENCIA DE TOXOIDE TETANICO -
TITULACION DE ANTITOXINA TETANICA EN SUEROS DE COBAYO
METODO DE IP3EN ( 1942)
SERIE PROBLEMA

Lote No.
Na de cuyes I Peac Dosis Via
Focha de é Focha de 9!
Fecha do pruebo Toxina emp L+/400/80AmL.
Peso de ios Dosis. via
L+400
Nade moeios | Ta s
4LaM00/80| de Toxing
ratén Olluciones del suero ail. Poptona | por mi. por Suero por dosis
ml
Sin diluir 0.60 0.0 0.60 | 0.25
Sin diluir 0.096 0.50 0.60 1 0.04
A-005+1.95+ 1:40 0.60 0.0 0.60 | 0.0062
L:40 0.086 0.50 0.80 | 0.001
0.05de A+195+1:1600| 0.60 0.0 0.60 I 0.000156.
1: {600 0.096 0.50 0.60 i 0.000025
incubar | h. @ femperatura ambiente
[mo.de Primer dfa 24dia | s/eaia | 4s | B/0
ratén Lectura
. Sh 12h {8h 23h [9h BA{Oh IBA{(Z N (120

Sume

£

Log UIA/ ml.
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DIAGRAMA 1

Determinacién de la Potencia de Toxoide Tetdnico. Titule

ocidn dal Suerc por el Método de IPSEN,

S cobayos
via syboutdnes

1 SANGRADO

puncidn
cardiéoa

SEPARACION
OEL. SUERC

por centrifugscian

b4

/ |TITULACION ANTITGXINA]
{ver procedimiento)
usando patrdén interna

clonal o nacionwl de

sntitoxine
INOCLLACION DE HATDNES]
METODO patrdn y protl emas
DE

via subcuténea
IPSEN

OBSERVACION OE MUERTES

por tetanizacién
cinco dias pogteriores
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HIPTESIS

Con s} método rutinarioc para medir la potencis del Toxolde Teta
nico se involucra el usc de dos especies animmles (cobayo y N_tén].
Si la respuesta medida se logre obtener utilizando edlo el cobayo y
el asténdar interno de toxoide teténico preparado ls pruebs de "Pro-
teccidn Activa" propuests sersd iguslmente utilizeble y ofrecers uns
mayor confiabilidamd que el mé@todo rutinario. (Ipsen).
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7. OBJETIVOS.

a) Esteblecer las bases para la pruesba de potencia de tres y seis
puntos del toxoide tetdnico en cobayo.

b) Elsborar y sveluar la preparacidn del toxoide teténico para -
ser propuestaos a fututo como un esténdar de raferencia interna.

c) Probar el método propuesto como rutina para la medicidn de la
potencia dal toxoide tetdnico establecido en la normes da la OMS,

d) Realizer un estudio estadistico con los dstos obtenidos por el
método de proteccidn activa en cobayoe.
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MATERIAL Y REACTIVOS

Material.
Metraces Erlenmeyer de 250 ml Fyrex
Barras magnéticas
Bases magneticas
Pipetas volumatricas 1 ml Pyrex
Pipetas volumdtricas 2 ml "
Pipestas volumaétricas § ml "
Pipetas volumsétricas 10 ml "
Probetas grsduacas S0 ml u
Frascos de vidrio 20 ml
Frascos de vidrio 30 ml
Tela achesiva
lasking tepe
Jeringa 10 ml Flastipak
Jderinga S5 ml
Agujmss de nimerc 23 6 25
Charola de sluminic
Frascos de vidrio 5 ml
Tapones de pléstico
Matraces volumatricos 1 1t Pyrex
Algoddn
Gasa
Etiquetas
Peapel aluminio
Hechero
Miquina llenadora de liquidos . diarca Msplea

todelo OC-1

Jeringa llenadora de 5 ml
Charolas de plastico

Sobretapas
Campans de flujo lamimar ' VECD 8,A
Engargoladors manual Mapisa
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a) Material UJioldgico.

1 000 Cobayos ambos sexos /A00 - 450 gr

2 S00 Cobayos ambos sexas 250 - 350 gr
Toxina Tetédnica (sustancia de trabajo.70 LF)
Toxoide tetdnico 200 LF

Toxolde teténicéo 1 000 LF

Remctivos,

Hidroxido de aluminioc sl 0.3 % Marck

Agua peptonada
Solucidn salina Fislioldgica
Alcohol etilico
fenol al 10 %

*Sustancia producida sn el IMstituto Nacionsl de Higliene.
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MTTOODS

Los procedimientos generales usados en este tresbajo se indicen en

el diagrama 2 y se describen a continuacién:

ADSORCION OEL TOXOIDE TETANICO.

Para establecer la concentracidn del toxoide {en Lf), donds se ob-
serve una respussta mas adecuada se prepararon s 30, 40 y S0 LF.

Se colocan en tres matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapdn de ga-
sa/algoddn las cantidades especificadas de hidréxido de aluminic al 0.3
por cliento (P/V]) y toxoide tetSnico para ser adsorbidos por agitacidn ,
emplasndo una base con sgltacidn magnética durante 2 horas. Se obtiene
el toxoide tetdnico adsorbido a una concentracidn de 30, 40 y 30 LF/ml,
a partir de un toxoide concentrado cuya concentracidn inicial es de 9S00
LF/ml.

Elaboracidn de las diluciones :

1 ml toxoide tetdnico + 28 ml de AL(DR,) = 30 L&
1 ml " " + 29 v v " = 40 LFf
1 ml ” ” + 17 n n " = 50 LF

PRUEBA DE FOTENCIA.

Inmunizacidn.- Se inoculan por via suboutdnea 1 ml del toxoide te-
ténico a 16 cobayos para cada dilucidn propuesta. Las diluciones Fueron
los siguientes, mplicados s toxoldes contsniendo 30, 40 y 50 Lf/ml :

1 11.2F
: 16.87
: 25.31
: 37.8

: $6.88

@ aaa A

Se colocan B cobayos en coda caja perfectamente identificadas, con
el nombre de la prueba; departamento; dilucién utilizada; Fecha; etc.
Pera inocular a los cobayos se gquita una porcidn del pelo del costado -
derecho del cobayo y se lnyecta por via subcutdnesa. En seguids se mues—
tra un ejemplo de la icdentificecidn de las cajas. Se dejsn un periddo

de imnmunizacidn de veintiocho dfas.
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1

~NLJ

¢c.D.
Peveen Pe forewan
ToxonpE TerAmned

TT 032.

1:20
Fecup: ErTRAMA .
Frenn: YE3AFIO
FRCHAL SALIBA -

Desafio.~ Al cabo de los 28 dims de inmunizscidn los cobmycs se in
yvecten {("retan") con 1 ml de la toxipa tetdnice a SEJ ULsolmI por via -
subcuténea, Para inocularlos se ahora el costado izquierdo del lemo del
cobayo y se inyecten. Se obaarve

al “peto'", anotando el ndmerc de

Se determina le OEgy por el

dicea).

TITULACION OE LA.TOXINA TETAMICA

le pruebas durante S diss posteriores «
muertes por tetsnizacidn.

método de Sperman and Karber (ven apen

EM DL

50°

La toxina teténica utilizeda es llamada de trabajo. Para realizar
esta prueba se partid de un titulo tedérics de 1 000 00O DLED’ utilizen—

do un fFactor de 1.5 para proponer las demas diluciones, gque son las si-

guientes:

Diluciones necesarlias pera obtemer la dilucidn 1 : 100 000
100 =

1.2
1 : 10

000 =

1 : 100 00O

1 : 296
1 : a44
1 : 666
4.: 1 000
1.: 1 500

296
444
666
[elsle]
0o

0.1 ml de toxina + 9.9 ml agua peptonada = A

0.1 ml de A
4.0 ml de 8

+ 9.2 ml " " =B
4+ 9.0 m} " " = €

Diluclones de Trabajo

3.44
2.27
1.50
1.00
1.00

ml
ml
m}
ml
ml

de
ce
de

[>]

c
c
c
c

+ + + + 4

6.55
7.72
B8.50
9,00
44.0

ml
ml
ml
ml
ml

da agua peptonada

de v "
de " "
de " "
de " "



1 : 2 250 000 = 0.50 m!l de C + 10.75 ml de egus peptonada
1 : 3 375 000 = 0.50 ml de C + 16.37 ml de ” "

3e inocularon 10 cobayos con 1 ml de cada dilucidén por via subcuta
nea, Se obmserva el ndmero de muertes por tetanizacidn y se registran,
La m"EO as la dilucidén en ia cusl al cabo de los cinco dims es cepaez de
producir la muerte por tetanizacidn a la mitad de los cobayos irmocula -
dos.
En base a los resultados obtenidos se proponen lms diluciones en -
donde se obtiene el S0% de los animales muertos:
1 : 131 687 = 7.59 ml de C + 2.41 ml agua psptonada
1 : 197 S30 = 5,10 ml de C + 4.50 ml " "
1 : 296 236 = 3.49 ml de C + 6.55 ml " "
1 : 444 444 = 2,27 ml de C + 7.72 ml " "

Los resultados obtenidos se muestran en la tebla 3 y 4,

PREPAAACION Y ESTERILIZAION DEL ESTANDAR
SECUNDARIC DOEt TOXOIDE TETANICO

PREPARACION DEL ESTANDAR:

Oe las concantraciones preparadas inicialmente de 30, 40 y SO LFf,
se elige la de 40 Lf, para preparar un litro.

EM un matrz Erlenmeyer de 2 lt se colocan S58.34 ml de toxoide te-
tanico cuoncentrado de 800 LF y 44,66 da Hidrdxido de sluminio 0.3X (P/V)
durante 2 horas por agitacidén, en base magnética.

ESTERILIZACION DEL MATERIAL USADOO:

Los 200 frascos viales de 10 ml que se ven & usar s8 lavan con -
agua destilada y posteriormente con extran, al final se onjusgan nuava-
mente con mgua destilads, se secmn, se colocan an un charala sin tapdn,
se cubraen perfectamente con pepel aluminic y se mandam a esterilizar en
horno & 200°C por media hora, Los tapones de plastico se esterilizan en
autoclave a 121°C por 15 min. Para el control de la esterilizacidn se
utilize cints testigo.
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El llenado de los frascos se lleva a cabo en una llenadorsa semiau
tomética para lo cusl sa esteriliza la menguera y jeringa llenadoras

por calor himedo a 121°C por 30 min.

LLENADO DEL. ESTANDAR.

Se lleve a cabo en el &rea estéril dentro de la compana de flujo
laminar.

Se colocan todos los materiales aestériles dentro de la campana -
de flujo laminar.

Todas el érea usada y la llenadors se limpian con fermol (10% P/V),
e pone a Funciaonar la campana de flujo laminar. Se equipa la llenado-
ra con ls manguera y le jeringa inyectors de 5 ml, se resaliza al llena
do semiautomdtico de los frascos visles en condiciones estériles. Los
frascos llenos se tapan, con el tapdn de hule estéril y con un anillo
de aluminio. €1 llenado se efectia siguiendo las indiceciones pras ves-
tido y manejo en éreas estériles.

ENGAAGOLADO DE LOS FPRASCOS.

Se lleva a cabo en unes sngargoladora manusl,

Los frascos con su anillo de aluminio se llevena engargolar manual
ments. Se almacena ®]l material listo y membretado en la cémers frfa (2
a8 "cl.

PRUEBA OE POTZNCIA " 6 PUNTOS *

al Preparacidn de las Diluciones:

Toxaide Tetsnico de Referancia

1 : 11.85 = 2.0 ml toxoide tetdnico + 21.70 ml S.S.F.
1 :17,727 = 1.0m " " + 16.77 m1 "
1 : 26.66 = 1.0 ml " " + 25,86 m1 "
1 : 40 = 0.5 m1 " . + 19.5 m1 "
1 : 80 = 0,3 m1 " " + 19.66 ml1 "
1 : 90 = 0,258 m¥p " " + 22.25 ml "

Lns diluciones utilizadas para los lotes de toxoide teténico a -
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prueba son:

1 : 20 = 1.0 ml toxoide tetdnico + 19.0 ml 3.5.F.
1 : 30 = 0.7 ml " " + 19.30 ml "
1 : 45 = 0.5 ml " " + 22.00 m1 "

b) Immunizacidn.

Se immunizan 16 cobayos, las diluciones del estonder preparado y
les tres diluciones de cada lote a prucka. Se inocule 1 ml de cada di-

lucidn por via subcuténea a cobayos que pesan de 2350 a 350 gr.

RefFerencia Intera tuestras Toxoide Teténico
1 : 11.85 1 : 20
) 13 17.77 1 : 30
; 1 : 26.86 -1 : 45
1 : 40
1 : 60
1 : 20

Se colocen zn 4 csjas {10 cobayos en cada una) para usarlos en ls
determinacidn de la OLg;.

Se dejsn por un periodo de 28 dias.
c) Prueba de Oesafio.

Se desafian los cobayos transcurridos los 28 diass de inmunizacidn,

con GO ULSU/ml de toxina tatdnica, inyectando por vis subcuténea.
Se preparan 250 m}l de la solucidn de desaffioc en condiciones esté-

riles [(junto & un mechero con todo el material estéril, matraz, pipe-
tas, fFrascos, atc.), de la siguiente manera:

0.1 ml de toxina tetdnica + 9.9 ml agus peptonada = A
50 QLSES.GE ml " " + 240.38 ml agua peptonada = B
Se observa y registra el nimero de muartes en todas diluciones du

4 rante 5 dias que hoyan presentado sintomas de tetanizacidn.

- Verificecién de la Otgq.

A la par dol procs=so de inmumizacidm se colocen 40 coboyos, 10 aen
cada caja, para que en ol momento de le pruebe de disafio se verifique
: la DLon. Se inoculan por via subcuténea, con 1 ml de cada dilucidn, -
: las diluciones Fueron:




1 2 &00
1: 86 666
‘1 : 130 000
1 : 145 0oa

d) Calculos.

La determinacidn de la DESD se realize con el % de sobrevivencia,
por el método de Sperman and Karber.

Los lotes del toxoide tetdnico elaborados en el INH cuya potencina
fué evaluada por este método y que se titularon sons A, B, C, D, E, F,
5, H, I, J, K, t, M, N, N, 0 (esi fueron derominados].

OETEARMINACION DE LAS UNIDADES INTERNACIONALES DEL
ESTANDAR INTERNO Y LAS MUESTRAS PROBLEMA

El estander internacional liofilizado resuspendido con 10 ml de sp
lucidn salina fisioldgica, tiene 340 UI, se realizan las diluciones ne-
cesarias para tener concentraciones de 3.5 UI, 1.4 Ul.y 0.56 de la for-
ma siguiente: .

A=3.5UIA=1: 9,7 3.35 ml St. Internacionsl + 29.14 ml S.S.F.
B = 1.4 UIA = 1 : 24.2 43.0 ml de A + 19.5 ml de S.S.F.
0,.ZB8UIA = 4 : 60,7 13.0 ml de B + 132.5 ml de S.S.F,

3e inoculan 16 cobayos para cada dilucidn, por vi{a subcutdnea con
1 ml cada uro.

Al mismo tiempo se inoculan 16 cobsyos de cada dilucidn propussta
pera el estdndar interno preparado, las diluciones son:

1 : T.2
1 : 13.0
1 : 32.5
1 : 84.285

Se les da un periode de inmunizacidn de 28 dfas, al cabo de este -
tiempo, se desafian los cobayas con 50 Dl_50 de manera similar como se -
resliza la prueba de potencias de toxoldes teténicos.

Tembién, e la par cde estas pruebes se colocen 4 cajas con 10 coba-
yos cada una, que servirdn para la verificacidén de la OLg, de la toxine
tetdnica utilizada.
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Las diluciones propuestas para las muestras problama son:

1 : 3.78
1 : 9.4

1 :23.5
1 : 58,75

Después del desafio se registra el nimero de muertes por tetaniza
cidn durante 5 dias posteriores.

Con los datos recabados se determina la DE.q del sstdnder interno,
astdndar internacional y los lotes problem.. por el método de Sperman -
and Karber. Las unidades internacionales antitdxicas (IUA) se determi-
nan par la fdrmule siguiente:

0E y estander internacional

X 34 UIA/ml emtsndar = UIA Probleme
UESU FProblena

" PRUEBA DE 3 PUNTOS'

Oespu@s de haber hecho un estudio preliminar, se determinan las di
luciones que son usades cn esta prusba. Se utilizan 2 diluclonas del es
tandar interno, una que es la concentracidn donde se obtiene més del -
SOt de sobravivencia y otra donde le sobrevivencia es menor del SOX. Y
una dilucidn de la muestra problema, que igualmente ha sido estudiada y
un promedio de las DE50 encontrades.

a) Inmunizacion,

Se inyectan por vim subcutdneam con 1 ml del Toxolde Tetdnico 16 co
bayos para cada dilucidm por via subcuténea. Las diluciones son:

Estandar Secundario Lote da Toxoidas Teténi
co
1 3 5.2 = 4.8 ml 3t, Sec.+ 15,20 S.5.F. 1 : 85.58 o sen
1 : 32.5=0.,863" * "+ 19,36 " 1 mi T.T. + 24.6 S.S.F.

Se deja un periodo de inmunizacién de 28 dias.
Como en cada una de las pruesbas se colocan 40 cobayes (10 cobayos

en cada caja) pare el control de la 0Ly -
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b) Cesafio.

Al cabo de los 28 dias ne deses Se desafisn los cobmsyos con 1 ml =
da =0 OLSO de la toxina tetanica, de igual manera por vis subcuténea.
En la inmunizacidn utilizamos el ledo derecho del lomo del cobayo y en
esta ocacidn el lado izquierdo.

Se observa la respussta de los cobayos en los T dfas subsiguientes

¥ se anota el ndmerc de muertes con caracteristicas de tetonizecidn.

- Control de la NJL de la Toxina Tetdnica.

Leos 40 cabayos-‘gua se colocan de 10 por cajs, se utilizan paras ve-
rificar la potencia de la Toxina Tetanica EBLSD)' Las diluciones que se
utilizan en cada caso, se realizan en base & la potencia anterior, uti=-
lizando 4 diliciomes, se inyectam 16 cobayos para cada una con 1 ml por
via subcutdnea.

£1 calculo de la DEEQ cdel toxolde y la DLED de la toxina ae realir
za por el método de Sperman and Karber,
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Los datos obtenidos en cads un de los métodos reaslizados se resumsn

en uns serie de tablas que se presentan a continuacidn.
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TanplLA 1

ESTUDIO PRELIMINAP NE DILUCIONES PAFA LA
DETEFILINACICOH DE LA DL,y JE LA TOXINA TETANICA

OILUCION M s %

i s 296 298 1 7 12.75

1z 444 444 o a8 0.0

1 s 666 E66 o 8 0.0

1-: 1 00O 00O o 8 0.0

1 : 2 2¥0 o =] 0.0
TABLA 2

SISTEMA OFE DILUCIONES PRCPUESTOD PAFA DETERISINAR
LA OL-q DE LA TOXINA TETANICA

OILUCION M s p4l)
1 2 800 =] a 100
1. B6 666 a o 100
1 : 130 000 a aq 30
1 : 193 00O o e o
S = Animeles Sobrevivientus.
M = Animales Muertos.

%4 = Porcentaje de Muertos.
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TABLA 3

PADTECCION ACTIVA DE COBAYOS INYECTADGS

COKN TOXOXIODZ TETANICO A OIFEPSNTES Lf

GONCENTPACION DILUCION . B 2 2]
(LF)
30 1: 11.25 16 0 100
1 : 16.87 186 [¢] 100
1: as.31 11 5 €8.75
1 : 37.90 a 12 2s.0
1 : 76,83 2 14 . 12,35
a0 1: 11,25 16 [¢] 100
1 : 16.87 15 1 93,75
1 : 25.3% 10 [ 62.5
1 : 37.20 a 7 =6.25
1 : 56.95 8 ] 50.0
50 1: 11.25 16 0 100
1: 16 87 15 1 93.75
1 : 25.31 1 93.75
1 : 37.80 2 87.5

w
|

= Animamles Sobrevivientes.,

4 = Animeles Musrtos.

b
L
n

Por ciento de animales sobrevivientes.
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TABLA 4

PROTECCION ACTIVA EM COBAYOS INYECTADOS
CON TOXDIDE TETANICO EVALUADA EN GEEU’

COMCENTRACION oILuCION s " DEsq

(LF)

30 1 : 15.87 16 0 31.78 |
1: 25,34 11
1: 37.90 a 11

a0 1 : 37.90 12 4 40.00
1: 58.95 3 13
1 : B5.42 o 16

50 1 : 37.90 1a 2 54,00
1: 5B.95 10 s
1 : B5.42 3 13
1 :128.23 o 16

S * Animales sobrevivientes.

M = Animales Muertos.

DEgp = Oopsis efectiva =1 S0 %.
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TABLA 35

ESTUDID PRELIMINAR PARA DETERMINAR LA DOSIS~AESPUESTA
EM LA INYECCION DE VARIDS LOTES DE TOX0DIOE TETA
NICD EN COBAYO:

LoOTE OILUCION s “ %S DEgg

A 1: 20 16 o 100 33.89
1 : 30 11 s 68.75
1: 45 2 14 12.5

e 1: 20 12 q 75.0 23.87
1: 30 2 14 12.5
1: 45 1 15 6.25

c 1: 20 122 a 75.0 26.87
1 : 30 6 10 37.5
1°: 45 2 14 12.5

o 1: 20 12 q ?5.0 26.42
1 : 30 6 10 37.S
1 : 45 1 15 6.25

E 1 : 20 13 3 B1.25 -
1 : 30 a 12 a2s.0
1 : 45 8 =] 50.0

S = Animales vivos. -
M = Animales muertos.

%S = Porcentaje de animales vivos.,
DEEU = ODosis ofectiva que mata el S0% de animsles.
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TABLA

=3

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE 16 LOTES DE TOXOIDE

TETANICO EN UNIDADES INTERNACIONALES

{Prueba de & Puntos)

DEgq = Dosis efectiva al S0%.

(37}

MUESTRA DEq UIA/ml IPSEN
- CUIA/m1)
A 50.99 85,55 s.42
2] 15.20 41,18 12,72
c 15.20 a1.98 12.72
=] 13.74 - a6.27 2.80
€ 23.87 60.9 3.47
F 26.42 55.07 3.47
G 14.02 69,79 3.98
H 6.05 71.77 3,47
b4 23.87 60.9 3.8
J 19.s52 66.74 2.5
K 9.84 81.16 6.2
L 13.94 73.80 2.89
" 11.16 71.56 4.3
N 12.75 76.74 2.57
5 4.08 89,11 2.84
0 .30 ' 85.83 4.30
UJA = Unidades Internacionsles Antitdxicas.




TABLA 7

POTENCIA DEL TOXOIDE TETANICOD EVALUADD 20N La
PRAUSBA DE "3 PUNTOS"

SUSTENCIA nitucion El M. %3

Tstandar 1: E.2 8 4 56.67

Interno 4 : 3.8 2 10 18.67

Lote A 1 : 235.58 1 =] 10.0
=] " =] 30 0.0
5 " =3 4 §0.0
H " 1 Q 80.0
I " & S 50.0
K e 3 7 3a.0
N " 2 8 20.0

S = Animeles sobrevivientas.

M = Animales muertos.
%3 = Porcenteje de sobravivientes.

TABLA B8

ACTIVIDAO DEL TOXOIDE TETANICO EVALUADO
EN UNIDADES INTEFNACICMALES COM LA PRUESA OE ' 3 PUNTOS "

LOTE UIA/ml
e 13.2
o 15.28
<] 3.2
H -
1
K

.2
c.2

N 11.2

€8tos valores fueron obtenidos al interpolar en la curva de

clopisi-respuesta (irafice S5).
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TABLA €

DETERMINACION DE LAS UNIDAUEé INTERNACIONALZES DOE ANTITOXIMA
PARA EL TOXOIDE TETAMNICO PAOPUESTO CHMD ESTANDAR INTEAND

MUESTRA ) DESD UIA / ml
Esténder internacional, 18.70 .
Estander interna, 13.26 45,54
Esténdar internacionalj 38,32
Esténdar interno, 26.95 -48,34
Estandar internacional 46,13

Eaténdar internog 35.64 44.00

Valor Promedic de Eatandar Secundario: 45.86 UIA/ml

1, 2, 3 : Son loms valores obtenidos de 3
determinaciones diferentes.
UIA = Unidades Internacionsles Antitdxicas.
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APENDICE DE GRAFICAS.

Oe la grafica 1 a la 4 se ilustra la curva Dosis-Raspuesta de la -~
potencia de toxoide teténico de cada uno de los lotes estudiados, el es
tandar interno y el estdndar internacional, llamade prueba de 6 puntos.

En la grdéfica S se muestra la actividad de 7 lotes de toxoide tata
nico por la prueba de 3 puntos, se obtiene dicho velor interpolando so-
bre la recta trazada del velor del esténdar interno.

A continuacidén sa enlistan los datos mostrados en cacda una de las
" graflicas:

HUESTRA OILUCION % SOBREVIVIENTES

Zaténdar Internacional 1 : 9.7 52.00

1: 24.2 32,40
1 : 60,7 6.3

: Eetdndar Secundarlo 1: 8.2 96.60
v 1 : 13,0 65.0
1: 32.5 ¥ 13.5

Lote A 1 : 20.0 70.9

1 : 30,0 30.8

1 : 45.0 8.8

| Lote B 1 : 20 ez2.8
. 1: 30 74,9
: 1 : 45 25.0
Lote C 1: 20 ' 9.0

1+ 30 J8.8

: 1 : 45 20.0
: tote O 1: 20 25.00
1 : 30 0.0

1 : 4S5 0.0

Lote G 1 : 20 51.6

1 : 30 46.0

: 1: 45 1a.8
: Lotes H° 1 : 20 45.0
1 : 30 13.8

1 : 4s 4,2

Ca0)




NUESTRA OILUCION * SDEREVIVIENTES

Lot I 4 : 20 65.3
1 : 30 26.0
1: a5 2.8
Lota J 1: 20 53.9
1 : 30 34.s5
i 1: as S.6
tote L 1: 20 20.0
1 : 30 . 71.5
1: as S.3
Lote M 4 : 20 54.8
1: 20 20.0
1': 45 5.3
Lote N 1: 20 16.7
1 : 30 6.7
1: 45 2.2
Lote O 1: 20 26.4
1: 30 10.0
1

1 45 o.o0

. 1an
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TRATALLENTO E3TADISTICOD

Al analizar los detos pars las diferentes disciplinas, se encuen -
tra con frecuencia gque resulta conveniente saber algo acerca de is rela
¢idn que existe entre dos variables.

El andlisis de regresidn es (cil para averiguar ls forma probable
de la relacidn entre las varlables y, cuando se utiliza este método de
analisis, el objetivo final es por lo general predecir o estimar el va
lor de una varisble que corresponda a un velor determinado de otra va-
riable.

El estudio de regresidn lineal efectuadoc a2 los datos obtenidos sa
realizd mediante el uso de la calculadora, los vmloras cbtemidos son:

Pendiente = m = - 00,1085

Ordenada sl origen = b = 12.43179
Oe tal forma que la ecuacidn encontrada es:

y = = 0,1095 + 12.42179

Loz uotos utilizados Fueran:

X v
ar.55 s.a2 ]
a1.18 12.72
a1.18 12.72
a8.27 2.80
50.9 3.47
55.07 3.47
6s.78a 3.98
71.77 3.47
50.9 . a.e
66.74 2.5
84.18 5.2
73.90 2.89
74.56 a.3
76.74 2.57
89.11 2.s4
85.63 a.30

(aZ)



Oonde X es el valor de la potencia de los 15 lotes de toxolde tets
nido evaluados por el método de protaccidn activa mediante la pruasba.de
6 puntos, y Y es el valor de la potencia obtenido por el método de -
IPSEM.

Una vez que se ha obtenido la ecuacidn de regresidén, debe evaluar-
se para determinar si describe adecuadamente le relacidn entre las dos
variablea vy si puede utilizarse convenientemente con Fincs de pradiccidn
y esztimacidn.

€l coeficiente de correlacidén de la poblacidn mide le intensidad -
de la relacidn lineal entre X y Y, es conocido como A2, st F?a=1, existe
una correlacién lineal directa perfecta entre las dos variables, mien-
tras que cuando Fe=-1 indica una corralacidn inversa perfiecta. 3iR“= 0
las dos variables no estin correlacionadas.

El valor de A2 se obtuvo de igumsl forma mediante ‘el uso de la cel-
culadora, sienco el valor de :

F'a = 0.27208

Otra técnica useds es el andlisis de la varisncie, que tiena su a-
plicacidén mAs amplia en el analisis de los datos obtenidos u partir de
experimentoa.

Los resultacdos obtenidos para sl andlisis de varisnza para-los an-
teriores detos de X y Y se resunen en la siguients tabla:

ANADEVA DOE LA "REGRESION"

Fv ot " sc e Feal
Regrasidn 1 sc_ = m¥cy + b y-@_a SC. .
——C “ so.za | mc_ _
n 91 ~ o=
" el
ar
sc,. = 60.22
Error de E0.22
. _ xR 5
Regresidn n-2= Scs'_-fy mExy ~ by 3C,.= gB.78 6.912
16 -7= ' gl
= B8.71
12 Sc,,.= 96.78

= = 6.912

aa)



Ftab = 4.6

£n esta tabla se usaton los siguientes taéarminos:

FV : Fuente de variacidn.

gl : Grados de libertad.

SC : Suma de cuadrados.

MC : Medies cuadratica.

F : F calculada.

: f de tablas, el valor buscada en una ta
bla de Fisher con 1 y 14 gradeos de liber
tad y un nlvel de significancia de 0.05

Oe eg3t» estudio realizado se concluye que:

F osem 8,712 4.6

qa!.a' Feab
Por lo tanto existe asoclmcidn entrs las voriables X y Y.
£l anterior estudio estadf{stico tanto da regresién lirnsel como de
anélieis de la verisnze se realizd para el método de protecclion activa
por la prueba de 3 puntos, las variables usadas son:

X Y
13.2 122.72
1s.2 2.8

3.25 a.ee
-Ba2 3.8

9.2 6.2
11.2 . 2.57

Donde X son los valores de la potencia obtenida da 7 lotes de to-
xoide tetanico por el mdtodo de proteccidn activa de "3 puntos" y los -
valores de Y corresponden a la potencia oveluada por el método de IPSEN,

Los resultados de la regresidn lineal afectuada proporcionan lo. e-
cuacidn sigulente:

y = 0.21338 + 3.28989
Con un coeficiente de correlacion iguasl a:

Fi2 ='0,2534

tag) mA TE;!S N' D‘EBE
B 1A BIBLIOTECA



Y el analisis de varianza se rasume en la siguiente tabla:

F al 8T Beof Fl:lal

Regresidn 1 sc_ =4 8483 . ¥ = 4.94898 {0. 36070

Error de

Regresidn 7~as T scar; §8.60057 WC = 13.7201
F rab™ 6.89

el estudioc realizado se concluys Quas no hay asociacldén entre las

variables X y Y, ya gues:
£ £
Fcal = F:eb o sea 0, 36070 6.64

tos términos usados ya se desglosavan eon la tabla de ANADEVA antae-

rior.




2IscuwusIOoM

4. Determinacidn de le DLgn de toxina tetanica.

Fara la pruesba se requiere realizar el desafio con ls toximna titula-
cion ULF_.U' FPara elloc se realizé el estudio preliminar que se indica en
la table 1, en donde Mo se obtuvc la dosis- respuessta asdecuada para cal
cular la ULSO con tal motivo se cambiaron las diluciones (tabla 2), pe~
ro para llegar s éstas hubo otros estudios intermedios que ayudsromn &
lleger a las dilucicnes més adecusdas. As{ se logrd la dosis-respuesta

adecuada obteniendo un valor de DL para la toxina tetdnice de 134 000

S0
por ml.

Es importante oonocer y menejar s3te dasto durante todo al trabsjo
para tener la certeza de que 1o potancia de la toxina que se manajs es
le real para ser utilizada en la prusebe de desafio, durante cada prueba
se verificard el valor de la misma,

2. Prueba preliminar para la determinecidn de le dosis-respuessta en la
proparacidn interna.

Debido o que en el bicensayo es necesaric determinar la DEE.Q' se -
realizd este pruebe preliminer para conocer los limites que nos parmi-
tan tener un valor intermedic de SOX de proteccidn del toxoide contra -
el rato de los onimales con la toxina teténica.

€n la tabla 3 se nuestran los resultados, observsndose que el toxoi-
de taténioa con 30 y 40 Lf 1la respuests es la ssperada ya que e pusds
obervar una sobravivencia del S0X que es un dato muy J%il en la prueba,
Con 50 Lf la proteccidén del toxoide no permite observar el valor de SO%
de proteccion ya que seria necessrio diluir mas el producto. Esta tabla
nos mermite observar que al incrementar la concentracidén de LFf se obtig
ne graduslmente mds proteccidn.

3. Oeterminacidn de 1a DESD de la preparacién internm de Toxoide Teténi
co.con diferentes LF.

En base =2 los resultados del punto 1, Se ajustaron las diluciones pa
ro determiner la DE., de los toxoides a 30. 40, SO LF/ml confirmandose
que al incrementsr la concentracién {en LF) se obtiene mayor proteccian
uxpresada como dilucidn (tabla 4],

Tales resultados nos ayudarona seleccionar la comcentrecién del to-

xoide para preparar un estandar intermo que Fué el de 40 LF, ya que con
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tres diluciones nos permite observar resultados mayores y menores del
30% de sabrevivientes y con una dilucidn de 1 : 40 se obtione su UESD.
£1 vslor en unidades internacionales dél sstandar interno determina-
das en ralacidn con un estdndar nacional de los Estados Unidos de Norte
américa se muesstra en la tabla 9, en donds podemos observar quas el va-
lor promedio de tres prusbas es de 45,86 UIA/ml, con un valor mf{nimo de
44.00 UIA/ml y un méximo de 48.34 UIA/ml.
4. Prueba preliminar para determinar DEg, de Toxolide Tetinico de produc
cidn rutinaria.

Para esta prueba se realizd un snsayoc con S lotes (A, B, C, D, E} de
produccién para conacer la dosls-respuesta y se pueds observar en la ta
bis 5 las diluciones seleccionadas, éstas fueron adecuadas ya que cn tQ
dos los camsos se locrd calcular la DEEO excepto en el lote E. Estas di-
liciones se usan de base para los sigulentes experimentos,

5. Prueba de potencim de "6 puntos' an cobayo para Toxoide Teténico.

Para este evaluscidn se prgbaron 16 lotes de toxoide teténico (clave
de A sils 0) en varios grupos, en cads ceso, contra ol esténdar interns
cionel y ol propuessto sstiéndar interno. El valor en unidades internacio
nales se cdetermind en base sl estiéndar internacional, considerands la
relacién de DE_, de cste estdndar con los de toxolde de prueba y la pre
paracidén ilnterns, multiplicados por las unidades internacionmles del ea
tandsr internmcional. '

Asi mismo se incluye el nivel de sntitoxina inducidos por cade mues-
trs en cobayo, cuyo suerc fué titulado en un sistems toxinm-antitoxine
(métado de IFSEN) como se propome en la Farmaocopes de los Estados Uni-
dos l-lmd.canas(‘ncaba sclarar que este método Mo se llevo a cabo, ya e-
xistf{a tel informaciém y se utilizd para comocer las diferencias entre
eate método y la pruasba de "§ puntos",

El resumen de los resultacos ae muestra en la tabla 6 daonde podemos
observar que los toxoides de pruebs tienen unaactividad entra 41.18 y
89,11 UIA/ml, Asi mismo se pusde observar la gran diferencia que existe
entre los dos métodos de  evalucidn del toxocide. Esto se debe tal vez a
que la realizacidn de los méatodos as diferente, bay variables bioldgl -
cas involucradas, el método de Ipsen fué efectuado conanterioridad, pe-
ro como se oxplicara en el tratamiento sstadistico amboa métodos guamr-
dan una asooimcidn, que ss aceptsble para usau UMD U Otru.
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En las graficas de la 1 a la 4 se muestran las dosis-respuesta cbte-
rnidas en el ensayo de los 16 lotes. El comportamiento aootenido de los
lotes a prueba es similar al 3eguido por los cstdndares, 1 lmaternzclic-
nal y el interrno, donde sec observa que & una mayor cilucidm exicte me-
rnor porcentajo de sobrevivencia, porque la inmunidad desarrolladas o la
antitoxine producida ez menor.

6. Frueba de potencia "3 puntos" en cobayo para toxoide teténico.

En esta pruebs se analizeron 7 lotes de toxoide tetdnico y el aesandar
imterno. En la tabla 7 se muestran los lotes evaluados con la Unica di-
lucidén usadas 1:25.568 que es un promedio de todas las DEgq obtenides. Pa
ra el estendar intermo ce usaron 2 diluciones, una que garasntiza mas -
del SO0% de sobrevivencia y otra que proteje manos del 50X. Con estos -
dos puntos y el porcentaje de sobrevivencia abtenido en cade caso, se
trazs una recta {grafica S5) donde se interpold el valor de las UIA/ml -
de cada lote. Estos resultados se ilustrem en la tabla 8.

Como se puecde observar los valores obtenidos en la prucba ds "3 pun-
tos" difieren de los obtenidos en la prueba de "6 puntos', comn tal moti
vo se recomiends la realizaciSn de le prueba para mayor nimero de lotes
y hacer variass repeticiones.

7. Tratamiento Estadisticoc de los datos.

Se raalizaron las tecnicas estadistices siguientes:

2l Regresidn Lineal Simple, donde el coeficients de carrelacidn A% .
obtenido fuad para la pruaba de '"6 puntos' de 0.27208 y para la prueba -
de "3 puntos" H2= 0.25842 de donde se desprend= que no sxiste correla-
cidén entre sl método de IPSEN y cada uno de los métodus de pro teccidn
activa propuesstos "3 y 6 puntos", por lo que se puede utilizer la técni
cn de ANAOEVA de ls ragresicn.

b} Analisis da Varianza para una regresién, este téchnica es valiosa
porque nos permite interpretar la variacidn que exiaste al interjor de -
cada variable [(métode] y nos la compare sntre si.

Se va a determinar si existe asociascidn entre las técnicas o métodos
usados, sabiendo que la Fcalculada se obtiene ul dividir la sume de cus
drados de la regresicn entre sus grados de libertad y comparandose con
la suma de cuadrados del error de la ragreslén entre sus grados de 1li-
bortad, de donde sl cociente generado nos da un velor de 8.71, al compa
rarse con la 7 de tablas obtenids con une alfa o nivel dae significancie

{s3)



el 0.0% y un nivel de confianza al 95% que para un esxperimento biolégil-
co es més que suficiente, tal valor fFué de 4,6. De esto se afirma que
hay una asoclacidén entre el método de lpsen y el método de proteccidn -
activa por le prueba de "6 puntos" ya que 8.71 es mayor o igual que 4.6
y se cumple con el requerimiento solicitado por el tratamiento da ANADE
VA, siempre y cuando sea el mismo modelo bioldgico y en las mismas con-
cliones de estudio,

Del analisis de varianza realizado para el matodo de Ipsen y la prue
ba de tres puntos se obtiensn resultados no satisfactorios pusato que -
no hay asociacidn entre dichos matados, ye que no satisface el requeri-
miento solicitado por la prusba de ANADEVA, donde F caloulada resulté -
menor o igusl al F de tablas o sea 0,36070% 6.69 .
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CONCLUSIONES

1. Se astablecieron lss condiciones de prueba para le realiza- -
cidn del enseyo da 3 y 6 puntos para le avaluscidn del Toxoide Teténi
CO.

2. Se propone el uso de la Preparacidn Interna de Aeferencia pa-
re la svaluzacidén de Toxoide Tetdnico de Referencia solo o combinado
como vacuna DPT por la prueba de proteccidn activa en cobayo (3 y 6 -
puntos] comsiderando un valor promedio de 45.96 UIA/ml.

3. Ls vigencia de la preparacidn interna de refarencis se reco-
mienda que sea por el momento da 2 afios qus es el tiempo que se ha ds
mostrado :anteriormente, en que el toxolde tetdncico conserva su acti-
vidad.

4. La dosis-respuesta obtanida en la pruaebas de potencis de & pun
tos pares vl toxoide tetanico prapuesto como preperacién interna de re
ferencia espedecuada para la determinacién de su DE,.

5., El andlisie da varienza reslizado muestra una ssociacidn en
tre el método rutinerio de IPSEN y la prueba de proteccidén active de
6 puntos, siemprs conserverdn una relacidén reproducible, deblendo. con
siderar sl modelo bioldgico y les condiciones de laboratorbo deberén
ser identicma a les del estudioc a realizar.
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AP ENDICE

£1 célculo dz las DEgy S DL’D se realiza por el método de Sper-

man and Karber cuya fdrmuls es :

s - 1. s
OEgq log cil £X 35 _ n.3| 1og F.ai1.

100
Donde:
dil. T = a la dilucién de concemtracidn més elta.
%S = porcentaje de animales sobrevivientes,

F. dil.= Fector de dilucidn.
Un sjemplo resuelto con los siguicentes datos:

; 0ilucién % S
1: 9.4 87.5
1 : 23.5 25.0 El factor de -dilucidn
.
; 1 : 58.75 412.5 es 2.5
H
-log DEg,= -log 9.4 _ [97.5+25,0¢12.5 _ D-S‘J log 2.5
100

- 0273 - [1.25 - o.s ] (0.397)
= -0.973 - (0.75] (0.397)
= - 0.973 - 0.287

-log DEgy= - 1.27

OEgo™ antilog 1.27

DESD= 18.62

Para obtensr la DEsn del toxoide a prueba se necesita hacer una
dilucién 1 : 18.62. ’

En el caso de celcular una DLS0 para uns toxina taténica se uti-
liza el porcentaje de musrtes (M) siguiendo el mismo procedimiento.
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