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UI : Unidad Internacional, actividad espec!Fica de una cantidad 

eRtablociCa o un pAtrón internacional, deFinida por al Co­

mite de Expertos en Estand~rizaG:iÓn Biológica de le m.s. 
LF Límites de Floculación. Cantidad de toxina o toKoida tetá­

nico ó diFtÉtico que mezclado con una unidad interna~ional 

de la antitoxina correspondiente, Flocule en el tiempo más 

corto. 

OE50 Dosis eFective para SOX. Dosis de una preparación Farma­

cologica activa que evocare ung reapuesta en el SOX de -

las unidad~s de prueba de un grupo. A la OE50 se le dan 

nombres dlForentes dependiendo del tipo de re~puasta: 

DL~0 o doais letal al ~0%, si le re~puesta muerte; DI 

CT 50 , si la respuesta es eFecto citopático de un virus u 

otro agente sobre un sistema celular. 

L+/10/50: Unidad de.combinación qug consiste en la cantidad m..f. 

nima de toxina tetánica que el ser m~zclada con 0.1 

UI de antitoxina tetDnica 1 es neutreljzada parcial­

mente, quedando suFiciente toxina libre pare matar -

el SO~ de un grupo de retenes de 15 a 17 gr de peso 

inyectados por vía subcutáne• en un periodc de 4 a 5 

días. 

L+/400/SO UnidBd de combinación que consiste en la cantided -

mínima de toxina tetánica que al ser mezclada con -

D.0025 (1/100 de Ul) ea neutrulizada parcialmento, 

quedando suFlclente toxina libre para matar al SOX 

de un grupo de ratones ds 16 a 18 gr de poso lnyec­

taCo5 por vía subcutánea, en un periodo de 4 a 5 '·­

dÍa3. 

Of-19 s Orgenizeción Mundial de la Salud. 

S.s.F. : Solución salina ~iaiológica. 

St. : Estándar. 

T.T. : Toxoide teté~ico. 
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R E 3 U t-~ E N 

La elabcr·ación de estándares y su uso permite homogenizar les pru,g 

has biológicas entre laboratorios en el mundo. 

La O~ger,ización Mundial de la Salud (Of<.IS], proporciona a los labo­

ratorios productores un número determinado de eetandares para evaluar ~ 

le eFlcacia d@ sus lotes de producción y propone la elaboración de es­

tandarea nacionales ó internos de trabajo. 

En el Instituto Nacional de Hlr.tr.ne los niveles de producción de -

Toxoide Tetánico hacen necesaria la preparación y le valoración de un -

eatandar interno de reFerencia siguiendo las guias que establece la CMS. 

Con el objeto de mejorar los mátcdos utilizados en 1a valoración -

de biológicos se astan proponiendo noevea técnicas que mejoren dichas 

evaluaciones. En algunos pelees lo hacen midiend:I la antigenicided del 

producto. Para realizar este tipo de pruebas ea necesario conta~ con e.= 

tanderes de reFerencia adecuados para ellos. 

El p~opósito de este trebejo ea la elaboración de un estándar de -

reFerencia interno del Toxoide Tetánico pare ser utilizado en una prue­

ba de valoración active "La Pruebe de Protección ,'\ctiva en Cobayos". 

f~ta prueba se realiza de manera ~utinarie por el método llamado -

IPSEN en al cual se involucra·el manejo de dos eapeoiea animales cobew 

yo y ratón. Este trebejo pretende logre~ el establecimiento de un méto­

do de protección activa donde la respuesta se• medida en le miGma espe­

cie animal: el cobayo, FavorecLendo eal una mayor variabilidad biológi­

ca, un mene~ tiempo y mayor conFiabilided en los resultados. 

El método propuesta ae puedo utilizar da igual Forma que el método 

rutinario llamado IPSEN porque la respuesta se log~a medir adecu~damen­

te, con un enalisia de varianza realizada a ·1os datos obtenidos se ob~ 

serva que embaa métocbe mantienen una cor~elación, lo que nea da la ce~ 

Fiabilidad de utilizar un método o el otro. 
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INTFiODUCCION 

1. Características del Clostridium ~· 

A través del tiempo se ha reconocido a Clostridium ~ como 

bacteria relacionada con el suelo rico en meterle orgánica, el cual pue 

de pcGar a los humanos que est:an en contacto con el suelo, a través de 

heridas o cualquier otro accidente que permita la penetración de espo-

del microorganismo a los tejidos. 

eJ MorFología y tinción. 

El Clostridlum ~ es un bacilo Gram ~·c .... itlvo, esporulado seme­

jante a un palillo de ter.,bor por eu espora teli'!minal; as móvil está dot~ 

do de 30 - SO Flagelos perítricos. Es un anaerobio estricto y en condi­

ciones ambientales adversas Forma esporas, lo cual le conFiere una re­

sistencia eMcepcional. Cuenda las condiciones son propicias, le espora 

germine y da lugar a la Forma vegetativa que es capaz de producir dos -

toxinas, una de las cuales es le tetanospasmina, altamente neurotropica, 

cuya potencia sólo es superada por la'. to><lna butolínica. 

El bacilo del tetanoe se tiñe Fácilmente por los colorantes de en~ 

lina. La tinción d& loe Flagelos sólo se logra cuando se utilizan cult~ 

Jovenes. 

bJ Cultivo. 

El eFecto del oxigeno (o 2 J se puede neutrelizmr y se obtiene deea­

rrollo en presencia de aire ol ~o u~tublece en el medio un bajo poten­

cial de oxidorreducción. Aai por ejemplo se obtiene un desarrollo exce­

lente en medios que contienen ácidos tioglicóliooe. El valor de la car­

ne cocida dependQ de su contenido en ácidos grasoo no saturados que to­

man oxígeno y de "glutetion" a un Eh de alr'ededr de - 0.2 voltios. El -

requerimiento del orgBMismo para anaerobioeis mecaníca ea menor cuando 

se desarrolle en simbiosis con bacterias aerobias o en presencia del t~ 

jidc Fresco eGtéril. 

Loa bacilos desarrollan mejor a 37"0 en pH=7.0 - 7.5 y cesan el d~ 

sarrollo A un pH menor a 6.4 ó mayor de 9.2. Le adición de glucosa el -

medio estimula el desarrollo de loe cultivos puree, aunque no hay señal 

alguna perceptible de Fermentación de éste o de otros carbohidratos. 

Clostr.idium ~ 3e puede cultivar en un medio sintético, p•iro requi.!: 

re vitaminas (tiamina, écido nicotínico, riboFlavina, pirldoxina, ácido 
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pentoténico, biotina y ácic:'° Fólico), aminoácidos (arJinina y triptoFa­

no), purinas y pirimidines Cameninas y uracilo) asi como ácido oléico. 

El desarrollo en gelatina o en medios con ager acompañada de la 

producción de enhidrido carbónico y metilmercaptsno, este Último produ­

ce el característico olor desagradable a materia orgánica putreFacta. -

Loe bminoácidos e hidratos de carbono son deshidratados y los requeri­

mientos de energía se eatisFacen por la reducción directa de aminoáci­

dos, como los ácidos glutamico y aapártico 1 el anhidrldro carbónJ.co 1 a­

moniaco y ácido acético y but!ricc. 

c) Resistencia. 

Les Formes vegetativas del Cloatrldlum ~ no tienen mayor re­

sistencia al calor o e los agentes químicos que las Formas vegetativas 

de otros microorganismos. Sin embargo les esporas resisten al calor e~­

co e ao•c alrededor de une hora y el vapor Fluyehte por unos cinco min~ 

toe. El ácido Fénico el 5~ (P/V) les mate en doce a quince horas 1 el b~ 

cloruro de mar-curio al 1X (P/VJ en dos a tree horas. La luz solar direE 

ta disminuye au virulencia y acaba por destruirlas. Protegidas de le 

luz soler directa y de otras inFluencias deletéreas, las esporas del t~ 

tenas pueden permanecer viables y virulentas durante muchos eñes. 

Le penicilina tiene alguna acción inhibitoria sobre el desarrollo 

del microorganismo¡ en grandes dosis reduce le mortalidad en loa anima­

les de experimentación. 

d) Variabilidad. 

Se han observado colonias lisas y rugosas y variontea móviles e i~ 

móviles. Se pueden obtener coloniibs aisladas de la forma móvil del orQ!! 

nismo añadiendo ol medio sustancias químicas inhibidoras o aumentando -

el ageir al Sl.. 

e) Estructuras Antig.ánicas. 

De los diez tipos antigénicos 1 nueve ee puedan reconocer por eua -

antígenos Flagelares especiFicos. El tipo VI no tiene Flagelos, todas -

las cepas tienen un antígeno O común y un segundo antígeno O compartido 

por los tipos II, IV, V ó IX. AFortunedamente, todas les cepas producen 

el mismo tipo antigénico de toxina que puede ser neutralizado por une -

sola antitoxina. 
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F) E>eotoxinas. 

El Clostridium ~ produce una fibrolislna y una hemolisine. E~ 

ta hemolisina, descubierta y denominada tetenolisina por Erlich, se de~ 

truye rápidamente por oxidación al quedar expuesta al. eire y puede aer 

adsorbida por una suspensión de globulcs rojos. Lo hemolistria es antiei 

nica y da lugar a la producción de una entihemolisina espeoíFlca cuando 

se inyecte a loe animales. Sin embargo, ninguno de estos metabolitos 

tiene potencia suficiente para hacer que este becilo sea patógeno. 

Las cepas virulentas de el Cloetridium ~ produce une poderosa 

neurotoxina que es liberada en el medio en parte por difusión y en par­

te por autólisie. Hay variación marcada entre les CBIFIBS en su capacidad 

pare producir esta toxina. La producción máxima ocurre a temperatura de 

35•c. La cantidad de toxina producida varía según la cepa y con el me­

dio empleado. 

La inoculación de un animal con toxina tetánica ve siempre seguida 

de un per!oda definido de incubación de ocho a veintiCuatro horas, en~ 

tes de que aparezcan loe espasmos tónicos. El sitio de inyección, la e~ 

pecie de animal y la cantidad de toxina inyectada inFluyen en la dura­

ción del. periodo de incubación. Aumentando la dosis , este periodo se 

puede acortar pero nunca eliminar por completo. Cuan:to la to>eine se in­

yecta por vía eubcuténea los eepesmoa empiezan primero en los músculos 

más pró~imos al punto de inoculación y gradualment• ee extiendo hasta -

alcanzar todos los músculos. La inoéulaoión .. d.otr.eveneaa_a1uEle pcaducir 

tétanos generalizado. Como la toxina ea destruye por la acidez del jugo 

gástrico y por las enzimas proteolítlcaa del aparato digestivo, le in­

gestión de toxina no produce enFermedad. 

Le toxina tetánica es una neurotoxina selectiva que actúa sobre ce 

lulas nerviosas dol eje cerebro-espinal, eunque cnmo la toxina botulín~ 

ca, paraliza también las Fibras motoras colinérgicaa q~e van al irle 

del ojo. Loe nervios del bulbo requídeo son mée susceptibles a la toxi­

na, lo cual probablemente explica las convulciones generalizadas que se 

observan on la enFermedad. 

Los estudios reali:zados por numerosos autoreJ-30) muestra claramen­

te que la mayor!a de las toxinas de los Cloatridia sintetizadas por las 

bacterias en crecimiento, Ge acumulan en cantidades variables en le cé­

lula bacteriana durante la Faee logarítmica de crecimiento, y le caneen 

tración máxima de la toxina intracelular se presente en la mayoría de 

los caeos un poco antes del Final de la Fase logarítmica. Además duran-
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- Polipeptidog d'3 peso molecular de 10 000 a 900 000 UJ-' . .o\. 

- Inestable relativamente, destruida a menudo por calor mayara 

so·c .. 
- Altamente antigénicas¡ estimulan la formación de antitoxinas de 

título elevado. LA antitoxina neutraliza e la toxina. La dosis letal de 

la toxina tetánica es menor que la dosis inmunizante en el humano. 

- 3e transForman a toxoides atáxicos antigénicos con leformaline, 

iiicido, calor. etc. 

- Muy tóxicas; mortales pera animal ea de laboratorio en dosis de -

microgramos o menores. 

- No producen Fiebre en el huésped. 

b) Endotoxina$. 

Las andotoxinaa bacterianas, componentes de la pared celular de 

bacterias Gram negativas (por ejemplo, §• ~. Shigella, Salmonella) 

han sido conocidas desde hace tiempo como productoras de toda una goma 

de eFectos sobre la respuesta inmunitaria y las células inmunocompeten­

tee. Por ejemplo, de manera inespecífica estimulan la proliFeraoión de 

células B, lo mismo inducen le aparición inespec!flca de anticuerpos ·~ 

tier-itrocitar-ios (en particular- de anticuerpos antieritrocitos de oveja). 

Además, estos compuestos son adyuvantes potentes de la respuPsta inmuni 

tar-ia. Su principal limiteción ea que ellas mismas son inmunogénicas. 

Esto en particular-, no es deseable en un agente de uso terapeútico po­

tencial. Además estos compuestos son perogénicoe. Su utilidad principal 

ha radicado en la elucidación del mecenlamo de desarrollo de la reepue~ 

ta inmunitaria y el método de control. 

Las caracter!aticas de lea endoto><inae son las eiguientes:[
2
0) 

- Parto intcaral de le pered celular microbiana da loe organismos 

Gram negativos, liberadas al ser desintegrada dicha pared. 

- Complejos polisacáridos. Porción de lípidoe A, quiza sea la res­

ponsable de-la toxicidad. 

- Aelativamente establee, soporten calor mayor de SD"C durante ho­

ras sin pérdida de la toxicidad. 

- No estimulan le rormación de anticuerpos al reciduo de polisacá-

rido. 

- no son convertidas e toxoides. 

- Poco tóxicas; mortales para animales de laboratorio en dosis d~ 
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cientos de microorganismos (ejemplo, SO millones de dosis mortales para 

el ratón por miligramo). 

- No producen Fiebre en el huésped. 

Las antitoxinas son anticuerpos que neutralizan o floculan un antf 

geno. Estosantlcuerpos antitóxicos que circulan enel plasma y en loe lf 

quidoa corporaleo, pueden producirse como consecuencia de que las célu­

las B del sistema llnFoide hayan sido estimuladas por el contacto con R 

la tox~ne antigénlce. Los anticuerpos así producidos son e~pecíFicos p~ 

re la toxina que ha provocado su síntesis. 

Cuando se estimule a un individuo para que produzca sus propios a~ 

ticuerpos(por inyocción de tcxoides o por padecer la enFermedad del tB­

tanos), se dice que está inmunizado activamente. La inmunidad activa es 

casi aiempre de larga duración, según hemos hecho notar. 

Por el contrario cuando se inyectan antieueroe a un individuo (las 

cuales contienen anticuerpos preFormados), se dice que el paciente está 

inmunizedo pasivamente. Le inmunidad pasiva ea transitoria, pero tem- -

bién es útil clínicamente. siempre que une persone necesita protección 

a causa de una sola exposición a algur-e enFermedad infecciose, como la 

OiFteria. 

3. Toxoldae. 

Los toxoidee son derivados antigénicos, no tóxicoa de les toxinas. 

En muchas de las enFermedades resultantes de le producción de exo-

toxinas, la inmunización activa Frente a exotoxinas es llevada a cabo -

preparando toxoidea, medlanta la introducción a le toxina de grL..poS su~ 

tituyentee como el Formaldeh!do. 

a) Toxoide Tetánico. 

El Formol transforme la toxina tetánica en toxoid~ tetánico, ,mediaD 

te dos tipos de reacciones químicas: 1)bloqueo de los grupos amino de -

las lieines y 2)por la Formación de puentes metilénicos entre las liei­

nas y le tiroeina o la hietidina. E•toe cambice e~ectan sitios crítico• 

para la acción tóxica de la tetanoespasmina. 

b)Preparación de Toxoide Tetánico. 

Una cepa toxigénica de Clogtridium ~ se cultiva en medios ••­

peciales, sln peptonas, para promover la producción de neurotoxinas te­

tánicas. Le toxin~ se transforma en toxoide mediante Formol por incuba­

ción a 32 - 37•c durante varios días, el toxoide resultante se purlFica 
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por el paso a través del Filtro Zeitz y se deja "madurar". Finelmante .... 

reFina poc por precipitación con sulFato de amonio. 

El toxoide tetánico se distribuye como toxoide Fluido o como toxo~ 

de adsorbido; el producto de adsorción en hidróxido de aluminio o alum­

bre (sulfato doble de aluminio y potasio) aumenta la inmunogenicidad, -

reduc~ la magnitud de la interFerencia por la administración eimultónae 

del toxoide y antitoxina (heteróloga u homóloga), y produce niveles de 

antitoxina más duraderos. La ventaja del toxoide Fluido es por ejemplo 

la mayor rapidez con que se provoca una respuesta secundaria en per~c -

nas que han sido previamente vacunadas con toxoide, no es muy deFinida 

ni llega a ser de proporciones que justifiquen su empleo. En las condi­

ciones actuales, no hay razón para continuar el uso de toxoidea Fluidos 

bajo ninguna circunstancia de la poáctica clínica e 14) 

El material adsorbente, se acepta hasta une dosie de 15 mg como 

aulFato de aluminio y potasio KAl(so4 J2 •12 H2o y equivalente a O.SS mg 

de .aluminio .. El eFecto de las sales de eluminic se ha considerado debi""" 

do a la Formación de un depóaito que libera por tiempo más prolongado -

el antígeno y de esa Forma se sostiene un nivel da estimulAción antigé­

nica sostenida e 13). 

c) Actividad del Toxoide Teténico en le Respuesta Inmune. 

Los toxoides teténicos actúan principalmente en tres Formae(S) 

Una consLste en inducir un estado en el sistema inmunitario que le 

permite responder e estímulos subsecuentes del toxoide. Por le acción -

del toxoide ee logra tener individuos con i~munidad báglco y ccpacidad 

de raspua9te rápida Frente al toxoide de cualquier tipo. Otra acción 

del toxoide consiate en estimular un nivel de antitoxina circulante ho­

móloga suFiciente para mantener une deFense inmadiaUa en 1a circulación 

sanguínea durante muchos años¡ ésta es superior desde luego e la capee! 

dad de las antitoxinas heteróloga•, las cuales aparentemente &Ólo actú­

en contra la toxina cuando la encuentren en la corrlante sanguínea y 

ahora sabemos que la toxina sólo excepcionalmente se haya on la circul~ 

ción. 

Une tercera acción es el eFecto protector en los individuos ya in­

munizados con doe doais de toxoide; cuando ae les inyecta une dosis de 

reFuerzo, ce,, lo que so provoca una acción prctectore ecelei-ada, posi­

blemente por la acción directa del toxoide sobre le célula.nerviosa 1 i~ 
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pidiendo la Fijación de la toxina a estas células por un meceniemo com­

patJ.tivo. Esta protección ~arece de 6 e 8 horas después de le inocula­

ción del toxoide antes de que aparezcan las antitoxinas en niveles de­

tectables en la sangre circulante. 

4. La Estandarización Biológica. 

Conviene hacer notar que el proceso de estandarización ae extraor­

dinariamente complejo pues involucra cuestiones técnicas, económicas, -

políticas y sociales. 

En un sentido técnico, estandarizer consiste en establecer un sis­

tema de unidades y normas de reFerencia que permitan uniFiear la valor.!! 

ción cuantitativa de materiales y sus car•ctar!stioas en todos los lab.E. 

retorica de un país y a nivel internacional. Eatc lleva varia• ideas 

asociadas como son, en primer lugar, le valoración cuantitativa, la 

edopclón de un sistema de unidades, el desarrollo de normas y de prapa­

reco±onee o materiales de reFerencia. Este término es un proceso que r~ 

Fleje la necesidad de establecer acuerdo entre profeaicn•l•a o institu­

ciones peca controlar y uniFormar la calidad de preperedos o productos 

y que lleva a la realización de un conjunto de actividades tecnológicas 

pera au implementación. 

Un estándar ea el resultado de un esFuerzo de estandarización, a­

probado por una autoridad ~econoclde y consiste ye sea de un documento 

que oont~nga un conjunto de condiciones que deben llenarse o cumplirse 

ó cine unidad Fundamental o constante Física. El establecimiento de una 

norma y de una unidad, especialmente de esta Última, llav• aparejado el 

desarrollo de una preparación o material de reFerencia, llam•do estan­

dar-. 

Los patronee de comparación o materiales de referencia son objetos 

materiales usados para cellbrar sistemas de medida. Existe alguna conF~ 

siÓM en la terminología empleada par-a le designación de aatos patrona~, 

por le que se debe procurar definir-loe cuidadosamnnte y evitar el erne­

pleo indiscriminado de términoa. 

Es importante par-a loe Fines de este trabajo incluir aunque sea 

brevemente, los conceptos de ~nidedea y preparaolcnes de reFarencla y 

patronea, en relación con la estandarización tiológice. 

Hay muchas substancias con propiedades terapeútic• o p.-oFilactlcea 

las cuales no pueden ser valoradas adecuadamente utilizando solamente 
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pruebas químicas o Físicas. Por ejemplo, para 8lgun~s substancies de 

uso Frecuente en biol6gíe y medicina, no ea posible ostablecer unu rel~ 

ción simple entre peso y potencia e cause de la estructura compliceda 

de los constituyentes activos. El material en cuestión puedo estar con~ 

tituido por organismos vivoo e incluir gran número de componentes, no -

distinguibles por métodos Físico-químicos simples, pero poseer grados -

variables de actividad cuando se administra e un orga~ismo vivo. Más 

aún los componentes activos pueden estar presentes en proporciones va­

riables ~e una muonera a otra. 

Este es precioa~~te el caso de los sistemas toxina-antitoxina, en 

parte, a causa de la complejidad de embaa substenclea, la to~ina y la -

antitoxina, au Forme especial da reaccionar .!.!:! ~ ó ,!?!::! ~ y el he­

cho de que tanto lea toxinas como las antitoxinas, pero especialmente -

las primeras, son 1ábilee e altaa tBmperaturas y al cambio de pH, y ºº.!:! 
aieten generalmente de mezcles de moléculas con diFerentes grados de a.=. 

tividsd parcial o complete (mezcles toxine-toxoide), lo que condiciona 

su valor cuantitativo al tipo de método utilizado. 

La potencia de preparaciones de estas GU9tancies puede valorarse ~ 

solo mediante pruebas en animales o ·en microorgeniamoe. Tomando en oue.!:! 

ta que la potencia de tales sustancias solo puede determinarse con un -

sieteme biológico de prueba, éstas se conocen como sustancias biológi-

ces. 

Cuando al médico administra una preparación de una sustancio biolg 

gica_(p.eJ. una antitoxina) a un paciente, en el producto, qu~ etrplea Ge 

deberá haber comprobado que ea eFicaz e iMocuo. ~a ~Fic•o~a o potencia 

en este ceso, conaiste en el número de partículas activas (moléculas de 

anticuerpo) contenidas en la dosis administrada y disponiblo para reac­

cionar con el agente inFeccioso. No es torea Fácil. aunque Fuere posi­

ble, deFinir la potencie de la antitoxina en e9tos términoe. Le única 

Forma razonable en que se pueden especiFicer las potencias de diFeren­

te9 preparaciones de antitoxina, es expresar sua ect~vidadea en térmi­

noa de una determinada muestra de le antitoxina, mantenida en condici~ 

nas ospeciale9 para propósitos de raFerencia, e le que antes hemos 11,!! 

medo ~· Así una muestra puede ser igual en potencia el , eaten­

der (relación da potencia.= 1,0) en tanto que otra muestre puede tener 

alrededor de 25 pcr ciento más actividad (relación de potencia= 1.25). 

Pare mayor conveniencie puede decidirse relacionar une cantidad arbitr~ 
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ria del patrón y designar esta cantidad como la unidad de e$a antitoxi­

na. ~ntonces, si por ejemplo el patrón tiene por definición 10 unidades 

por ml, las potencias de las dos muestras con relBCiÓn de potendin de -

1.0 y 1.25 deberán contener 10 unidades por ml y 12.5 unidades por ml 

respectivamente. El mismo principio de determinación de potencie relet~ 

ve a un eetandar y expresar tal potencia en unidades se aplica a todos 

los tipos de sustancias biológicas. 

La Unidad Internacional de Antitoxina Tetánica se deFinió en 1928 

al establocer una equivalencia de 2 UI o 1 Unidad Americena( 9 ). La di~ 
trib.Jción de este patrón por el Statens Seruminatitut de Copenhague se 

inició en 1935 con una equivalencia en peso de 1~u1 igual a 0.1547 mg. 

En 1949 la Unidad Internacional se igualó a la Unidad de los Estados 

Unidos y desde entonces 1 Ul es iguel e 0.3094 mg del patrón internacig 

nal. En 1969 esta primer patrón Fué reemplazado por el segundo, actual­

mente en uso, como 1 UI lguel e 0.0338 mg. 

Se desprende de lo anterior que resulta venteJoso eKpreear la po­

tencia de una sustancia biológica en las mlsmea unidades en todo el muD 

do. Tal pt"'Ocedimiento permite Ell médico y a los inveo'bigE1dorea en el 

campo de la biológía experimental para decidir con ex11Ctitud lea dosis 

requeridas de las sustancias biológicas cuando hey varias preparaciones 

disponibles, no emlo dentro de un país, sino también cuando las diver­

sas preparaciones se elaboren en varios países. Eato •e aceptó desde h~ 

ce un poco mé9 de ~O años y on consecuencia, se demostró que se pcdríe 

obtener un eren beneFicio ei ea daba un carácter internacional al esta­

blecimiento de estándares pera sustancies biológicas, es decir, la es­

tandarización biológica y la definición de unidedee de actividad. 

Loa estándares internacionales son preparaciones establecidas para 

ser utilizadas como material de reFerencia en el ensayo biológico de 

sustancias de tal manera que se P.Uede expresar su potencia o actividad 

en térm~nos del estándar, por medio do esto, se asegura ia uniFormidad 

en todo el mundo en la designación de potencia de preparaciones que se 

van a usar en la profilaxio, terapia o diagnóstico de enFermedndes 1 en 

los ca$O~·en que dichas sustanciao se tratan de praductos biológicos y 

no pueden ser caracterizadas sdecuedamante por medias químicos y Fíai-

A través de los años, loo patrones internacionales se ·han establ~ 
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cido solamente sobre la bese Ce estudios en colaboración internacional, 

con participación de un cierto número de laboratorios, pare demostrar 

que la preparación es adecuada para servir como octándar en los diver­

sos tipos d~ bioensayo de que se dispone para la sustancia o material 

en cue<.3tión. 

Dichos .eatándares internacionales no están disponibles en cantida­

des auFicientee pera su distribución a los paises en CQntidad ilimitada 

de tal manera que pudieran ser utilizados en comparaciones analíticas -

rutinariss de la producción. Por lo ta~~o, estos materiales se dietrib~ 

yen solamente con el propósito de ayudar a los laboretorioa nacionales 

de contr.ol en le elaboración de sus propios estándares. Estas prepara­

ciones nacionales son las que deberían ser analizadas en Forma rutina­

ria en los laboratorios analíticos dedicados al bioenseyo. 

Le estandarización eo el resultado de un esFuerzo de conjunto des~ 

rrollado por acuerdos entre personas o instituciones con Cl$11Cidad cien 

t!Fica y autoridad legal dentro del ~empo de producción, el cual es 

coordinado y aprobado por una autoridad oFiciel (OMS). Este trabajo só­

lo adquiere validez cuando dicha autoridad ev•lúa su trabajo. El desa­

rrollo de esFuerzos sobre estaridarizeclón, ea muy importante contar con 

la participación de las instituciones oF.icieles y-privades que trabajan 

en el campo dentro del pe!s. 

En Americe Latina, especlelmsite en Mé~ico( 9 ) , hay que r•corder -

que tenemos industries Farmaceúticaa y de productos biológicos oon ca­

recter!stlcee especiales de desarrollo dlFerentes en ceda país que de­

terminan la necesidad de establecer sistemas de estandarización necio -

nal apoyéndonoe en principios interneclnelee y regionales. l.a produo-. ·­

ción de productos biológicos para inmunoproFilaxiG bajo condiciones más 

o menos di~ersaa prevalecen en cada país y originen le necesidad de 11~ 

ver a cabo este trabajo bajo condiciones especiales en cada caso. No 

obstanta, en todos los casos se considera que a medida que se desarro­

llen actividades de ostandarizeción y se establezcan p~eparaciones na­

cionale9 de reFerencia, ee lograrán algunos avances teles como los si­

guientes: 

a) Control de calidad mucho má9 eFectivo de los productos biológi­

cos y Farmaceúticos, ya que la utilización de materiales de reFerencla 

ea un mecanismo que con~ribuye a determinar la eFicacie del control an~ 

lítico a través del grado de tecniFicecién con que se realiza elche tr~ 
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beJo. 

b) Consrr.uentemente, al intensiFicer el control de los productos 

biológicos, espaclalmente con relación a au actividad especÍFica, ten­

dremos un conocimiento más completo de las oaracter!eticas de calidad 

de las materias primes Fabricadas en el país, de la bondad de loe proo~ 

sos de Fabricación y tembién de les preparaciones biológicas y Farmacef 

tices que se estén aplicando a la publación. 

e) Estímulo al desarrollo de estudios en colaboración entre diver­

oae instituciones, que redunde en beneFicio de la superación cient!Fica 

de los laboratorios del país. 

d) P.educclón de les costeo de adquisición de estas preparaciones -

pera trebejo analítico, pues los elebcrados en el país serán de precio 

más reducido que los importados. 

Actualmente ae cuente con la Farmacopea Nacional que establece no~ 

requisitos para qua loe productos elaborados se ajusten e los ni­

veles de calidad aaignodoa. En la elaboración de este documento colabo­

raron diversos especialistas de le Secretaria de Salud y Laboratorios -

Farmaceútlcos privados. Se ha observado que a medida que se desarrollan 

actividadea sobre estandarización biológica y preporac1ones de raFeren­

cia se logran avences en el control y una calidad conetBnte de produc­

tos elaborados e nivel nacional. 

5. Potencie del Toxoide Tetánico. 

La prueba de actividad inmunogénica del toxcide te~ánico se llova 

a cabo por inoculación de cobayos, cuya respuesta inmune sa determina 

valorando el nivel do anticuerpos protectores en·.su suero, expresados e 

en unidades internacionales de entitoxln• tetánica. 

La titulación de antitoxina circulante puede hacerse por algún má­

tcdo que permita una valoración cuantitativa en términos de unidades i~ 

ternacionalea y que sea sensible anta sueros con una potencia en el 

den de 2.0 ur. 

El método IPSEN (1042 ea aatisFactorio para este propósito. Es-

te método determina el poder neutralizante de un suero entitetánico 

Frente o una dosis conocida de toxlna tetánica. 

a) TitulBción de Antitoxina en Sueros Débiles (IPSEN, 1942). 

Preparación dol suero de reFerencia: 

(13) 



al Diluir 1:100 el patrón internacional de ~ntitoxine Tetánica o -

el estándar interno de laboretoio (basado en el patrón internacion•l) 

con solución salina hasta O.OS UI/ml. Agregar a esta dilución tiomersel 

de manara que alcance una concentración Final de o.01x. 

b) Utilizar una toxina estable de la que se conosaa al valor de 

L+/400/50 ml. Si ae tiene desecada preparar une solución base que con­

tenga 1 mg/ml en solución reguladora de peptona (al 1~) estéril, conte­

niendo tiomersal pera ajustar a una concentración Final de 0.01~, util! 

zendo 3 ó 4 mg de material tóxico. 

c) Inmediatamente antes de iniciar le prueba diluir le toxina e pe~ 

tir de le .. solución bese con le solución reguladora de peptona hesite une 

concentración de 4 L+/400/50 ml. 

d) 3e lleva e cebo les mezcles toxina-antitoxina de •cuerdo con el 

protocolo de les tablas adjuntas para el control y el problema. 

eJ Incubar tcdea la~ ezclas toxina-antitoxina durenta una hora a 

temperatura ambiente. 

Con el objeto de que se puedan tomar cuantitativamente las dosis -

de cede tubo de en&8yo, es necesDrio preparar un volumen da 2.0 ml qua 

contienen &9! 4 dosis. 

Inoculación de Ratonas: 

1. Usar tres retenes por cada dilución d• la serie patrón y un ra­

tón por cada dilución de le serie problema, empezando le inoculación 

por les mezclas menos tóxicas. 

2. Cada ratón reoibi~á O.S ml de la mezcla toxinm-entitoxina por 

vía subcutánea en el lomo. 

Observación de los animales: 

1. Después de inyectar e los animales paa•rloe a lea jeulee debld~ 

mente etiquetadas indicando serie, Fecha y número da pruebe. 

2. Observar loa animales duronte 5 días a las horas aeñaladae, le 

presencia y muerte por tetenización. 

Celculos: 

Con los datos de muertos y s!ntomaa de tétanos se procede a reali­

zar el cálculo, utilizando para ello lea do• tablas que se adjuntan. 

Una tabla se aplica para la serie control y la otra pare el problema. 

Para la utilización de un producto biológico elaborado en el XnetJ:. 
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tute Nacional de Higiooe se so efectúan en Forma rutinarie varias pr"'ue­

ba~ que garant!cen su calidad y eficiencia. Eotaa pruebaP involucran a­

demés de un control químico y Físico un ensaye biológico donde ae util.!. 

zan organismos vivos como instrumentos de medición. Les pruebes de ena.!! 

yo biológico son toxicidad, seguridad y potencia, que se llevan a cabo 

c:obayoa y retenes. 

En aste trabaje se pretende probar la prueba de potencia de fo~oi­
de Tetánico requerida en les normas de la OMS. Esta pruc9a es més con­

Flable ya que se utiliza sólo una especie animal. La Forma rutinaria 

se realiza por el método de IPSEN (explicado anteriormente) que 

método de inmunización en cobayo y titulación del suero. 

Como se obsarvo,el método involucre el uso de dos especies anima­

les; cobayo y retan aumentando es{ loa Factores que intervienen en la 

respuesta inmunitaria Frente al toxoide. 

Por inconveniencias citadas ae pretende establece.- la metodología 

pare le pruebe do potencie del toxoide tetánico donde la respueeta ae 

mida en una sola especie animal. 

Pera poder llBvar a cl!!bo esta "Prueba de pro'beocién Activa" es ne_ 

cesarlo la elaboración de un estándar interno de reFerencia que permita 

controlar el número de variables que pueda inFluir en la pruebe de po~ 

tencie. Por lo tanto, tener datoa méa reeles de le calidad del producto 

y una producción más conatenta. La potencia da eatoa productos debe co­

nocerse y por tal motivo ea realiza eete trabajo. 
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l'OTENCIA DE TOXOIDE TETANICO 
TITULACIOll DE ANTITOICINA • PATROll 

METODO DE IPSEN (1842) 

Potencia de St.1•ro• ele tltulo bGJo-N9todo de lpaen. 
Control de IO tat muMtnla _______________ Fecha ------
Rat- Po< dosl1. _____ , ______ 11, ______ Vla ______ _ 

Antttoxlne denfwenc '1b•tna L+/400 ________ _ 

ESQUEMA DE OPERACION-SERIE PATRON 

..klula --· ª..U-' Toxina LH400/llO/ 
Na. 0.015 41.+l400>9 toxina Suero .. tandear por do1l1 

W./ml. POptana por ML por do•\• 

0.28 0.72 1.0 1 0.0035 

0.20 0.60 1.0 1 0.0025 

0.14 0.66 ·1.0 1 0.00175 

0.10 0.90 1.0 1 0.00125 

0.072 0.93 1.0 1 0.0009 

REGISTRO DE RESULTADOS ·- Prl•er dfa v. Ara Yor.dla 44 111. 
No. h. '· 215 h. h. 18 h. 9 h. MI h. 12 h. 

L•ctura• 
9 h. 12 MI 9 12 h. 

ToNI ------------~ Promedio ___________ _ 

F. da corrección 
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POTENCIA DE TOXOIDE TETANICO 
TITULACION DE ANTITOXINA TETANICA EN SUEROS DE COBAYO 

llETODO DE IPSEN ( 1142 ) 

SERIE PROBLEMA 
-ro __________ Lo ... _________ No. ________ _ 

No.di aa,. INnl#llza·c1o.~ ______ .,._ _____ oos1a _____ :vra ___ _ 
l'eclta * "'""'nlzocl6n. ___________ P'•cM de .antrado~--------
f'ecM • ,. .. ..., To•lna -leado L•/400lecMllL __ _ 
P9eod9 la. raton.. Do1I vla _______ _ 

..... ,.,,. Dlh1clon•adll ..... o 

Sin diluir 

Sin diluir 

A-0.05+1.95+ 1:40 

L:40 

0.05 de A+l.95+1: 1600 

1•1600 

....... Pr1 ...... ,. .. "" .... 12 h. 11111. Zllft . 

llUffer Tnlna L•400 .... ..... do 4"""00lllO do ll>•lncl -.... -dll. Peptona 
OIL 

por .... 

o.so o.o 0.60 

0.096 0,50 0.60 

0.60 o.o 0.60 

O.CB6 0.50 0.60 

0.60 o.o 0.60 

0.096 0.50 0.60 

ai.•(o ll/er.tlÍa . ... llllL llh. 111 IL 

~17) 

....-
1 0.25 

1 0.04 

1 0.0062 

1 0.001 

1 0.000156. 

1 0.000025 

41. 111. 
L•chlrG 

12 ... 12 ... 

,.. .. _______ _ 
.......... ~------­
CorF9CclH 

1.11 UIA/MI. ------



DIAGRAMA 1 

Oeterminaci6n de la Potencia de Tcxoide Tetánico. Titule 

oién del Suero por el Método de IPSEN. 

1 IM!·IUMIZACION ' 

5 cobayos 
v !a subcuténos 

tsANGFIADal 

punci6n 
cardiáaa 

SEPARACION 

OE!L SUERO 

par oi.ntri~ugacián 

TITLILAC~ON ANTITOXINA 

(ver procedimiento) 
uaando patrón interna 
clonol o nt!Cion•l de 

antitoxin• 

METOOO 

DE 

IPSEN 

tINDCLl. .. CION DE FIATONES l 
patrón y pr"Dbl amas 

v!e subcutánea 

OBSERVACION DE MUERTES 

por tetanización 
cinco d!as po9terioras 
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H l P T E S l S 

Con el método rutin....,lo p.,..a medir l• potenai• d•l To>CQide T•tá 

nico as involucra el uso de dos ••peciee animales [cob9ya y rm~án). 

Si la respuesta medida se logre obtener utllizendo sólo •l oob•yo y 

el esti&ndar interno de taxoide tetánico prmper•do le prU•be d• "Pro­

tección Activa" propue•t• •ttr"á igualmente utilizable y orr9C:l•r8 una 

mayor conFiabilided que el mitodo rutinario_ (Ipsen). 
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7. OBJETIVOS. 

a) Establecer las bases para la prueba de potencia de tres y seis 

puntos del toxoide tetánico en cobayo. 

b) Elaborar y evaluar la preparación del toxoide tetánico pera 

ser propuestoa a Fututo como un estándar de reFerenoia interna. 

cJ Probar el método propuesto como rutina para la medición de la 

potencia del toxoide tetánico establecido en la normas de la 0~15. 

d) Realizar un estudio estadístico con los d•tos obtenidos por el 

método de protección activa en cobayos. 
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f.IA.TE:AIAL Y REACTIVOS 

Material. 

f-IE1traoe$: Er-lenmeyer de 2~0 m.l 

Barras magnéticas 

Basas mágnetice~ 

Pipetas vo1umétr-icas 1· ml 

Pipetas volumátr-icaa 2 ml 

Pipetaa volumétricas 5 ml 

Pipetas volumetr-icaa 10 ml 

Probeta• gr-aduad•a 50 ml 

Frascos de vidrio 20 ml 

Fraacos da vidrio 30 ml 

Tela adhesiva 

l·:asking tape 

f'yrex 

Pyrex 

.Jer-inge 10 ml Plaatlp•k 

.Jeringa 5 ml 

Agujas de número 23 ó 25 

Charola da aluminio 

Frascos de vidrio 5 ml 

Taponeg de plá•tico 

Matraces volumétrico& 1 lt 

Algodón 

GaBa 

Etlquataa 

Papel aluminio 

Mechero 

Máquina llenador-a d~ líquidos 

.Jeringa llenadore da 5 ml 

Charalas da plástico 

Sobretapaa 

Campana de Flujo laminar 

Engargoladore manual 
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Marca Mmplea 

Modelo DC-1 

VECO S 1 A 

Maplsa 



a) tl.aterial :Jiolégico. 

1 000 Cobayos ambos sexos ~OC - ~SO gr 

2 500 Cobayos ambos sexos 250 - 350 gr 

Toxina Tetánica (sustancia de trabajo:7o LF) 

Toxolde tetánico 900 LF 

Toxoide tetániéo 1 000 LF 

Aeectlvoa .. 

Hidroxido de aluminio al 0.3 ~ 

Agua pe¡:itonada 

Solución salina Fisiológica 

Alcohol etílico 

Fenal al 10 % 

Marck 

*3ustancia producida en el I~stituto Nacional de Higiene. 
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M::T000.5 

Los procedimientos generales usados en esta trebejo se indicen en 

el diagrama 2 y ee describen a continuación: 

A!JSOACIOr.I DEL TOXOIOE TETANICO. 

Para establecer la concentración del toxoide (en LF), donde se ob­

serve una respuesto más adecuada se prepararon a 30, 40 y 50 Lf. 

Se colocan en tres matraces Erlenmeyer de 2~0 ml con tapón de ga­

sa/algodón las cantidades cspeciFicadae de hidróxido de aluminio al 0.3 

por ciento (P/V) y toxoide tetánico pare ser adsorbidos por agitación , 

empleando une base con agitación magnética durante 2 horas. Se obtiene 

el toxcide tetánico adsorbido e una concentración de 30 1 40 y 30 LF/ml, 

a partir de un toxoide concent~ado cuya concentración inicial es de 900 

LF/rnl. 

Elaboración de las diluciones 

1 ml toxoide tetánico + 29 ml de Al(OH3 ) 

1 ml + 21 

1 ml + 17 

PRUEBA CE POTENCIA. 

30 Lfl' 

40 LF 

50 Lf 

Inmunización.- Se inoculan por v!a subcutánea 1 ml del toxoide te­

tánico a 16 cobayoo para cada dilución propueata. Les diluciones Fueron 

las siguientes, aplicedos a toxoldes conteniendo 30, 40 y SO LF/ml : 

1 : 11. 2S 

1 : 16.87 

25.31 

37 .. 9 

56.95 

Se colocan 8 cobayos en coda c~ja perFectamente identiFicadaa, con 

el nombro de la prueba; deper-tnmento¡ dilución utilizada; Fecha¡ etc .. 

Para inocular o loe cobayos se qui~a una porción del pelo del costado -

derecho del cobayo y se inyecta por vía subcutánea .. En seguida se mu_ee­

tra un ejarnplo de la !CentiFicaclén de las cajas. Se dejan u~ periódo 

de inmunizncién de veintiocho dÍaa .. 
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Desafío.- Al cabo de los 28 d{aa de inmunizecl~n loa cobayos se i.!J 

yectan ("reten") con· 1 ml de la toxina tetánica a SO OL
50

/ml: por v!a 

subcutánea. Para inocularlos ~e ahora el costado izquierdo del lomo del 

cobayo y ea inyectan. Se obáerve la prueba durante 5 d!aa posteriores ~ 
el "Peto", anotando el número de muertes por tetenizacián. 

Se determina la OE 50 por el método de Sperman and Kar-ber- (ver, apB.!J 

dice). 

TITUL.AC:ION DE LA. TOXINA TETAMICA EM OLso· 

La toxina tetánica utilizada es llamada de trabajo. fara realizar 

esta prueba se pertió de un título teórico de 1 000 000 OL50 , utillz•n­

do un Factor de 1.5 para proponer las d•más diluciones, que las si­

guientes: 

Oilucione9 necesarias pera obtener- le dilución 1 : 100 000 

1 .: 100 0.1 ml de toxina+ 9.9 ml ague peptoneda =A 

1 10 000 D.1 ml de A + 9.9 ml 6 

1 : 100 000 1.0 ml de B + 9.0 ml. e 

Diluciones de Trabajo 

1 ' 296 296 3.44 m1 de e ... 6.55 ml de egua pepton~~a 

1 ' 444 444 2.27 ml de e ... 7.72 rnl de 

1 ' 666 666 1.so ml de e + e.so ml de 

1 ' 1 ººº 000 = 1.00 ml de e + s.oo ml de 

1 ' 1 sao 00 = 1.00 ml de e ... 1a.o ml de 

(24) 



1 : 2 2GO 000 o.so ml de C + 10.75 ml de egua peptonada 

1 = 3 375 000 o.so ml de e + 16.37 ml da 

Oe inocularon 10 cobayos con 1 ml de cada dilución por v{e subcut~ 

nea. Se observa el númer-o de muertes por tetanizacién y se registran. 

Le DL50 as la dilución en La cual al cabo de los cinco dÍea eA capaz de 

producir la muerte por tetanización a la mitad de los cobayos inocula -

dos. 

En base a los l""esultados obtenidoo se proponen les diluclonea 

donde se obtl.ena el 50% da los animales muertos; 

131 687 = 7.59 ml pe e + 2.41 ml ague peptonada 

197 530 = 5.10 ml de e + 4.50 ml 
1 : 296 296 = 3.44 ml d .. e + s.ss ml 
1 : 444 444 = 2.27 ml d., e + 7.72 ml 

Los resultedos obtenido• se muestren en la tabla ~ y 4. 

PAEPAAACION Y ESTEAILIZAION DEL ESTANOAA 

SECUNDARIO OEL TOXOIOE TETANICO 

PREPAAACION DEL ESTANCAR: 

De las conoantracicnea preparadas inicialmente de 30, 40 y 50 LF, 

se elige la de 40 LF, pare preparar un litro. 

En un matrz Erlenmeyer de 2 lt se colocan 958.34 ml de toxoide te­

tánico concentrado de 900 LF y 44.66 da Hidróxido de aluminio 0.3'( (P/V) 

du~ante 2 horas por agitación, en base magnitica. 

ESTERILIZACION DEL l-1ATERIAL USADO: 

Loa 200 Frescos viales de 10 ml que ae van a uaar se lavan con 

agua destilada y posteriormente con extran, al Final se anjuegen nueva­

mente con egua deetilade 1 se secan, se colocan en un charole sin tapón, 

se cubren perFectamente con papel aluminio y se mandan e esterilizar en 

horno e 2oo·c por media hora. Loa tapones de plástico se esterilizan en 

autoclave a 121ºC por 15 min. Para el control de la eaterillzacién se 

utiliza cinta testlgo. 

(25) 
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El llenado de loe Frascos ae lleva a cabo en una llenadora semia~ 

temática para lo cual se eGteriliza la manguera y jeringa llenadoras 

por calor húmedo a 121•c por 30 min. 

LLEN.0.00 DEL ESTANOAA. 

Se lleva a cabo en el área estéril dentro da la o~mpana de Flujo 

laminar. 

Se colocan todos log materiales estériles dentro de la campana 

da Flujo laminar. 

Toda el Érea usada y la llenadore se limpian con Fenal (10% P/VJ, 

ae pone a Funcionar la campana de Flujo 1eminar. Se equipa l~ llenado­

ra con la manguera y la jeringa inyectora de 5 ml, se realiza al llen~ 

do semiautomático de los Frascos vialea en condiciones estériles. Loa 

Frascos llenos se tapan, con el tapón de hule estéril y con un anillo 

de aluminio. El llenado se eFeotúa siguiendo las indicaciones pre ves­

tido y manejo en érees eatérile~. 

ENGARGOLADO DE LOS FP.Ascos. 

Se lleva a cabo en una engargoladora menuaL. 

Loa Frascos con su anillo de aluminio ae llevS"la engargolar manual 

mente. Se almacena el material listo y membretado en la cámara Fría (2 
a e •e]. 

PRUEDA OE POTZNCIA " 6 PUNTOS " 

a] Preparación da las Oilucion•as 

ToKoide Tetánico de AeFerencia 

1 ' 11.85 2.0 ml taxoida tetánico + 21.70 ml s.s.F. 
1 :17.77 1.0 ml + 16.77 ml 

1 ' 26.86 1.0 ml .. 2S.66 ml 

1 ' 40 o.s ml .. 19.5 ml 

60 0.34 ml . 19.66 ml 

90 o.as ml + 22.?.= ml 

Lna diluciones utilizadas para los 1otos da toKaide tetánico ~ 
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pt'Uebü 

1 : 20 

1 : 30 

1.0 ml toxoide tet~nico + 19.0 ml 3.S.F. 

1 : 45 

b) Inmunización. 

0.7 ml 

O.S ml 

+ 19.30 ml 

+ 22.00 ml 

Se inmuniz~n 16 cobayos, les diluciones del estondar pt'eperado y 

lea tt'es diluciones de cada lote a pt'uoba 0 Se inocule 1 ml de cada di­

lución por vía subcu-eéinea a coba!i•os qua penan de 2."30 a 350 gt'. 

AeFet'ancia Intera 

1 ' 11.as 

1 ' 17.77 

1 ' 26.56 

1 ' "º 
1 ' 60 

1 ' 90 

1-.uestraa Toxoido Tetánico 

1 : 20 

1 : 30 

1 : 45 

Se colocen vn 4 cajas (10 cobayos en ceda una) para usat'los en la 

determinación de la DL~o· 

Se dejan por un pet'iodo de 28 díea. 

e) Prueba de OesaFío. 

Se desaF!en los cobayos transcut't'idoa loe 28 días de inmunización, 

con SO OL50/ml de toxina tetánica, inyectando por vfe subcutánea. 

Se prepat'an 250 ml de la solución de desaFío en condiciones esté­

riles (junte a un mechet'o con todo el material estéril, matraz, pi~e­

tea, Ft'ascos, cte.), de la siguiente manet'a: 

0.1 ml de toxina ta~ánica + 9.9 ml agua peptonada = A 

+ 240.38 ml agua peptonada = B 

Se obset'va y registra el número de muertes en todas diluciones d~ 

rante 5 días que hayan presentado a~ntomAs de tetenización. 

- VcriFicación do la DL50 • 

A le par diitl proceso de inmunización ge colocan 40 cobayos, 10 en 

cada caja, pat'a que en el momento de le pt'uebe de dSsaFio se veriFique 

la OL50 • Se inoculan por vía subcutánea, con 1 ml de cada dilución, 

las dilu~ioncs Fueron: 
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d) Cálculos. 

1 : 2 sao 
1 : 86 SGEi 

1 : 130 000 

1 : 145 000 

La determinación de le OE50 se realiza con el X de spbrevlvencla, 

por el método de 3perman and Karbcr. 

Los lotea del toxoide tetániuo elaborados en el INH cuya potencio 

fué evaluada por este método y que se titularon son: A, B, e, o, E, F, 

G, H, I, .J, K, L, M, N, Ñ, O (asi Fueron denominados). 

DETEAMINACION DE LAS UMIDAOES INTERNACIONAL.ES OEL 

ESTANCAR INTERNO Y LAS MUESTRAS PROBLEMA 

El estandar internacional liofilizado reauapendido con 10 ml de es 

lución salina fisiológica, tiene 340 UI, se realizan les diluciones ne­

cesarias pera tener concentraciones de 3.5 UI, 1.4 UI.y 0.56 de la For­

ma siguiente; 

A 3.5 UIA 
B = 1 .4 UIA 

o.ssuIA 

1 : 9.7 

1 : 24.2 

60.7 

3.35 ml St. Internacional + 29.~4 ml s.s.F. 

13.0 ml de A + 19.5 ml de S.S.F. 

13.0 ml de B + 19.S ml d• s.s.F. 

3e inoculan 16 cobayos pera cada diluci6n, por vía subcutánea 

1 ml cada uno. 

Al mismo tiempo se inoculan 16 cobayos de ende dilución propuesta 

para el estándar interno preparado, las diluciones son: 

13.0 

1 : 32.5 

1 : 81.25 

Se les da un periodo de inmunización de 28 d!aG 1 al cabo de este -

tiernpo, $e deseF !an loa cobayos con 50 DL 50 de manera similar como se -

realiza le prueba de potencia de toxoldes tetánicos. 

También, a la par Ce estas pruebas so colocan 4 cajaa con 10 coba­

yos cada una, qu~ servirán para la verlFlcaclón de le OL 50 de la toxina 

tetánica utilizada. 
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Lea diluciones propuestas para las muestras problema son: 

: 3.76 

: 9.4 

1 :23.5 

1 : r;a.75 

Después del .desaF!o ae registra el número de muertes por teteniZ,!! 

ción durante 5 días posteriores. 

Con los datos recabedos se determina la DE~o del estándar interno, 

ostándar internacional y loa lotes pr-cblem .. por el método de Spllr"ll'lan 

and.~arber. Las unidades internacionales antitóxices (IUA) se determi­

nan por la Fórmula siguiente: 

DESD eetander internacional X 34 UIA/ml eatS'ldar = UIA Problema 
DE

50 
Problema 

tt PRUEBA OE 3 PUNTOS'' 

Después de haber hecho un estudio preliminar, se determinan las d.!. 

luciones que 90n usadas en esta pruebe. Se utilizan 2 diluciones del es 

tandar interno, una que es la concentración donde se obtiene més del 

5~~ de sobrcvivenciu y otra donde le eobrevivencia es menar del SOX.. Y 

una dilución de la muestra problema, que igualmente h• sic:b ea~udiada y 

un promedio de lea DE
50 

encontradas. 

a) Inmunizecion. 

Se inyectan por v!a aubcuténaa con 1 ml del Toxolde Tetánico 16 cg 

bayos pera cada dilución por vía subcutánea. Las diluciones son: 

Eatandor Secundario Lote da Toxa1de Tetáni 

1 : 5,.2 4.B ml St:. sec.+ 1s.20 s.s.F. 1 : 25.59 

1 : 32.5 0.63 tt 11 + 19.36 1 ml T.T. + 24.6 s.s:F. 

Se deja un periodo de inmunización de 20 d!as. 

Como en cada una de las pruebas se colocan 40 cobo:;oo ( 10 cobayos 

cada caja) perB el control de la OL 50 • 
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b) P.esaFfo. 

Al cabo de loe 28 días no de~as se deeaFían los cobeyoe con 1 ml • 

de ~O DL50 de la toxina tetánica, de igual manera por vía subcutánea. 

~n la inmunización utilizamos el ledo derecho del lomo del cobayo y en 

esta oceción el lado izquierdo. 

Se observe la respuesta de loe cobayos en los ~ días subSiguientea 

y se anota el número de muertes con ceracterístlcas de tetonización. 

- Control de la Q~LSO de la ToMine Tetánica. 

Loe 40 cobayos que se colocan de 10 por ceja, se utilizan para ve­

riFicar la potencia de la Toxina Tetánica (CL$0 ). Las diluciones qua se 

utilizan en cada caso 1 se realizan en base a la potencia anterior, uti~ 

lizSl"'1do 4 diliclones 1 se i~yectan 16 cobayos pare coda una con 1 ml par 

v!a subcutánea. 

El cálculo de la DE50 del toxoide y la OL~0 de la toxina aa realir 

za por el método de Sperman and Karber. 
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P E S U L T ~ O O 3 

Los datos obtenidos en cade un da loe métodos rem1izados se resumen 

una 9erie de tnblas que se presentan a continuación. 
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1 

1 

1 

Tc\GLA. 

EST!.J~IO f"i=:SLH~INAP r"JE OILUCIONSEi PAFA LA 

OETi:'.Pl'ltlACIDtl OE LA DLc;.Q ;JE LA TOXINA TETANICA 

OILUCION •. s ~;.1 

1 

1 

1 

1 

' 
' 
' 

1 

2 

296 296 7 12.::: 

444 444 o e o.o 
666 666 o e o.o 
000 ººº o e o.o 

2 1:'=0 o e o.o 

TABLA 2 

SISTEt-'A DE IJILUCION~5 PROPUESTO PAF" A OETe'R!ilUAJt 

LA OL~O OE LA TOXINA T~TANICA 

OILUCION " s "' 
' e sao 

' es 666 

' 130 000 

' 19"5 ººº 

e 
B 

4 

o 

S = Animales SobrevivientHs. 

M = Animeles t.!uet"tos. 

\M = Pol"'centaje dB Muertos. 
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TABLA 3 

PAOTECCIOt..I ACTIVA OE COSAY0.3 INYECTADOS 

coi...: TOXOIQ€ TETANICO A CIFEP~NTl!S LF 

CONCENTPACION DILUCION " M ·05 

(LF) 

30 1 ' 11.25 16 o 100 

1 ' 16.87 16 o 100 

1 ' 25.31 11 5 68.?'5 

1 ' 3?.90 4 12 2s.a 
1 ' '?";6.9~ 2 14. 12.s 

40 11.25 16 o 100 

16.87 15 1 93.75 

1 ' 25.31 10 6 62.5 

37.90 9 7 ~S.25 

~6.95 e e so.o 

so 1 ' 11.25 16 o 100 

16 07 15 93.75 

25.31 15 93.75 

1 . 37.90 14 2 87.5 

S Animales Sobrevivientes. 

:~ Animal es Mul!!lrtoe. 

%3 Por ciento de animales sobrevivientes. 
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TABLA 4 

PROTECCION ACTIVA EM COBAYOS INYECTA00'3 

CON TOXOIOE TETANICO EVALUADA EN OEso· 

CONCEMTP.ACION 
(Lf') 

30 

40 

<;O 

DILUCIDN 5 M 

1 : 16.87 16 o 
1 : 2~.31 11 s 
1 : 37.90 4 11 

1 : 37.90 12 4 

1 : 56.95 3 13 

80:.42 o 16 

1 : 37.90 14 2 

1 : 56.95 10 6 

85.42 3 13 

:120.23 o 16 

5 . Animelea aobrevlvlentea. 

M = Anime lee Muertos. 

DEsa = Dosis eFectlve •l so "· 

(35) 
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TABLA 3 

ESTUDIO PRELIMINAR PAFIA OETEP.!UNA~ LA DOSIS-RESPUESTA 

EM LA IrlYECCION DE VAFHOS LOTES DE TOXOlOE' TET~ 

NIC::O 2"1-1 CXJBAYO~ 

LOTE OILUCION s " '45 o eso 
A 1 . 20 16 o 100 33.99 

1 30 11 5 69.75 

1 ' 45 2 14 12.s 

e 1 ' 20 12 4 75.0 23.B7 

30 2 14 12.5 

1 . 45 1 15 6.25 

e 1 . 20 12 4 75.0 26.97 

1 . 30 6 10 37.5 

1.: 45 2 14 12.s 

o 20 12 4 75.0 26.42 

30 6 10 37.5 

1 . 4"i 15 6.25 

E , . 20 13 3 e1.2s 

1 . 30 4 12 25.0 

1 ' 45 e e so.o 

S Animales vivos. 

U Animelea muertos. 

XS = Porcentaje de animal•• vivos. 

OE~o = Dosis eFective que meta el SO"~ de animal••· 
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TABLA 6 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD C~ 16 LOTES OE TOXOIDE 

TETANICO EN UNIDADES INTEP.NAC·lONALES 

(Prueba de 6 Puntee 1 

MUESTFIA DE so UIA/ml IPSEN 
[UIA/ml) 

A 50.99 95,155 S.42 

B 15.20 41.19 12.72 

e 15.20 41.19 12.72 

o 13.74. 46.27 2.00 

E 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 

I 23.87 60.S 3.B 

.J 19.52 66.74 2.s 

K 9.04 81.16 s.2 

L 13.94 73.90 2.89 

" 11.16 71.56 4.3 

N 12.75 76.74 2.57 

!'i 4.CIB es.11 2,84 

o 9.30 05.83 4.30 

. 

UIA = Unidades Intarnaclcnslas An~ltóxlces. 

OE:o = Ooale eFectlva al SO%. 
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POTEU~IA 

SU3TEl>ICIA 

r::standar 

Interno 

Lote A 

o 

" H 

I 

K 

N 

TABLA 7 

aeL TOXOIOE TETANICO EVALU/\00 

PAUEBA DE "3 PUNTOS" 

OILUCJOfJ "' 
=.2 B 

3?..i:: 2 

1 . 25.SB 

o 
6· 

s 
3 

2 

S = Animales sobrevivientes. 

M = Animales muertos. 

:Oi\; .L•\ 

M. 

4 

10 

9 

"º 
4 

9 

5 

7 

B 

%9 = Porcenteje de sobrevivientes. 

TABLA B 

ACTIVIOAO DEL TOXOIOE TETANICO EVALUADO 

Y..3 

SS.67 
16.S? 

10.0 

o.o 
so.o 
so.o 
so.o 
30.0 

20.0 

EN UtJIOADE5 INTEf'NACiotlALE'S CON LA PRUE9A OF. " 3 PUNTOS " 

LOTE UIA/:nl 

e 13.2 

o 15.2S 

a 3.25 

H 

5.2 

K s.2 
N 11.2 

Esto~ valores Fueron obtenidos al interpolar en la curva de 

clo!3il1-rcspuesta (¡_;ráf'ica S). 
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TA8LA 9 

Ds;:'TEAiUNACION DE LAS UNIDADES INTEANACIONALE:3 OC: ANTITOXIMA 

PARA EL TOXOIOE TETAf'!ICO PAOPUE3TO COMO ESTANCAR INTEAt-.0 

MUESTRA CESO UlA / ml 

Estándar inter-nacional 1 18.?0 

Estándar- inter-na1 13.96 45.54 

Estándar inter-nacional2 313.32 

Estándar- int..,..no2 26.95 48.34 

Estándar- inter-neciona13 46.13 

Estándar- interno3 35.64 44.00 

Valor Promedio de EBtandar- Secundario: 45.96 UIA/ml 

1, 2, 3 z Son loe valor-ea obtenido• de 3 

deter-minacionee direretntes. 

UIA ~ Unidades Internecionelea Antitáxic••· 
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APENOICE DE GAAFICAS. 

Oe le qrúFica 1 a la 4 ae ilustra la curva Ooeis-Aeapuesta de la -

potencia de toMoide tetánico de cada uno de los lotes eatudlados, el e,!! 

tándar interno y el estándar internacional, llemede prueba de 6 puntos. 

En la gráFica S se mueGtra ia actividad de 7 loteo de toxoide tet~ 

nlco por la prueba de 3 puntee, se obtiene dicho valor interpolanda. so­

bra la recta trazada del valor del esténdar interno. 

A continuación se enlistan los datos mostrados en cada una de las 

· gráfSicas: 

l·:UESTAA 

~st8ndar Internacional 

E•tándar Secundarlo 

Lote A 

Lote B 

Lote C 

Lote D 

Lote G 

Lote H 

OILUCION 

9.7 

24.2 

1 60.7 

1 1 s.2 
1 : 13.0 

32.5 

20.0 

1 : 30.0 

1 : 45.0 

1 1 20 

1 30 

1 45 

1 : 20 

1 . 30 

45 

20 

1 : 30 

1 : 45 

1 : 20 

1 : 30 

1 : 45 

1 : 20 

1 : 30 

1 : 45 

(40) 

X SOBREVIVIENTES 

52.00 

32.40 

6.3 

96.60 

65.0 

13.5 

70.9 

30.e 

B.9 
02.e 

74.9 

25.0 

69.0 

38.B 

20.0 

25.00 

o.o 
o.o 

51.6 

46.0 

13.9 

45.0 

13.B 

4.9 



MUE.3TRA OlLUCION " SOBREVIVIENTSS 

Lote 1 . 20 GS.3 
1 : 30 26.0 

45 2.B 
Lote J 20 53.9 

1 . 30 34.S 

1 : 45 S.6 
Lote L 1 ' 20 so.o 

1 30 71.S 

1 . AS 5.3 
Lote M 1 : 20 54.6 

1 ' ~o 20.0 
1 : 45 5.3 

Lote N 1 : 20 16.7 
1 : 30 6.7 

' 45 2.2 
Lote o 20 26.4 

1 . 30 10.0 
1 ' 45 o.o 
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TP.l\TAl·íl~t>JT(! E3TA'JI::;T1co 

4.1 analizar lo~ datos para lus c!iFermntes di6 ... :1plinos, s~ encuen -

tra con Frecuencia qua resulta conveniente saber al~o acerca de le rel~ 

ción que existe entre dos variables. 

El Análisis de regresión os Útil para averiguar le Forma probable 

de la relación entro las variables y, cuando se utiliza este método de 

análiRis, el objetivo Final eG por lo general predecir o estimar el v~ 

lor de una variable que corresponda H un valoP determinado de otra va­

riable. 

El estudio de regresión lineal eFectuado a los da~os obtenidos se 

realizó mediante el uso de la calculadora, los valores obtenidos son: 

Pendiente= m = - o.1095 

Ordenada al origen = b = 12.43179 

Oe tal Forma que la ecuaoión encontrada 

y= - 0.1095 + 12.42179 

Loz de toe utilizadog Fueron: 

X y 

9P.SS 5.42 

41.18 12.72 

41. 10 12.72 

46.27 2.00 

60.9 3.47 

5S.07 3.47 

69.79 3.98 

71.77 3.47 

60.9 3.B 

66.74 2.5 

81.16 s.2 

73.90 2.89 

71.56 4.3 

76,.74 2 .. 57 

89 .. 11 2.84 

85.83 4,.30 
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Donde X es el valor de la potencia de los 15 lotes de toxolde tet~ 

nido evaluados por el método de protocción activa mediante la prueba de 

6 puntea, y Y es el valor de la potencia obtenido por al método de 

IPSEN. 

Una vez que ha obtenido le ecuación de regresión, debe evaluar-

se pera dotermlnar si describe adecuAdamente le relación entre lAs dos 

variRbleg y si puede utilizarse convenientemonte con Fines de pr~dicción 

y estimación. 

El coeFiciente de correlación de le población mide le intensidad -

de la relación lineal entra X y Y, es conocido como A2 • 31 P 2 =1 1 existe 

una correlación lineal directa ~erFecta entre las dos variables, mien­

tras que cuando P 2 =-1 indica una correlación inversa perAeote. 3iA2= O 

las dos variables na eetán correlacionadas. 

El valor de A2 •e obtuvo de igu•l Forme mediante ·el uac de la cel­

culedara, sienC:O el vElcr de : 

P. 2 = 0.27208 

Otra técnica usada el análisis de la VariencLc, que tiene su a-

plicación más amplio en el anúliaia de los datos obtenidos u partir de 

e)l:perimanto9. 

Los resultados obtenidos par~ el Enéliaia de varianza para·los 

teriorea datos de X y Y se resu~en la siguiente tabla: 

FV 

Regresión 

Er-ror de 

Regresión 

ANAOEVA OE LA "REGRESION" 

gl 

n-2= 

1E-~= 

,, 
scer=.{y2- mfxy - b.f.y 3Cer= 96. 78 

gl 

sce,..= 96.78 
6.912 
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Ftab = 4.6 

En esta table se uset"Dn los siguientes términos: 

FV Fuente de variación. 

gl Grados de libertad. 

se Suma da cuadrados. 

MC : Medie cuadrática. 

F 081 F oslculada. 

Ftab : F de toblaa, el valor buscado en una t.!! 
bla de Fiaher con 1 y 14 grados de libe~ 

ted y un nivel de slgniFlcancia de O.OS 

Oe c•:.b~ estudio realizado se concluye que: 

FCFll.~ Ftab e.71~4.s 

Por lo t•nto existe asocieción entr• les voriabl•a X y Y. 

El antar-ior estudio estadístico tanto de regresión l~ne•l cama de 

anélisia de le v•rienze se realizó pare el mátodo de protección activa 

par lo pruebe de 3 puntea, las vari•blea usada~ son: 

X y 

13.2 12.72 

15.2 2.B 

3.25 a.se 
5.2 3.B 

9.2 6.2 

11.2 2.57 

Donde X aon los valores de la potencia obtenida de 7 lotes da to­

>eoide to'Cánica por el método de protección activa de "3 puntes" y loa -

valores de Y corresponden a la potencia nvaluade por el método de If'3EN. 

Los resultados da la regresión lineal aFectuada pr~orcionan la e­

cuación siguiente: 

y = 0.21336 + 3.28969 

Con un cceFiciente de correlación igual 

A2 =· 0.2594 

(49) rrns NI IJfBE 
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Y el analisis de v~rienza ne resume en le aiguiente tabla: 

F'/ gl s~ MC F cnd 

Regresión 

Er~r de 

Regresión 

se..... 4.S48Se 

se :::: ss.eoos7 
"r 

t-:c,..= 4.s4asa o.36o?o 

MCer= 13. 7201 

Oel estudio realizada se concluya qua no hay asociaolón entre las 

veriabl.ea X y Y, ya que: 

F cal :f. F tab o sea D.36070 ~ 6.61 

Los términos usadoa ya se desglosa~on en la tablo do ANADEVA nnto-

rior. 

('.'iO) 



o I s e u a I o M 

1. Determinación de la DL50 de toxina tetánica. 

Pera la prueba se requiere realizar el desaFio con le toxina tituls­

uión OLsa· Para ello se realizó el estudio preliminar que se indica 

la tabie 1 1 en donde no se obtuvo la dosis- respuesta adecuada para ca,!. 

cular la OL50 con tal motivo se cambiaron las diluciones (table 2)• pe­

ro para llegar a éstas hube otros estudios intermedios que ayudaron a 

llegar e las diluciones más adecuadas. Así se logró la doeie-raspueata 

adecuada obteniendo un valor de OL50 para la toxina tetánica de·131 000 

por ml. 

Es importante.conocer y manejar este deto durante todo el trabajo 

para tener la certeza de que la potencia de la toxina que se maneja ea 

le real para ser utilizada en la pruebe de desafío, durante cada prueba 

se ver-iFicará el valor de la misma. 

2. Prueba preliminar para le determinación de la dosis-respuesta en la 

proparaQiÓn interna. 

Debido e que en el bioensayo es necesario determinar la DE50 , 

realizó esta prueba preliminar pare conocer loe límites que no• permi­

tan tener un valor intermedio de .sen da protección del toMoide contra -

el reto de los animalea con la toxina tetánica. 

En la tabla 3 se 1iuestran los t"esu1tados 1 obeervendoe• q~• el toxoi­

de tetánico con 30 y 40 LF le respuesto es la &eperada ye que ee pu!Jde 

oberver una sobrsvivencia del SOX que es un dato muy ~i1 en la prueba. 

Con 50 LY la pt""Otaoción del toxoide no permite observar el valor de 50):. 

de protección ye que serio noee~erio diluir más el producto. Eata tab1a 

noe marmita observar que al incrementar le concentraci6n de LF se obtí~ 

gradualmente méG protección. 

3. Determinación de le 0~50 de le preparación intern• de Toxc~de Tetán~ 

co con diferentes LF. 

~n base a loa resultados del punte 1 1 se ajustaron las diluciones p~ 

determiner la OE50 de los toxoides a 30. 40, 50 L~/ml confirmandose 

que al incrementar la concentración (en LF) ~e obtiene mayor protección 

uxpresedo como dilución (tabla 4). 

Teles resultados nos ayudar-ene seleccionar la concentreción del to­

xoide para prq::>arar un estándar interno que Fué el de 40 LF, ye que con 
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tres diluoiones nos per-mite!I observar resultadoG mayores y menorea del 

30Y. de sobrevivientes y con una dilución de 1 : 40 se oUtiano eu OE50 • 

~l valor en unidades internacionales d•l ~stándar interno deter-mina­

da9 en rslación con un estánSar nacional de los EGtadoa Unidos de Nort~ 

américa se muastr-a en la tabla 9 1 en dond• podemos observar- que el va­

lor pt"Omedlo de tres pruebas es de 45.96 UIA/ml, con un valor m!nimo de 

44.00 UIA/ml y un máximo de 48.34 UIA/ml. 

4. Prueba preliminar para deter-~inar OE50 de Toxoide Tetánico da pradug 

ción r-utin::::1ria. 

Para eata prueba se realizó un ensayo con 5 lotes (A 1 a, e, D, E) de 

producción para conocer la doals-r-espu1tata y se puede obaervur en la t~ 

ble S las dlluc:-ionea selecclonad•s, éetaa Fueron edecuadaa yo que tg, 

doa loa casos se lo~r-ó calcular la o=50 excepto en el lote E. Estas di­

licionea se usan de base para los siguientes experimentos. 

5. Prueba de potencia de "S punto a" en cobaya pera TOMoide Tetánico. 

Para este eveluaoión ae pf"'Oberon 16 lotea de toxolde tetánico (o1ave 

de A a1la O) en vario• grupos, en cada ceso, contra al eGténdar 1ntern~ 

cional y el prepuesto estándar interna. El valor en unidades interneolg 

nales se determiné en basa el estándar internacional, coneider.ando la 

relación de o~50 de este estándar- con los de toxolde de prueba y la pr~ 

peración interna, multiplicadas por las unidades internaclon•lea del e!!_ 

tandar internmcional. 

Aal mismo se incluye el nivel da •ntitoxin• inducidos por cede mue&­

tre en cobayo, cuyo suero Fué titulado en un alatema toxina-antitoxina 

(método de IPSEN) como se pr-opo~e en la Farmcccpee de loa Est•do& Uni­

dos MexicanoJ:. ¿¡)cabe aclarar ql.le e•te método no se l.levo a cebo, ya e­

xigt{o tel inFor-macién y sa utilizó para conoonr las diferencias entre 

este métoda y la prueba de "S punto•". 

El resuman de loe resultados se mueatra en la t•bla 6 donde podamos 

obGervar que loe toxoides de pruebe tienen unaaotividad entre 41.18 y 

89.11 UIA/ml. Aai migmo se pued• observar l• gran d1Ferencia que existe 

entre loa dos métodos de·evaluc::1án dal taxoide. Esto ae daba tel vez a 

que la realización de loa métodos es di~er-ente, hay variable• biclógi -

cas involucradas, el método de Ipeen Fuá erectuado con3nte~lor1dad, pa­

ro como se ~xplicará en el tratamiento astad{stico ambos métadoa guar­

dan une ~SODÍación, qua ea aceptable para uaau uno u otru. 
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En las gráficas de la 1 a la 4 se muestran lea dosig-r-e&puee'eb obte­

nidas en el ensayo de los 16 lotes. El comportamiento obtenido de los 

lotes a prueba es similar al '3eguido por los c·'.itándare-; 1 •1 l.,t::erne:.cic­

nal y el inte·rno, donde. se:. otser-ve que a una· mayor cl!lución exiGte me­

nor- porcentajo de aobrevlvencla, porque la inmunidad desarrollada o la 

antitoxina producida es menor-. 

6. Pruebe do potencia "3 puntos" en º'?ba)'O pare toxoide teténico. 

En este prueba se analizaron 7 lotes de toxoido tetánico y el esándar· 

interno. En le tabla 7 se muegtran 109 lotes evaluados con lB única di­

lución usada 1:25.58 que es un promedio de todas las CE50 obtenidas. P~ 

re el estandar interno ~e usaron 2 diluciones, una que garantiza ma~ 

del 50~' de eobrevivencia y otra qua proteje menos del SCX. Con estos 

dos puntoE y el porcent•Je de eobrevivencia obtenido en cede caso, se 

traz• una recto (gráFic• 5) donde se interpolé el velcr de los UIA/ml -

de cada lote. Estos ra•ultadoa se ilustren en l• tabla 8. 

Como se puede observar les valorea obtenidos en la prueba da "3 pun-

1::00" difl"J.eren de los obtenido& en la prueba de "6 punteen, con tal mot.!_ 

vo 9e recomienda la r-eal1zac1én de le prueba pare Mayor número da lotee 

)' hacer varias repetioionea. 

7. Tratamiento ~&tadíatico de los datoa. 

Se realizaran las tecnicas eetmdí111tJ.ces siguiente•t 

D) Regresión Lineal Simple, donde el coeFiciente de correlación R 2 -

obtenido Fué par• la prueba de 116 puntos" da D.27208 y para lai prueba -

de "3 puntos" A2= 0.25942 de donde se desprend~ qua na existe ocrre.la­

clón entre el método de IPSEN y ceda uno de los méítod\la de pre tección 

activa pM:>puestos "3 ';{ 6 punteo" 1 por lo que se puede utilizar le técn.!_ 

en de ANAOEVA de la ragre~ión. 

b) Analiais de Varianza para una regresión, esta técnica es valioaa 

porque nos permite lnteri:iretar la variación que existe al interior de -

cada variable (método) y nos la compare entre si. 

Se va e determinar- si existe asociación entre las técnicas e métodos 

uaados 1 sabiendo qu• la Fcalcylada se obtiene ul dividir la suma de cu~ 

drados de le regraaián entre sus grados de libe~tad y COf!13arandose oon 

la suma de cuadrada• del error de la regresión entre sus grados de li­

barted, de donde el cociente generado nos de un velar da 0.71, al comp~ 

rerse con la ~ de tableo obtenida con una alFa o nivel dm aigni~icenoia 
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al o.o~ y un nivel de conFianza al 95~ que para un experimento biológi­

co es más que suFiciente, tal valor Fué de 4.6. ~a esto se aFirma que 

hay una asociación entrm el método de lpGen y el método de protoc:cién -

activa por le prueba de "6 puntos" ya que 9.71 es mayor o igual que 4.6 

y ae cumple con el requerimiento solicitado por el tratamiento de ANAD,S 

VA, aiempre y cuando sea el mismo modelo biológico y 

clones de estudio. 

las mismas con-

Del anal{sis de varianza realizado pare el método de lpsen y la pru~ 

be de trea puntos ea obtienen resultados no satisFactorios puesto que -

no hay asociación entre dichos mStodos, ye que no satiaFace el requeri­

miento solicitado por la prueba de ANADEVA, donde F c11loulad11 reuultó -

menor o igual al F de tablas o seo 0.36070~ 6.61 
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CONCLUSIONES 

1. Se establecieren les condiciones de p~ueba para la realiza- -

ción del ensayo de 3 y 6 puntos para le evaluación del Toxoide Tetán~ 

2. Se pt"'Opone el uso de le Preparación Interna de ReFerenoia pe­

ra Le evaluzaoión de Toxoide Tetánico de ReFerencie solo o combinado 

como vacuna OPT por la prueba de protección activa en cobayo (3 y 6 -

puntos) con3iderando un valor promedio de 45.96 UIA/ml. 

3. Le vigencia de la preparación interna de reFerencia se reco-

mienda que eea por el momento da 2 años que es el tiempo que ha d,l!_ 

mostrodo:anteriormente, en que •l toxoide tetáncioo conserva 

vi dad. 

acti-

4. Le dosis-respua•ta obtenida en la prueba de potencia de 6 PIJ!! 

tos pare el toxoide tetánico pr-opUe3to como preparación intern• de r~ 

Ferencie esaed~uade pera la determinación da su OE50 • 

5. El análisis da varianza realizado muestra une eeooiaoián en. 

tre el método rutinerio de IPSEN y le pruebe de protección active de 

6 puntos, siempre conservarán un• relación repradualble, debiendo co~ 

siderar el mcde1o biológico y 1us condiciones de laborator~o deberán 

ser identices a les del e•tudio • rea1izer. 
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APCNDICE 

F.l cálculo de las OE50 Ó DL=0 se realiza por el método de Spcr­

and Kerber cuya Fórmula es : 

OEso = - log Cil ~-(Í!.,.2 - o.51 log F.dil. 
100 J 

Donde: 

dil. 1' a la dilución de conoentrecién méa alta. 

% S porcentaje de animalea sobreviviente•• 
F. dil.= Factor de dil~cién. 

Un ejemplo resuelto con loa sigui~ntoe datos: 

Dilución " s 
1 . 9.4 87.S 

1 . 23.S 25.0 El Factor de-dilución 

1 . se. 75 12.S 2.5 

-log OE50= -log 9.4 
(
87.5+25.0+12.S O.S J log 2 • 5 

100 

- 0.973 

= -0.973 

- 0.973 

-lag oE50= - 1.27 

( 1.25 - o.5) Co.397J 
(0.75) (0.397) 

0.297 

OE50= antilog 1.27 

Para obtener la OE50 del tcxoide a prueba se necesita hacar una 

dilución 1 : 18.62. 

En el ceso da calcular una DL 50 para una toxina tetánica se uti­

liza el porcentaje de mull!!tt"tea (~M) Giguiando el mismo procedimiento. 
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