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"ENSAYO DE DIFERENTES COMBINACIONES DE ANTIGENOS PARA LA SELECCION DE LA
MEJOR VACUNA CUADRUPLE CONTRA Hasmophiius influsnzae TIPO b - DTP™.

1. RESUMEN EN ESPAROL Y EN INGLES (abstract)

a) RESUMEN

£n México se ha demostrado que Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es un agente causal de meningitis
y ofras enfermedades, por lo que es necesario contar con una vacuna contra dicha bacteria. Actualmente
existe la tendencia de administrar simultdneamente varias vacunas, cuyos esquemas de aplicacion son
coincidentes. Hoy en dia en muchos paises es frecuente utilizar vacunas combinadas de difteria, tétanos,
pertussis (DTP) y Hib conjugada, por lo que en México se desea disponer de una vacuna combinada
Hib+DTP, en la cual fa fraccién DTP sea producida en el pais y 1a fraccién Hib proporcionada por algun
proveedor extemo. Dado que existen diversos proveedores de vacunas Hib es necesario combinar cada
una de las diferentes vacunas Hib disponibles, con la vacuna DTP para seleccionar la combinacién mas
inmunogénica, para reakzar estudios posteriores con mayor profundidad. En este trabajo se evalud la
potencia de diferentes vacunas combinadas Hib+DTP en modelos animales por medio de la técnica de
ELISA para la fraccion Hib y a través de pruebas de seroneutralizacién para las fracciones difiérica y
tetdnica y pruebas de reto para la fraccion pertussis. Entre todas las combinaciones probadas no se
detectaron diferencias inmonogeénicas de importancia y se demnostrd que la combinacién de los antigenos
probados no afectd la inmonogenicidad de éstos entre si.

b) ABSTRACT

in Mexico it has been demonstrated that Haemophilus influanzae type b (Hib) is @ causative agent of
meningitis and other diseases, so i is necessary to have a vaccine against this bacteria. At present, there
is a tendency of administering simultaneously a lot of vaccines with similar appfication schedules.
Nowadays in a lot of countries it is frecuent 1o use combined diphteria, tetanus, pertussis (DTP) and
conjugated Hib vaccines, and for theese reasons we wanl to have in Mexico a combined Hib+DTP
vaccine, in which the DTP fraction has been produced inside the country and the Hib fraction supplied by
an extemal vendor, Because there are different Hib vaccines vendors, it is necessary to combine each
one of the different availbale Hib vaccines with the DTP in order to select the most immunogenic
combination, for developing subsequent deeper studies. In this work the potency of different combined
Hib+DTP vaccines was evaluated in animal models by ELISA for the Hib fraction, by seroneutralization
tests for the diphteria and tetanus fractions and by challenge tests for the pertussis fraction. We did not
detect any important immunogenic difference among ' all the combinations that were proved and it was
demonstrated that the combination of the proven antigens did not affect the immunogenicity among them.

2. INTRODUCCION

2.4 OBJETIVO GENERAL.:

Seleccionar Ja mejor combinacion de una vacuna cuadruple que contenga ef antigeno protector
contra Hib mas la vacuna triple DTP.

22 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

221 Realizar diferentes combinaciones de la vacuna DTP producida en el Institito Nacional de

T




3 GENERALIDADES

31 INCIDENCIA DE LAS ENFERMEDADES OCASIONADAS POR Haemophilus influenzae
TIPO b, Corynebacterium diphtheriae, Clostridiurn tefani Y Bordetella pertussis.

314 Haemophilus influenzae

Hasemophilus influenzae es una bacteria gramnegativa, pequefia, no movil, no formadora de

esporas  y es un Parﬁsito de los humanos, que se encuentra principalmente en el tracto
respiratorio superior.*”

Existen cepas encapsuladas {tipos a-f) y no encapsuladas, siendo Haemophilus influenzae tipo b
(Hib) 1a principal bacteria causante de infecciones invasivas en nifios. El espectro de las
enfermedades incluye infecciones del sistema nervioso central (meningitis), del fracto respiratorio
{epiglotitis y neurnonia), de las coyunturas sinoviales (artritis purulenta) y de los tejidos suaves
{celulitis). @

La meningitis es la mas grave y la més comun de estas infecciones; casi todos los casos de estas
enfermedades bacterémicas causadas por Haemophilus influenzae se deben a 105 organismos tipo
b, uno de los seis tipos de polisacaridos capsulares de esta especie.'54?

Las infecciones invasivas por Hib ccurren airededor de todo el mundo, aunque las proporciones de
alaque varian substancialmente dependiendo de factores tales como la densidad de poblacién,
etnicidad, estatus socioecontmico y estacién. La incidencia anual de meningitis ocasionada por
Hib entre nifios de 0 - 4 aflos de edad difiere considerablemenie en diferentes grupos y en
diferentes partes del mundo. En los paises desarrollados el indice de fatalidad es del 1 - 8% y en
los paises en vias de desarrollo es de 30%.®

Ademads de causar la muerte en algunos nirtas, la meningitis bacteriana es una de las causas mas
importantes de retraso mental adquirido, sordera, crisis convulsivas, ceguera, defectos en el

lenguaje, disfuncién motora y alteraciones en la conducta de manera permanente en hasta el 38%
de los sobrevivientes.*®

Con sl aumento progresivo en el numero de nifos que acuden a guarderias y jardines de nifios, la
transmisién de Hib ha incrementade su prevalencia, ademas de que, las enfermedades por
Haemophilus influenzae se han vuelto resistentes al tratamiento con algunos antibitticos. Esta
demostrado que el riesgo de adquirir enfermedad sistémica por Haemophilus influenzae b en un
nifio sano que esté en intimo contacto con otro nifio que haya tenido la enfermedad es 400 veces
superior a la de un nifio de la poblacién general."™

En un nifio, &l riesgo acumulado de desarrollar enfermedad sistémica por Hib alguna vez durante
los primeros cinco afios de 1a vida es de cerca de 0.5%, sin embargo el indice de ataque de la
enfermedad por Hib es maximo entre los seis meses y el aflo de edad declinando posteriormente.

Aproximadamente del 35 al 40% de los casos de enfermedad por Hib ocurre en nifios menores de
18 meses o mas; en nifios de 24 meses o mayores, ef porcentaje es del 25%.™

La enfermedad invasiva ocasionada por H. influenzae tipo b se manifiesta de manera importante
en [os grupos de 1 a 11 meses de edad y més de la mitad de los casos ocurre airededor de los 18
meses de edad, El porcentaje de los porladores de Hib en nifios mexicanos recién nacidos, hasta
los 5 afios de edad se ha estimade como un 3.5% y de manera similar a otros paises




latincamericanos la ocurrencia de enfermedad ocasionada por Hib es aproximadamente de 24
casos por cada 100,000 nifos.®

La respuesta inmune contra Hib esta dirigida contra el antigeno polirribol ribitol fosfato (PRP). PRP
se refiere a las unidades repetidas de ribosa y de ribitol fosfato que conforman la cépsula de Hib.
La cdpsula protege a Hib de ios procesos de lisis y de fagocitosis del huésped. Sin embargo, en
presencia de anticuerpos anti-PRP, Hib se vuelve susceptible a las defensas del cuerpo, por esta
razén el PRP es el antigeno idéneo para inducir una respuesta protectora anti Hib."”

) 3.1.2 Difteria, tétanos y tos ferina.

La difteria, el tétanos y la tos ferina son enfermedades bacterianas agudas, no invasivas,
generaimente con resultados fatales,®

La difteria es principaimente una intoxicacidn localizada y generalizada, causada por !a toxina

diftérica, un metabalito proteico extracelular de cepas toxinogénicas de Corynebactenum
diphtheriae ®

El tétanos es una intoxicacidn manifestada principaimente por trastormos neuromusculares
ocasionados por la exotoxina preducida por Clostridium tefani. lLas esporas de C. fefani son
ubicuas, y esencialmente no existe inmunidad natural a la toxina tetanica.®

La tos ferina es una enfermedad de las vias respiratorias causada por Bordetella perlussis, que es
un cocobacilo gramnegativo productor de componentes activos variables, incluso endotoxina y
varias ofras sustancias que se han definido principalmente en base a su actividad biolégica en
animales. Estos componentes activos han sido asociados con numerosos efeclos como
linfocitosis, leucocitosis, sensibilidad a la histamina, cambios en las concentracionas de glucosa
y/o insulina, posibles efectos neuroldgicos y actividad coadyuvante. La tos ferina es altamente

contagicsa. Se han reportado indices de ataques de mas de 90% en contactos no inmunizados
que comparten el hogar.®

No existen datos precisos, ya que 1a confirmacidn bacteriologica de la tos ferina puede obtenerse
en menos de la mitad de los casos sospechados. La mayoria de las enfermedades reportadas
como causadas por B. perfussis ocurren en lactantes y nifios pequefios; dos tercios de las muertes
reportadas ocurren en nifios menores de un afie. Los nifios mayores y los adultos, en los cuales a
menudo los signos clisicos estan ausentes, pueden no ser diagnosticados y servir como
reservarios de la enfermedad.®

Vacuna DTP.

Antes de [a era de la inmunizacion, estas enfermedades eran |a causa de mueries alrededor dei
mundo y la prevencién y erradicacién de estas enfermedades requiere vacunas que induzcan la
formacién de anticuerpos toxina-neutralizantes.®

Desde 1924, |a destoxificacion efectiva de las toxinas teténica y diftérica con formaldehido descrita
por Ramdn en Francia y por Glenny y Hopkins en Inglaterra, facilité la introduccion de la
inmunizacién masiva, que condujo a una erradicacion casi completa de ambas enfermades desde
los paises desarroliados con excepcién de algunos casos que todavia se reportan, los cuales
ocurren en la mayoria de los pacientes que no recibieron el esquema de inmunizacion completo
durante ia infancia o qua posteriormente no recibieron refuerzos adecuados.®




La vacuna celular contra pertussis, compuesia de células de Bordetella pertussis inactivadas
quimicamente o por calor, fue introducida en los afios 40, ‘_5 desde entonces se ha utilizado
efectivamente para controlar la tos ferina alrededor del mundo.

Aunque la vacuna pertussis celular aun se utiliza, la enfermedad es todavia un problema de salud
significalivo en los paises desarroilados; la Organizacion Mundial de la Salud estimé que el
namero total de casos de tos ferina alrededor del mundo anualmente es de 60 millones y que la
enfermedad podria ser responsable de muchos millanes de muertes por afio. Muchas de estas
muerles ocuren en nifios no inmunizados en paises desarrollados.®

La vacuna combinada difleria - tétanos y periussis celular (DTP) como vacuna triple fue introducida
a principios de los cincuentas, y consistia en tres dosis a intervalos de 4-6 semanas, 103 cuales
prevenian o controlaban las tres enfermedades en las comunidades en donde se ha preparado
adecuadamente y utilizado de acuerdo con las recomendaciones respactivas.®

3.2 VACUNA CONTRA Haemophilus influenzae TIPO b.

La incidencia de las infecciones ocasionadas por Hib y las dramaticas secuelas después de la
meningitis, a pesar de terapias con antibidticos oportunas y bien orientadas, enfatizan la necesidad
de prevencion de dichas enfermedades sistémicas. Duranle las pasadas dos décadas, la
prevencion de las enfermedades infecciosas por Hib mediante {a inmunizacion, ha side objeto de
infensas investigaciones.'®

La primera vacuna Hib disponible para pruebas de campo contenia la porcidn del polisacarido
puro (PRP)} de Hib. Este producto se probé en campo en Finlandia en 1974, durante una larga
epidemia de meningitis meningocdccica. El estudio fue abierto aleatorio y en éste se admiinistraron
a nifios de tres meses a cinco afos las vacunas Hib - PRP y la vacuna meningocéceica tipo A.
Entre los nifios de 18 a 71 meses que recibieron las vacunas Hib - PRP o la meningocdcceica, hubo
cero y once casos de Hib sistémico en el primer afio de vida, respeclivamente. Durante el
segundo affio del estudio, ccurrieron dos casos en el grupo Hib - PRP y cinco casos en el de la
vacuna meningococcica, En nifios menores de 18 meses de edad que recibieron (a vacuna Hib -
PRP, se observaron siete casos de Hib en el primer afic y un caso en el segundo ado. En los
racepiores de vacuna meningococcica menores de 18 meses de edad, hubo un caso de Hib en el
primer afic y tres en el segundo afio. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa.'?

Este estudio demostrd que Hib - PRP fue eficaz en nifios mayores de 18 meses de edad pero no

menores de esa edad. Este producto fue autorizado en Estados Unidos para su uso rutinario en
nifios de 24 meses o mayores, en 1985,

Se penso que esta vacuna actuaba como un antigeno timo-independiente (Ti), activador de las
células B para diferenciar entre células productoras de anticuerpos sin ayuda obvia de las células
T-cooperadoras. La vacunacién con PRP no conjugado no induce {a memoria inmunoldgica, ya
que no se observan respuestas de refuerzo con las re-inyecciones.™*?

En 1973, Paul Williams postuté que la diferencia en la respuesta de anticuerpos contra sacaridos o
proteinas puede tener aplicaciones en las vacunas para nifios. Williams sugirié que al unir el
sacérido a una proteina converiiria a éste de un antigeno T-independiente a uno T-dependients,
incrementado asi su habilidad inmune. La habilidad de los epitopos de la proteina en el conjugado
para propiciar la ayuda de las células T puede permitir la activacion de la células B especificas
para el componente polisacarido del conjugads, a una edad en que las células B de los nifios no
responden normalmente a la activacion mediante PRP sin conjugar. Con base en esta hipotesis,
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se han estudiado numerosas conjugados sacérido proteina come polenciales inmundgenos contra
patégenos frecuentes en los nifios tales como el meningococo, el pneumococo y el Haemophf!us
influenzae tipo b. Sea cual sea el mecanismo, Ias vacunas conjugadas de Hib son mas
inmunogénicas en nifios que las de PRP no conjugadas -

3.2.1 Vacunas conjugadas

El propbsito de una vacuna es estimular al organismo para que produzca niveles mas elevados de
anticuerpos circulantes ¢ de inmunidad celular contra un antigeno particular. Cuando se trata de
respuestas de anticuerpos, la exposicién inicial a un antigeno estimula la produccion de
anticuerpos IgM que lienen una vida media corta. Sin embargo posteriormente se producen
anticuerpos |gG que duran mas y son mas abundantes. Es la presencia de anticuerpos IgG la que
indica si una vacuna ha sido capaz de inmunizar exitosamente a un paciente contra la infeccion.
La evidencia clinica sugiere que esta respuesta de anticuerpos difiere dependiendo de si el
antigeno fue timo dependiente o timo independiente. Este hecho puede explicar el por qué la
respuesta inmune es mayor después de la inmunizacion con vacunas conjugadas.®'?

Para mejorar la primera generacion de vacunas anti Hib, se han producido nuevas vacunas
semisintéticas, estables y faciimente reproducibles, que generan inmunidad en niflos pequefios.
Estas nuevas vacunas conocidas como vacunas conjugadas estan hechas de material sacaridico
de la capsula de la bacteria unida covalentemente a una proteina transportadora. Los diferentes
productos que asi se han desamollado difieren en el tamafio y el contemdo de sacéridos
bacterianos, la proteina transportadora y el tipo de enlace quimica utitizado.!

Para poder desamollar vacunas conjugadas proteina-sacérido es necesario entender la estructura
quimica que sirve para unir los sacdridos a las proteinas. La seleccion del método se determina
segin el tamafio molecular del sacdrido que se vaya a utilizar, Los polisacdridos requieren
conjugacion al azar y los monosacaridos pueden conjugarse por activacion selectiva utilizando un
sitio especifico de la molécula para hacerlo. Actualmente esta dgltima activacién es la que se
prefiere, debido a que estas moléculas aciian como mejores inmunagenos. o

Las cuatro vacunas conjugadas contra Hib autorizadas en diferentes paises se muestran en la
tabla 1.

a) Inmunogenicidad.

Se han Hevado a cabo estudios con las cuatro vacunas conjugadas mostradas en la tabla
1, para determinar su inmunogenicidad en nifios de 2-6 meses de edad. Es dificil ia
comparacion diracta de los estudios debido a los diferentes esquemas de vacunacion, de

toma de muestras y a las variaciones interlaboratorio en la medicién de anticuerpos anti-
PRP.®

Después de tres vacunaciones a edades de 2,4 y 6 meses, cada una de U8s vacunas
conjugadas (HbOC, PRP-OMP y PRP-T) produjo niveles protectores de anticuerpos
anticapsulares. Un estudio en el que participaron 30,400 nifios, reportd la inmunogenicidad
comparada entre PRP-OMP, HbOC y PRP-T, y otros dos estudios compararon la
inmunogenicidad de las cuatro vacunas conjugadas (p=0.05. Tabla 2). En este grupo de
edad sdlo la vacuna PRP-OMP produjo un incremento substancial de anticuerpos después
de una dosis. La respuesia de anticuerpos entre los niflos que siguieron una serie de tres
_\Inr_a(gmas)ciones con PRP-D es limitada y es menor que con HbOC, PRP-OMP o PRP-

Las proteinas acarreadoras utilizadas en PRP-T, PRP-D y HbOC (pero no PRP-OMP) se



b)

i eait e an L

derivan de los toxoides empleados en la vacuna DTP. Se cuenta con datos limitados en
los que se ha indicado que la administracién a priori 0 concurrente de la vacuna DTP
puede incrementar Ja respuesta de anticuerpos anti-PRP siguiendo la vacunacién con
esias vacunas Hib. Para nifios, la inmunogenicidad de PRP-OMP aparentemente no se ve
afectada por la ausencia de vacunacion con DTP a priori o concurrente.®

Eficacia.

En la tabla 3 se presentan fos resultados resumidos de los estudios de eficacia de las
vacunas conjugadas antes de ser autorizadas. La vacuna PRP-D protegio a los nifios
finlandeces vacunados a los 3,4 y 6 meses de edad, pero esta vacuna no proporciond una
proteccion significativa a los nifios nativos de Alaska vacunados a los 24 y 6 meses. En
contraste, en los nifios Navajo, otra poblacién con un aito riesgo de enfermedad por
Hasmophilus influenzae tipo b, la vacunacidn con PRP-OMP fue allamente eficaz cuando
se administré a los 2 y 4 meses de edad. También se observd una proteccién por poco
tiempo después de una dosis individual de PRP-OMP dada a los 2 meses de edad, un
hallazgo que commelaciona con la habilidad de esta vacuna a esa edad para incrementar la
respussta de anticuerpos en el suero después de una inyeccién,®'"171819
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Tabla 3. Eficacia de las vacunas de Hib conjugadas en nifios.*"

PRP-D Finlandia Abierto, al azar 346 89 (70-96)
Nativos de Controlado con 2486 35 (-57-73)
Alaska placebos, al
Azar.
PRP-OMP Navajo Controlado con 24 93 (53-98)
placebo, al azar. 100 (67-100)
HbOC California Abierto, 2456 100 (67-100)
parciaimente al
azar.
Finlandia Abierto 46 a7
PRP-T Catiformnia Controlado, al 2486 e
azar.
Reino Unido Abierto, 234 ++
controtado.
Finlandia Controles 48 + 4
histdricos.

»

Intervalo de confianza=985%
wha €1 estudio se suspendié antes de concluir.
++ Incluye casos que ocurrieron antes de los 18 meses de edad.
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La eficacia de la vacuna HbOC fue evaluada en un estudio llevado a cabo al norte de
California en el que participaron 61,080 nifios. Después de un esquema de tres dosis la
eficacia de la vacuna fue alta. La vacuna también puede proteger después de dos dosis,
pero el reducido nimero de meses para el seguimiento entre 1a segunda y la tercera dosis
y & correspondiente nimero pequedo de casos observados en los testigos no vacunados
en este periodo limitd el andlisis. No se observé proteccion significativa en este estudio
después de una dosis de HbOC 101729

Dos estudios al azar (n,=5212 y n;=1035) controlados para evaluar la eficacia de la vacuna
PRP-T administrada a los 2,4 y 6 meses de edad fueron concluidos antes de lo previsto
porque se elimind el uso de placebos testigo. Por lo tanto, la licencia para PRP-T se baso
principalmente en datos de inmunogenicidad. Sin embargo, en los dos estudios
incompletos, no ocurrieron casos de enfermedad invasiva por Haemophilus infiuenzae tipo
b en los aproximadamente 6000 nifios vacuandes con PRP-T. Los resultados de otro
estudio de eficacia hecho en el Reino Unido (n=107? sugizeren que e} PRP-T es protector
cuando se administra a los 2,3 y 4 meses de edad.® 16.21.2)

En un programa nacional de inmunizacion que se implementd en Finlandia en enero de
1990, se estudid la eficacia de la vacuna PRP-T. No se reportaron casos de enfermedad
invasiva por Hib entre mds de 97,000 nifios que recibieron dos 0 més dosis de PRP-T.
Dos nifies desamollaron [a enfermedad después de una dosis de vacuna.®®7#123

En Estadas Unidos de Norteamérica (E.U.A), se han reporlado de 30-50 casos de
enfermedad invasiva por Hib entre nifios que recibieron vacunacion apropiada con la
vaucna Hib conjugada y por lo tanto se esperaba que tuvieran niveles adecuados de
anticuerpos protectores. Estos casos pueden representar un fracaso de la vacuna ®'"

De acusrdo con el Northem California Kaiser Permanente Medical Care Program
(NCKPMCP), fa aplicacién de vacunas conjugadas contra Hib ha eliminado casi por
completo la enfermedad causada por Haemophilus influenzae tipo en su poblacién de 2.5
millones de habitantes, semejando el efecto reportado en Finlandia. Hasta 1993 se habian
aplicado en E.U.A. 38 millones de dosis de vacunas conjugadas (35 millones de HbOC y 3
millones de PRP-CMP), reportdndose una disminucién en la incidencia de la enfarmedad
por Hib, disminuyendo de 18,000 casos por afic a menos de 1,300 en 1992. Esta
disminucidén considerable en la incidencia de la enfermedad ha permitide un importante
ahorro en los costos de atencidn médica, reportandose por el NCKPMCP un ahorro de 1.35
millones de délares en su grupo de estudio, y se ha calculado un ahorro total en E.U.A. de
500 miilones de délares con la aplicacién de las vacunas conjugadas, en 19929
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3.3 VACUNA ANTIPERTUSSIS CON TOXOIDES DIFTERICQ Y TETANICO ADSORBIDOS
(DTP)

La vacuna de uso mas comdn en todo el mundo para controlar la difteria, el tétanos y la tos ferina
es la vacuna DTP, es decir, la mezcla tradicional de las preparaciones destoxificadas de las
toxinas de Corynebacterium diphtariae cepa PWB y 1a de Clostridium tetani, con una suspension de
Bordetella pertussis celular inactivada, adsorbidos en un adyuvante apropiado de aluminic que
puede ser hidroxide o fosfate, o bien hidroxido de calcio.?

331 Toxoide Diftérico

El toxoide diftérico fue una de las primeras vacunas disponibles para proteccidn confra la
enfermedad bacteriana y su uso, ha reducido notoriamente Ia incidencia de la difteria.®

Las vacunas convencionales de toxina difiérica fueron preparadas iniciaimente a través del
cracimiento de las bacterias en un medio que contenia digerido de buey. Después de 36-48 horas
o cuando la concentracion de [a toxina en el medio alcanzara de 0.375 a 0.625 mg/mi, el proceso
de fermentacion se completaba, las baclerias se removian por cenirifugacion y se afadia
formaldehido al medio libre de células a una concentracion final de 0.75%. La toxina que contenia

el med(ig se mantenia a 37°C entre 4 a 6 semanas para permitir la destoxificacion completa de la
toxina.

La cepa Parke Williams 8 de Corynebacterium diphtheriae ha demostrado ser satisfactoria para
producir vacunas antidifleria potentes. El toxoide diftérico es el producto derivado de la toxina
obtenida de Corynebacterium diphteriae, propagado en madio sumergido de Mlller & Miller, la
cual, mediante la reaccion con formaldehido pierde toxicidad, conservando antigenicidad y
especificidad; el toxcide se purifica por ultrafiltracién y precipitacién con sulfato de amonio. El
objetivo que debe alcanzarse en la produccién de la vacuna anfidifteria es obtener ia mayor
cantidad posible de toxina durante la fase de crecimiento de los microorganismos y posteriormente
convertir fa toxina en un toxoide estable. %

3.3.2 Toxoide Tetdnico

El toxoide tetanico es un producto derivado de 1a toxina obtenida del Clostridium tetani, cultivado en
medio liquido de Latham, la cual es destoxificada por adicion de formaldehido, perdiendo toxicidad
y conservando su antigenicidad y especificidad, o5

Para su empleo en el hombre se adsorbe en hidroxide de aluminio que actia como adyuvante,
para dar una respuesta inmunagénica mas intensa y persistente. @

El toxoide tetanico es uno de los antigenos mas inmunogénicos disponibles para proteccién cantra
enfermedades infecciosas. En los paises desarrollados, el uso del toxoide tetinico ha disminuido
notablemente |a incidencia del tétanos, asi como la demanda de anfitoxina tetanica; sin embargo,
en los paises en vias de desarolio es necesario trabajar més para incrementar su uso.

Los factores hiogeagraficos y o1 desarrollo sociocultural y econdmico influyen sobre la incidencia
de |a enfermedad. Algunas condiciones que intervienen para el mantenimiento prolongado de las
esporas del bacilc en concentraciones elevadas, son temperaturas medias anuales de 20-25°C,
humedad relativa superior al 70%, abono de la tierra con matena fecal de animales y humanos,
explosién demografica y falta de servicios de seguridad social. @

13



La toxina tetanica se produce de una manera similar a 1a toxina diftérica, cultivando las bacterias
en un medio semisiniético (modificado del de Mieller & Miller) en un fermentador durante una
semana, hasta que las bacterias se lisan y liberan ia toxina en el medio & concantraciones entre
0.15 a 0.2 mg/ml. El madio filtrado que contiane la toxina se destoxifica afiadiendo formaldehide a
una concentracion final de 0.5% a un pH=7.6. Este se almacena a 37°C por 4 semanas para la
completa destoxificacitn.®

Para purificar el toxoide tetinico, la preparacibn cruda se concentra por ultrafiltracién y
posteriormente fraccionamiento por uno o una combinacion de los siguientes métodos: sulfato de
amonio, didlisis, filtracién en gel y cromatografia en DEAE-celulosa.®

3.3.3 Vacuna Pertussis

El tipo de vacuna pertussis mas ampliamente utilizado es uno que consiste en células bacterianas
completas, preparadas a través del cultivo de una cepa o cepas de Bordetfella pertussis. Los
microorganismos pueden crecer ya sea en un medio sélido, o mds comunmente en fermentadores
con oportunidad de variacion anfigénica. Los cultivos bacterianos se inactivan por calor o por
formaldehido, o ambos. Un almacenamienio prolongado en el frio se utiliza para reducir la
toxicidad, La suspension bacteriana posteriormente so estandariza para contener el antigeno

protector en cantidades suficientes, un estimado de la potencia de no menos de 4 Ul de actividad -

protactora con un limite superior de 20,000 x 10° organismos en una dosis humana individual. La
estandarizacion se alcanza inmunizando ratones y por comparacion con una vacuna de referencia.
Esta vacuna pertussis debe administrarse como una suspensién bacteriana, o adsorbida en un
adyuvante (tal como hidréxido de aluminio) que incremente la respuesta inmune.®

Antes del descubrimiento de los diferentes serotipos de Bordetella pertussis, (as primeras vacunas
se elaboraban a partir de aistados frescos que eran predominantemente del tipo 1 y 2 vy raramente
del 3. Esto fue muy efectivo contra las cepas prevalentes, pero condujo lentamente a (a
emergencia de los tipos 1y 3 en muchos paises. La eficacia de la vacuna cayd a un nivel bajo. Sin
embargo, cuando todas [as aglutininas fueron incorporadas en la vacuna, {a eficacia fue de
aproximadamente 95% con un esquema de inmunizacién primario completo de 3 dosis de la
vacuna adsarbida ®

La vacuna Pertussis estd compuesta por microorganismos muertos e inactivados por calor de

Bordetella pertussis. Las cepas de B. ‘fen‘ussis deben seleccionarse de tal forma que {a vacuna
final incluya los aglutinégenos 1, 2 y 3.42

Las cepas de Bordefella pertussis se cultivan -en medios semisintéticos, en fermentadores de
diferentes capacidades; a los cultivos obtenidos de dichos fermentaderes se les agrega acido
citrico para concentrar el paquete celular, el cual es posteriormente inactivado a través de

diversos ciclos de incubaciones tiempo-temperatura, con formalina, timerosal, almacenamiento a
largo plazo a 2-8°C ¢ alguna combinacién de estos métodos. La inactivacién de la vacuna incluye
la muerte de la bacteria, sin destruir su inmunogenicidad, y la inactivacion de la toxina termoldbil. )

Se requieren cepas adecuadas de B, perfussis para producir la vacuna; estas cepas deben ser
estables en subcultives y proporcionar vacunas potentes con una minima toxicidad. La seleccion
de las cepas y la combinacion son necesarias principalmenie para asegurar que ia vacuna
ferminada contiene los aglutindgenos 1, 2 y 3. Aunque los tres aglutinégenos son importantes en la
proteccion contra la infeccién ocasionada por pertussis, la selecciéon de la cepa, o de la
combinacion de las cepas es importante para reducir las reacciones adversas. Algunas cepas
producen mayores cantidades de algunos aglutindgenos, por io tanto la necesidad de un mayer
contenido celular en la vacuna puede reducirse para incrementar su seguridad.®
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En unién con los toxoides tetdnico y diftérico, que se encuentran adsorbidos en hidroxido de
aluminio, la vacuna Pertussis forma parte de la vacuna DTP.%®

34  VACUNAS COMBINADAS.

Una vacuna combinada contiene dos o més vacunas administradas en una sola inoculacion.
Debido a que los nifios algunas veces reciben tres 0 mas inyecciones en una sola visita, la
disponibilidad de las vacunas combinadas puede evitar dichas inyecciones miltiples
proparcionande tantas vacunas diferentes como sea posible en una sola inoculacién, lo que

redundara en una mayor a E},ac:on ¥y en un incremento de la cobertura de los niveles de
vacunacién en la poblacion ©47

Estas vacunas combinadas han establecido el principio de que una vacuna efectiva para la
prevenciéon de enfermedades, puede ser similarmente efectiva cuando se combina con ofras
vacunas. Existen tres formas para combinar vacunas:

aj) Mezclando los graneles de varias vacunas en un vial durante el procasc de
fabricacion, para tener un salo producto terminado.

b) Llenando diferentes vacunas en compartimientos separados de una jeringa con dos
compartimientos.

c) Mezclanda Ias vacunas de viales separados en el momento de su
administracion.®

El éxito en ef desarrollo de cualquier vacuna combinada para una sbla inyeccién depende de
mantener la inmunogenicidad que indtice cada componente de la vacuna al administrarse por
separado, asi como la inocuidad. La interferencia entre los componentes antigénicos en ia vacuna
combinada para inducir al sistema inmune debe ser minima y también debe mantenerse una

_consistencia de lote a lote para la induccién de ta inmunogenicidad.®

Cada antigeno que participara en la combinacién debe seleccionarse de acuerdo con lo siguiente:

1. Cada componente de la vacuna debe recomendarse para ser administrado a la misma edad.
Esto sblo puede establecerse a través de estudios clinicos.#"*%

2. B producto final debe ser farmacéuticamente estable y aceptable en términos de interactiones
fisicas entre las vacunas individuales y ofros componentes que se incluyan, es decir que la mezcla

de las vacunas no debe afectar la estabilidad de los componentes durante su preparacion y
almacenamiento.®272%

3. La evaluacion clinica debe incluir la determinacién de la seguridad, tolerancia e inmunogenicidad
sistémica y local en estudios bien controlados comparando ja combinacion con los componentes
autorizados de la vacuna. La inmunogenicidad de cada vacuna en la combinacion debe ser tan
buena clinicamente como la de las vacunas administradas individualmente, basandose en ensayos
serologicos para anticuerpos especificos para cada componente de la vacuna, o las
corespondientes que miden ofras fases de la inmunidad, @27

6. Se debe considerar el volumen final de la vacuna. La mayor cantidad de vacuna que debe
administrarse a un infante se encuentra entre 0.5 y 1.0 mi.®
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7. La conveniencia para el uso. Las vacunas deben presentarse en la forma mas simple posible
para el médico y el usuario, en términos de un etiquetado claro con respecto a la edad de
administracion, identidad de los componentes de las vacunas y compatibilidad e incompatibilidad
para la administracion simultanea con otras vacunas.©”

8. La seleccitn de una combmacaén de vacunas debe llevarse a cabo para satisfacer las
necesidades de cada Nacién individual. @

Combinar vacunas es un proceso complejo, que consume tiempo; sin embargo, el resultado de
estos programas, si es exitoso, sera una reduccion en el nimero de jeringas y agujas en los dos
primeros afos de vida de aproximadamente 15 a cinco, una sola inyeccidn fiberard varios

antigenos, se simplificardn los esquemas de vacunacion, y serd mas econdmico, con lo que se
incrementardn las tasas de inmunizacion, 2"

Las vacunas del futuro indudablemente seran combinaciones de maltiples componentes. Estas
pueden incluir DTP, vacuna inactivada contra Ia polio {IPV), vacuna contra hepatitis B (HB) y el
componente de Haemophilus influsnzae tipo b.%

35 VACUNAS COMBINADAS Hib-DTP.

Dado que las vacunas contra Hib han demostrado ser efectivas en la reduccén de la incidencia de
las enfermedades sistémicas causadas por Hib, es adecuado combinar estas vacunas con otros
inmundgenos tales como la vacuna contra difteria, tétanos. y pertussis (DTP), que se administra a
los nifios de rutina. En Estados Unidos de Norteamérica (E.U.A.), como en otros paises, la vacuna
contra Hib se administra a los 2, 4 y 6 meses de edad, concurrentemente con DTP, seguida por un
refuerzo de ambas vacunas a la edad de 15 a 18 meses.®¥

Se han realizado diversos estudibs en los cuales se han combinado algunas de las diferentes
vacunas contra Hib canjugadas de las que se dispore actuaimente, con la vacuna triple DTP.

En el NCKPMCP, se desarmollé un estudio al respecto que involucrd a mas de 10,000 nifics. Se
hicieron comparaciones entre nifios de 2, 4 y 6 meses, que recibieron inyecciones de HbOC y DTP
separadas y nifios que recibieron una séfa inyeccién de 0.5 mi de ambos productos combinados.
Los resuitados inmunolégicos de este estudio reflejan que los fitulos de lntncuergns son muy
semejantes a Jos de los receptores de HhOC y DTP separados en estudios similares.

En otro estudio que se llevé a cabo en £.U.A, con 150 nifios que recibieron inmunizaciones a los
2, 4 y 6 meses con las vacunas HbOC y DTP combinadas o por separado, se demostrd que los
niveles de anticuerpos para PRP y DTP fueron significativamente mayoras (p=0.05) en los nifios
que recibieron la vacuna combinada, en comparaci6n con aquélios que recibieron las vacunas por

separado. En esencia parecia existir una sinergia entre estos antigencs en la mezcla. La razén de
esta reaccion no pudo ser explicada.®®

En diversos estudios se ha observado que al administrar 1a vacuna contra Haemophilus influenzae
b conjugada con toxoide tetdnico (PRP-T) combinada con ia vacuna friple DTP se presenta un
fendmeno de interferencia anti-pertussis. En un estudio participaron 278 infantes, de los cuales 222
concluyeron el protocolo completo. Uno de tres regimenes se administrd & los participantes del
estudio, a las edades de 2, 4 y 6 meses. E! grupo 1 recibié DTP mezclado en la misma jeringa con
PRP-T. E! grupo 2 recibié DTP y PRP-T en sitios de inyeccion separados y e! grupo 3 recibid PRP-
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T sin DTP. En confraste con el grupe 3, que recibio !a vacuna DTP sin la vacuna PRP-T, ios dos
grupos que recibieran 1a vacuna DTP con PRP-T exhibieron titulos ligeramente menores para los
anticuerpos anti-toxoide diftérico después de la segunda y tercera dosis. No se detectaron
diferencias significativas (p=0.05) entre los titulos de anticuerpos anti-toxoide tetanico de los tres
grupos. Sin embargo, la administracion concurrente de la vacuna PRP-T con DTP, ya sea en la
misma jeringa, o en diferentes sitios, interfiridé con la respuesta anti-pertussis en las series
primarias de las inmunizaciones. Ademas, en el grupo que recibié ambas vacunas mezcladas en
{a misma jeringa se observo que los titulos anti-PRP se deprimieron en un 60% con respecto a los
dos grupos restantes. Estas observaciones constituyeron la primera demostracion de interferencia
mutua con las respuestas inmunes al administrarse en la misma jeringa las vacunas Hib y DTP, y
fambién la primera demostracion de que una vacuna contra Hib puede interferir en fa respuesta

inmune de ofra vacuna administrada concurrentemente, incluso al administrar ambas vacunas en
sitios separados.“®

En Chile se llevd a cabo un estudic en el que participaron 278 nifias, los cuales fueron distribuidos
en tres grupos: Grupo A, recibié PRP-T mezclado con DTP en una misma jeringa; Grupo B, PRP-T
administrado en un brazo y DTP en el otro; Grupo C, DTP en un brazo, y un placebo en el ofro. Los
infantes fueron inmunizados a los 2, 4 y 6 meses de edad. Después de tres dosis de vacunas, se
observé que los nifios que recibieron la vacuna PRP-T como una inocutacién separada tuvieron un
titulo medio geométrico para PRP significativamente mayor (p=0.05) que los nifios que recibieron
{a vacuna PRP-T combinada con DTP en una séla jeringa. Sin embargo, finaimente se encontrd
que ambas vacunas interactuaron de tal forma que la inmunogenicidad del PRP-T se vié
disminuida.®™®

Se ha demostrado que la adsorcion de PRP-T a un adyuvante con hidroxido de aluminio reduce la
respuesta a los componentes PRP y toxoide tetanico de la vacuna conjugada. Dicha interpretacién
puede explicar las menores respuestas anti-PRP observadas en los estudios mencionados en los
dos parrafos anteriores al mezclar las vacunas PRP-T y DTP en la misma jeringa. Esto sugisre
que este tipo ds interaccion fambién condujo a respuestas disminuidas de la vacuna DTP cuando

ambas vacunas se administraron en la mismz:zjeringa. Sin embargo, la base bioldgica de dichas
observaciones ain parmanecs sin axplicacion @429

En otros estudios se han observado efectos contrarios a ios mencionados anteriormente, como es
el caso de un trabajo realizado en Nueva Orleans, el cual involucré a 150 nifios sanos de dos
maeses de edad, que fueron distribuidos al azar en tres grupos, para ser vacunados a los 2, 4y 6
meses de edad con una de las siguientes condiciones: Grupo 1, recibié la vacuna PRP-T
raconstituida con DTP; Grupo 2, PRP-T y DTP administradas en diferentes sitios de inyeccién;
Grupo 3, HbOC y DTP en silios separados. Las concentraciones medias de anticuerpos para la
fraccién pertussis no difirieron significativamente entre los tres grupos en ningin momento, Para
los anticuerpos anti-toxinas diftérica y tetdnica, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos PRP-T (1 y 2). Sin embargo, después de fa 2a. y 3a. dosis, 10s receptores de HbOC
tuvieron concentraciones medias de anticuerpos anti-toxinas tetdnica y diftérica mayores que las
de los grupos 1 y 2. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracidn media de anticuerpos anti-PRP entre los receptores de la inyeccion combinada
PRP-T/DTP y los que recibieron PRP y DTP de forma separada después de una, dos y tres dosis,
Este hallazge contrasta con los datos obtenidos en Chile; ademas, se observé que la
concentracidén media de anticuerpos anti-PRP después de dos dasis fue mayor para los receptores
de la vacuna PRP-T (grupos 1 y 2) que para los de la vacuna HbOC (grupo 3). Después de tres

dosis se observé algo similar, pero la concentracidén fue significativamente mayor sblo para los
receptores de PRP-T/DTP.®Y

En Canada se llevé a cabo un estudio con 367 nifios de 18 a 19 meses de edad, los cuales
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anteriormente habian recibido una inmunizacion primaria con PRP-T. Se formaron dos grupos; en
el grupo 1 se incluyeron los nifios que recibieron una inyeccion combinada de PRP-T/DTP
mezciadas en una jeringa y en el grupo 2, los que recibieron inyecciones separadas de estos dos
productos. El estudio demostrd que las vacunas DTP y PRP-T pueden combinarse en una sbla
jeringa para una administracién conveniente sin evidencias de interferencia en la respuesta inmune
de los antigenos individuales. No se observaron diferencias para I'III'I?UI'IO de los antigenos
probados, incluyendo PRP, pertussis y las antitoxinas tetanica y diftérica.®

En el Reino Unido se sealizé un estudio en el que participaran 175 nifios con edades entre las 8 y
ias 12 semanas, ios cuales recibieron fa vacuna DTP mezclada con RbOC (n=75), o con PRP-T
" (n=100) en la misma jeringa. El grupo seleccionado para la comparacién de los resuitados, fue uno
formado por nifios que recibieron as vacunas DTP y Hib en la misma visita, pero en brazos
separados. No se observaron diferencias significativas (p=0.05) en los titulos de anticuerpos anti-
PRP, anti-pertussis y anti-toxina difiérica enire los nifilos que recibieron las vacunas Hib y DTP
combinadas o separadas. En conftraste, los titulos de anticuerpos anti-toxina tetdnica fueron
significativamente mayores en agquéllos que recibieron las vacunas Hib y DTP mezcladas en la
misma jeringa en comparacién con el grupo que las recibié separadas. @

En un estudio en e! que la vacuna conjugada era PRP/toxoide diftérico conjugado (PRP-D), los
nifios que recibieron esta vacuna combinada con DTP produjeran cantidades significativamente
mencres {p=0.05) de anticuerpos anti-toxoide diftérico ; de anti-pertussis, que aquéllos que
recibieron PRP-D y DTP como inmunédgenos ssparados.“® La interferencia con los anticuerpos
antipertussis también se enconiré en otro estudio con la vacuna combinada PRP-D/DTP, para el
cual se incluyeron 175 niflos, entre los 18 y los 19 meses de edad, de los cuales 109 recibieron
ambas vacunas combinadas y 66 las recibieron en sitios separados. En este caso no se
observaron diferencias significativas en cuanto a los titulos de anticuerpos anti-PRP, anfi-toxoide
diftérico, ni anti-toxcide tetdnico; sin embargo, los titulos de aglutininas anti-pertussis fueron
menores en los receplores de la vacuna combinada, que en los receptores de las vacunas
separadas. @439

En Gambia se llevd a cabo un estudio que involucré a 126 infantes gambeses, de los cuales 60
recibieron la vacuna PRP-OMP mezclada con DTP en la misma jeringa, 66 recibieron {as vacunas
por separado a las 8, 12 y 16 semanas de edad. Los titulos medios geométricos de la fraccion PRP
fueron idénticos para ambos grupos y las concentraciones de anticuerpos anti-difteria, anti-tétanos
y anti-pertussis no fueron significativamente diferentes entre ambos grupos.®®

3.6 REQUERIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD PARA LAS VACUNAS HIb Y DTP.

3.6.1 Vacuna contra Haemophilus influenzae tipo b.

Las caracteristicas comunes de las vacunas conjugadas Haemophilus influenzae tipo b son que
contienen determinantes antigénicos capaces de estimular la produccion de anticuerpos IgG
séricos contra &l polisacérido de M. influenzae tipo b, y que son capaces de producir una respuesta
de refuerzo en los nifios pequefios previamente inmunizados, Como se emplean diferentes
métodos de produccion, 1as vacunas conjugadas M. influenzae tipo b producidas por distintos
fabricantes difieren en su composicién quimica, de modo que ciertas pruebas de control deben ser
especificas respecto del producto.“’

Por la misma razén, las normas para las vacunas conjugadas Haemophilus influenzae tipo b deben
tener en cuenta las diferencias que presenta la composicion de las vacunas.

Actuaimente, la norma intemacional que establece los requisitos que deben cumplir las vacunas
Haemophilus influenzae b, es el el reporte técnico N°814, publicade por la Organizacién Mundial de
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la Salud en 1991, En este reporte se sefialan los controles que se deben aplicar durante |a
produccion de la vacuna, en la etapa de granel y como producto terminado. En el caso del
presente trabajo, s6lo es de interés considerar las pruebas de control efectuadas al producto
terminado, ya que éste fue proporcionado por los proveedores en esta presentacion. Las pruebas
que deben realizarse son las siguientes: Identificacion, esterilidad, contenido de polisacérido de
Haemophilus influenzae tipo b, actividad, inmunogenicidad, contenide de humedad, contenido de
substancias pirdgenas, contenido de coadyuvantes, contenido de agentes conservadares,
inocuidad, estabilidad e inspeccién de los envases definitivos.™

Ademaés de las pruebas mencionadas en el pamafo anterior, la Farmacopea de los Estados Unidos

Mexicanos, 6* edicion indica que se deban realizar las determinacionas del contenido de ADN y del
contenido de proteinas.

3.6.2 Vacuna triple DTP.

La Organizacion Mundia! de la Salud, en su reporie técnico N° 800 de 1990, establece las pruebas
de control que deben efectuarse a las vacunas tetdnica, difiérica y pertussis por separado, asi
como a la vacuna combinada DTP. Al igual que para la vacuna Haemophilus tipo b, en este reporte
se incluyen los controles que se deben aplicar durante !a produccién de cada una de las vacunas,
en las etapas de granel y como productos ferminados, ya sean separadas, o combinadas.

Las pruebas de control que deben efectuarse a cada uno de estos productos terminados, son las
siguientes: identidad, esterilidad, potencia, inocuidad, contenido de adyuvante, contenido de
preservativo, pH, estabilidad, e inspeccion de los envases finales.®®

A la vacuna DTP como producto terminado deben efectudrsele las siguientes pruebas de control:
potencia, toxicidad especifica, identidad, potencia e inocuidad.®>

La autoridad Naciona! de Control, adicionalmente a sus responsabilidades con respecto a cada
vacuna individual, incluyendo la liberacién y la certificacion, debe aprobar:

- La formulacién de fa vacuna combinada para asegurar que los componentes estén presentes en
las concentraciones apropiadas para su uso.

- La formulaci6n incluyendo el preservativo y el adyuvante para asegurar que la estabilidad de la
vacuna es ta! que permanece efectiva hasta la facha de caducidad, teniendo en cuenta que se ha
almacenado a {a temperatura recomendada, y

- Los protocoles para reportar [os resultados de las pruebas aplicadas a la vacuna combinada.®®

3.7 TECNICA DE ELISA

El desarolle de la metodologia inmunoenzimatica ha tenido una gran difusién debido a que
permite cuantificar con una buena sensibilidad componentes de interés biolbgico.

Los inmunoensayos utilizan a los anticuerpos como reactivos analiticos. Los ensayos se basan en
la observacion de que en un sisltema que contiene el analito y un anticuerpo especifico, la

distribucidn del analito entre el enlace y las formas libres se puede relacionar cuantitativamente a
la concentracién totat del anatito ©%
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Las técnicas inmunoenzimaticas se basan en dos tipos de procedimientos;

1) Se necesita una fase sélida para inmovilizar el antigeno o el anticuerpo asociade a la enzima y
permitir asi la evaluacion de la achwdad enzimatica del complejo antigeno-anticuerpo-enzima
(Cuantificaciones en fase heterogénea) °®

2) Un procedimiento en el que no se necesita ninguna separacién, porque la cuantificacién del
complejo antigeno-anticueripo-enzima se efectia directamente en la mezcla de reaccién y es

modificada su actividad segun la extensidn de la reaccién antigeno-anticuerpo (cuantificaciiones
en fase homogénea).®®

Las cuantificaciones inmunoenzimaticas en fase helerogénea fueron descritas para 1la
cuantificacion de antigenos y rapidamente se aplicaron a la cuantificacion de anticuerpos. El
nombre de ELISA ("Enzime-linked-immunosorbent-assay”) {ensayo inmunoadsorbente ligado a
enzimas) se emplea actualmente pasra todas las determinaciones que utllizan enzimas

" marcadoras.®®

Las reacciones inmunolégicas se utilizan para ensayos o procedimientos de deteccién debido a
que pueden dar altos niveles de especificidad y sensibilidad. Se ha encontrado que los anticuerpos
o antigenos marcados son particularmente Utiles para el ensayo de substancias hiolégicas.®®

En el presonte trabajo [a técnica de ELISA se utilizé para la cuantificacién de anticue (%os por lo
que solo se dascribira esta aplicacion, a pesar de que ésta es una técnica muy versétil.

Segun este procedimiento, los anticuerpos que se van a cuantificar se incuban para reaccionar en
un primer tiempo con el antigeno inmovilizado, el cua! previamente se adsorbid a la fase sélida
{microplaca), después de los lavados necesarios para eliminar ios' anticuerpos que no
reaccionaron, la preparacidn se incuba con un segundo anticuerpo (antiinmunoglobulina) marcado
con una enzima, el cual se dirige hacia el anticuerpo especifico que se va a detectar {vgr. si el
anticuerpo inicial se obtuvo en conejos se debe utilizar una gamma globulina anticonejo), ya que
mide la cantidad de anticuerpo fijada sobre el antigeno; siguiendo el pericdo de incubacién y de
lavado, 1a preparacion reacciona con el sustrato de la enzima y se obtiene un producto de reaccién
colorido, el cual puede medirse espectrofotométricamerte con facilidad. La actividad enzimética es
slevada cuando hay muchos anticuerpos marcados fijados, es decir, muchos anticuerpos que han

reaccionado en el primer tiempo. Entonces, Ia actividad enzimadtica es proporcional a 1a cantidad
de anticuerpo que se va a detectar. (Figura 1).5¢

@ 3ol — oo ‘-‘-nz"*l‘?lfm

Antigeno Anhcunrpo An::tl::;p °
inmovilizado cusstificar marcado
cuantificar
Figura 1. Cuantificacion de anticuerpos por medio de la técnica de
ELISA



4. MATERIAL Y METODOS
4.1 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.
4.1.1 Material.
4.1.1.1 Material biolagico.
- Vacunas contra Haemophilus influenzae tipo b:
HbOC. Proveedor A.
PRP-D. Proveedor B.
PRP-OMP. Proveedor C.
PRP-T®. Proveedor D.
PRP-T™, Proveedor E.

- Vacuna DTP-Instituto Nacional de Higiene de la Secretaria de Salud. Lote 198-12.
Caducidad: Junio de 1996.

- Conejos hembras de la cepa NZW de 1.5 a 2.0 Kg de peso (3 meses de edad).

- Ratones albinos hembras de la cepa NIH de 16 a 18 g de peso (4 semanas de edad).

- Ratones albinos hembras de la cepa NIH de 10 a 18 g ds peso (4 semanas de'edad).

- Cobayos hembras de la cepa Hartley de 400 a 500 g de peso.

- Conjugado Sigma (1gG de cabra a-inmunoglobulinas de conejo acopladas a peroxidasa).

- Conjugado Sigma (lgG de borrego sheep a-inmunoglobulinas de ratén acopladas a
peroxidasa).

- Conjugado Boehringer (IgG de chivos goat c-inmunoglobulinas de ratén acopladas a
peroxidasa).

- Conjugado Sigma Bio-sciences (IgG de chivos a-inmunoglobulinas de ratén acopladas a
peroxidasa).

- Toxina diftérica INH. Lote TD-01.
- Toxina tetdnica INH. Lote TD-117.
- Vacuna pertussis de referencia LNSP.

- Cepa 18323 licfilizada de Bordetella pertussis
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4.1.1.2 Material de laboratorio.
- Jeringas Becton Dickinson desechables de 1, 5y 10 mi.

- Tubos de ensaye de 13x100 Kimax y Pyrex.
- Gradillas metglicas.

- Torundas de algoddn Kendall,

- Aplicadores de madera.

- Crictubos Nunc con capacidad para 1.8 mil.

- Micropipetas de 10 a 100 mi y de 100 a 1000 mi Socorex.

- Puntas para micrapipetas.

- Placas de poliestireno de fondo plano, para ELISA, con 96 pozos, Nunc,
- Micropipeta multicanal Costar.

- Papel aluminio.

- Pipetas graduadas de vidrio Kimax, de 1, 5y 10 ml.

- Matrac\';s volumétricos de vidrio, Kimax de 50, 100 y 250 ml.
- Probetas graduadas de 250 y 100 mt, Pyrex.

- Guantes de (diex para cirujano.

4.1.2 Equipo

- Cenliifuga refrigerada Beckman modslo JT-6. Seris 8354

- Estufa Hotpack sin modelo a 37°C

- Balanza analitica Sartorius modelo 2462. Max. 200 g.

- Balanza analitica Mettler modelo AT20. Max. 22 g

- Potenciémetro Coming modelo 12.

- Lector de ELISA SLT Spectra tipo Spectra Shell.

- Impresora Epson LX-300 Quiet color.

- Rasuradora eléctrica Braun.

-Prdgrama de coémputo para llevar a cabo los calculos del método de Wilson y Worcester
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para la potencia de la fraccion pertussis.

4.1.3 Reactivos

- Etanol Merck grado reactivo.

- Cloruro de sodio Merck grado reactivo.

- Fosfato dibésico de sodio (Na,HPO,) Merck grado reactivo.

- Fosfato monobdsico de sodo (NaH,PC..H20) Merck grado reactivo.

- Leche descremada Svelty de Nestlé.
- Tween 20 Sigma grado reactivo.

- Citrato de sodio (CeHsNa;0;) JT Baker grado reactivo,
- Acido cltrico (CgHaO7) ST Baker grado reactivo.
- O-fenitendiamina (CsHaNz) Sigma grado analitico.
- Perixido de hidrégeno (H,0,) JT Baker grado reactive.
- Acido sulfirico (H;S0O,) Merck grado reactivo.
- Borato de sodio (Na;B,0;) Mallincrodt grado reactivo.
- Acido bbrico (H3B04) JT Baker grado reactivo.
- Almidon.
. - Oxide de zinc (ZnO) Monterrey grado reactivo,
- Sulfuro de baria (BaS) grado reactivo.
- Peptona Difco.
- Glicero! (C3Ha03) Baker grado reactivo.
- Proteosa-peptona Difco.
- Agar bacteriologico Difco.
- Aminoécidos de caseina Difco.

- Papas crudas.
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4.2 METODOS Y TECNICAS

El disefio de este estudio es en bloques al azar.

4.2.1 Estandarzacion de los esquemas de inmunizacion de los animales para la titulacién
de la fraccion Hib y de fas condiciones para la técnica de ELISA.

Antes de prabar las combinaciones de las vacunas Hib/DTP fue necesario estandarizar las
condiciones bajo las cuales se llevaria a cabo la titulacién de los sueros para la potencia de
Ia fraccion Hib, ya que por el momento no existe un método oficial a! respecto.

Las condiciones generales de la prueba (tipo de microplacas, lector de placas, soluciones
de lavado, sustrato de la enzima y soluciones reguladoras, temperatura y tiempos de
incubacion y de lavado) se fijaron de acuerdo con lo establecido por Ternynck Th. y
Avrameas $.°® Estas condiciones se fijaron en un trabajo previo (Sanchez Mellado, G.
tesis profesional).

4.2.1.71Esquemas de inmunizacién,

Se probt un esquema de inmunizacién para conejos hembras de la cepa NZW, de 25 a
3.0 Kg de peso, y dos para ratones albinos hembras de la cepa NIH, de 16 a 18 g de peso.
Los esguemas son los siguientes:

a) CONEJOS.

Se formaron 2 grupes de 3 conejos cada uno. El grupa A fue inmunizado con PRP y €l
grupo B fue inyectado con solucion salina a! 0.85%. (Tabla 4)

Tabla 4. ESQUEMA DE INMUNIZACION DE CONEJOS CON PRP, |

1 0 VACUNA DE os5m

(10mg)
PRP
CONJUGADA
o
SOLUCION
SALINA

2 15 05mi
(10 mg)

20 osml
(10 mg)

45 05m
{10mg)

Se inmunizaron conejos de la cepa NZW de 2.5 a 3.0 Kg de peso, los que fueron inmunizados por via
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intramuscular.

b) RATONES

Se formaren 2 grupos de 10 ratones cada uno para cada esquema de inmunizacién, El grupo A fue
mmunizado con PRP y el grupo B fue inyectado con solucion salina af 0.85%. {Tablas 5y 6).

Tabla 5. ESQUEMA DE INMUNIZACION DE RATONES CON PRP. {Esquema 1}

1 o VACUNA DE 01 mt
(2mg)
PRP
CONJUGADA
0
SOLUCION
SALINA

2 7 01m
(2mg)

3 14 01m
(2mg)

21 0t

(2 mg)

Se inmunizaron ratones de ta cepa NIH de 10.0 a 18.0 g de peso, los que fueron inmunizados por via
intraperitoneal.
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Tabla 6. ESQUEMA DE INMUNIZACION DE RATONES CON PRP. (Esquema 2)

°©
SOLUCION
SALINA

2 15 013m
: (2.5 mg)

3 20 0.13ml
) {25mg)

37 0.13mt
(2.5mg)

Se inmunizaron ratones de la cepa NIH de 10.0 5 18.0 g de peso, los que fueron inmunizados por via
infraperitoneal

Llegado el tiempo de cada sangria, se extrajeron 10.0 ml de sangre por puncion cardiaca a cada uno de
los conejos, y una cantidad suficiente a cada ratén por medio de la vena caudal. La sangre se separd y
se incubé a 37°C durante 30 minutos, posteriormente se incub® a temperatura ambiente por 30
minutos, se separd, se cantrifugd a 2000 rpm por 20 minutos, se separd el suero del plasma, y se
distribuyb en aficuotas de 1 m, las cuales se almacenaron en criotubos & -70°C hasta el momento de su
uso, para |a titulacidn por medio de la técnica de ELISA.

4.2.1.2 Técnica de ELISA.
Titulacién de los antigenos y de los conjugados.

Se probaron los antigenos HBOC y PRP-T a 2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 mg/ml, tanto para los sueros
de conejo, como para los de ratén.

Para la titulacién de los suercs de conejo se probé el conjugado igG de cabra o-
inmunoglobulinas Sigma de conejo acopladas a peroxidasa en las siguientes diluciones:
1:1000,1:2000 y 1:2500.

Para {a titulacién de los sueros de ratén se probaron los siguisntes 4 conjugados: anti-IgG de

" ratén desarrollado en borrego sheep de Sigma; anti-gS polivalente de ratén desamollado en
chivos goat de Sigma; anti-IgG de raton desarrollado en chivos Goat, de Boehringer y anti-igG
de ratdn desarrollado en chivos, de Sigma Bio-Sciences. Todos se fitutaron en las siguientes
diluciones: 1:10, 1:100, 1:500, 1:800, 1:1000, 11500 y 1:2000.

Cada uno de los sueros de conejo y de raton se probé por separado bajo las condiciones antes
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expuestas, de acuerdo con la siguiente metodologia:

4.2.1.2.1 Sensibilizacion de las placas

a) Se adiciond 0.1 ml del antigeno correspondiente, a un nimero necesario de pozos de

poliestireno de placas para ELISA y 0.1 ml de solucién de PBS-eche a los pozos testigo que no
contenian el antigenc.

b) Cada una de fas placas se incubé a 37°C durante 1 hora.

¢} Transcurride ese periodo, las placas se mantuvieron en refrigeracion (2-8°C) durante 24
horas.

4.2.1.2.2 Titulacion de los sueros

4.2.1.2.2.1 Se eliminaron las scluciones del antigeno remanente mediante succién con una
micropipeta multicanal. ‘

4.2.1.2.2.2 Se lavaron los pozos con 0.1 ml de PBS-T.

4.2.1.2.2.3 E| amortiguador de lavado permanecio en los pozos durante 3 minutos. Al cabo de
este temipo se elimind fa solucion de fa manera descrita en 4.2.1.2.2.1; este proceso se repitic
dos veces mas, con el fin de eliminar el antigeno que no se adsorbid a la fase sélida.

4.21.2.2.4 Se agregaron 0.2 ml de PBS-leche al 1% a todos los pozos y se incubaron a 37°C
Par una hora para permitir que la leche reabriera los sitios en las que no se adsorbié el antigeno.

4.2.1.2.2.5 Se repitid el paso 4.2.42.2.1,

4.21.2.2.6 Se gdiciond 0.1 ml de la dilucién comespondiente de cada uno de los sueros
obtenidos de los conejos o ratones a un nimero suficiente de pozos para fitular por
duplicado a cada uno de éstos; se emplearsn las siguientes concentraciones de los sueros
obtenidos de los conejos o de los ratones, segiin comespondiera al canjugado de prueba: sin

diluir; 1:10; 1:100; 1:500 y 1:1000. En los testigos negativos para los sueros se adicioné 0.1
mil de PBS-leche al 1%.

4.2.1.2.2.7 Cada una de las placas se incubé a 37°C durante una hora y media para que se

 llevara a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ab).

4.2.1.2.2.8 Se repitieron los pasos 4.2.4.2.2.1 y 4.2.4.2.2.2 para eliminar el exceso de suero que
no hubiera reaccionado.

4.2.1.2.2.9 Se adicion6 0.1 mt del conjugado de prueba a todos los pozos, excepto a los testigas
negativos para ¢ conjugado.

4.2.1.2.2.10 L as placas se incubaron a 37°C por una hora,

4.21.2.211 Se repitieron los pasos 4.2.4.22.1 y 424222 para eliminar el exceso de
conjugado que no hubiera reaccionado.

4.21.2.2.12 Se adicioné 0.1 ml de una solucién recién preparada del sustrato de la enzima a
27
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DIAGRAMA DE FLUJO 2.
INMUNIZACION DE L.OS CONEJOS Y CONSERVACION DE LOS SUEROS

VACUNAS HIt Y DTP
PREVIAMENTE
APROBADAS

MEZCLADO
DE Hib Y DTP

i

BLOQUES
ALEATORIOS

PARA CADA CONEJO A
INTERVALOS DE DOS

R

SANGRIA DOS SEMANAS
DESPUES DE LA 3°
DOSIS

SEPARACION
DEL SUERO
Y DEL PLASMA

DISTRIBUCION
EN ALICUOTAS
DE 0.5 ml.

Y

ALMACENAMIENTO
A -T0°C

l

TITULACION POR
ELISA
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ADICION DE 0.1 ml.

DEL ANTIGENO
A UNA PLACA
PARA ELISA,

I

INCUBACION
37°C/4 HORA

!

REFRMGERACION
[2-8°C)24 HORAS

DIAGRAMA DE FLUJO 3.
TITULACION BE LOS SUEROS POR MEDIO DE LA TECNICA DE ELISA

ADICION DE LAS
DILUCIONES DE
LOS BUEROS

l
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cada uno de los pozos.

4.2.1.2.2.13 Las placas se incubaron en la obscuridad para penmitir Ia reaceién enziméatica yel
consecuente desarrollo de color durante 20 minutos.

4.2.1.2.2.14 La reaccion enzimatica se detuvo adicionando 12 mi de H,50, 8N a cada pozo.

4.21.2.2.15 Las lecturas de densidad 6ptica se llevaron a cabo a 492 nm eh un lector de ELISA
y se imprimieron.

4.2.1.2.2.16 Se analizaron todas las lecturas obtenidas para cada caso, y se selecciond ef mejor
modelo animal {conejo o ratén), asi como la mejor dilucién del mejor conjugado v la mejor
dilucidn de cada uno de los dos antigenos de prueba.

4.2.4.22.17 Con las condiciones seleccionadas se realizaron 45 repeficiones de la prusba, para
calcular el coeficiente de variacién {precision) y el limite de deteccién del método, asi como 20
repeliciones para calcular el cosficiente de variacion (precision) del sisterna.
La regla de decision se basa en lo especificado en el Manua! de Procedimientos de validacién
de métodos analiticos de la Gerencia General de Biolgicos y Reactivos %

422 COMBINACION DE LAS VACUNAS.

Cada frasco de cada una de las siguientes vacunas contra Hib:

HbOC.
PRP-D.
PRP-OMP y
PRP-TY,

Se reconstifuyd con 0.5 mi de vacuna OTP,

Cada frasco de la vacuna PRP-T™ se reconstituy con 5 mi del solvente destinado para ésta, y
cada 0.5 mi de esta vacuna rehidratada se mezclaron en una jeringa con 0.5 mi de vacuna DTP.

Dichas combinaciones se mezclaron hasta obtener scluciones homogéneas y se utilizaran para inocular
a los conejos por via intramuscular para las prusbas de potencia de Hib, cobayos para las pruebas de

potencia de los toxoides diftérico y tetinico y ratones para las pruebas de potencia de! toxoide difiérico ¥
de la fraccidn pertussis, :

NOTAS: 1) Cada uno de los componentss individuales de cada formulacion aprobb previamente
las prusbas de control de calidad respectivas.

2) *Hib es |a fraccién que contiene la parte antigénica de Hasmophilus influenzae tipob
{PRP).

423 INMUNIZACION DE LOS CONEJOS.

Se formaron diez grupos can dos conejos hembras por grupo, de la capa NZW de 1.5 a2 Kg de
peso cada uno, y se distribuyeron las vacunas de la siguiente manera (tabla 7):

&}
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Tabla 7. Distribucién de las vacunas Hib y de sus respectivas combinaciones con DTP a los 10
grupas de conejos.

Py

HBOC

HBOC+DTP
PRP-D
PRP-D+DTP
FRP-OMP
PRP-OMP+DTP
PRP-T®
PRP-T®+DTP
PRP-T®
PRP-T®+DTP

i (~N]o || [N

—
o

PRP-T™: Vacuna del proveedor D.
PRP-T™: Vacuna del proveedor E.

Cada uno de los conejos recibid tres dosis de la combinacion correspondiente por via intramuscular en
¢l muslo posterior derecho o izquierdo (altemados) a intervalos de 15 dias, y dos semanas después de
la tercera dosis, se sangraron los conejos por puncidn cardiaca, hasta obtener 10 mi de sangre.

La sangre se SeparG y se incubd a 37°C durante 30 minuios, posteriormente se incub6 a temperatura
ambiente por 30 minutos, se separd, se centrifugd a 2000 pm por 20 minutos, s& separd el suero del
plasma, y se distribuyd en alicuotas de 1 ml, las cuates se almacenaron a -70°C hasta el momento de su
tso, para la titulacidn por medio de la técnica de ELISA.

424 PRUEBAS DE POTENCIA PARA LA FRACCION Hib (TECNICA DE ELISA).

4.2.4.1 Sensibilizacion de las placas

a) Se adiciond 0.1 mI del antigeno®, a un numero necesario de pozos (Ver figura 1) de
poliestireno de placas para ELISA y 0.1 m! de solucién de PBS-leche a los pozos testigo que no
contenian e} antigeno.

b) Cada una de las placas se incub6 a 37°C durante 1 hora.

<) Transcurride ese periodo, las placas se mantuvieron en refrigeracion (2-8°C) durante 24
horas.

*NOTA: El antigeno que se utilizd para titular los sueros de los conejos de los grupos 1
al 6 fue la vacuna HbOC; para titular los sueros de los conejos de 10s grupos 7
al 10 se utilizd como antigeno la vacuna PRP-T, debido a que era necesarig
utilizar antigenos hetertlogos, ya que solo se deseaba medir la reaccion anti-
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PRP y no la reaccién anti-Hib total,

4.2.4.2 Titulacion de los sueros

4.24.2.1 Se eliminaron fas soluciones del anfigenc remanente mediante succién con una
micropipeta multicanal.

4.2.4.2.2 Se lavaron los pozos con 0.1 mi de PBS-T.

4.2.4.2.3 E| amortiguador de lavado permanecié en los pozos durante 3 minutos. Al cabo de
este tiempo se elimind la solucién de la manera descrita en 4.24.2.1; este proceso se repitio
das veces mas, con el fin de eliminar el antigeno qus no se adsorbid a Ia fase sélida.

4.2.4.2.4 Se agregaron 0.2 ml de PBS-leche al 1% a todos los pozos y se incubaron a 37°C por
una hora para permitir que a leche reabriera los sitios en los que no se adsorbio el antigeno.

4.2.4.2.5 Se vepitid el paso 4.24.2.1.

4.2.4.2.6 Se adiciond 0.1 ml de la dilucién correspondiente de cada uno de los sueros problema
a un nimero suficiente de pozos (ver figura 1) para titular por duplicado a cada uno de éstos; se
emplearon las siguientes concentraciones de los sueros: sin diluir; 110, 1:100, 1:500 y 1:1000.
En los tesligos negativos para los sueros se adicion6 0.1 ml de PBS-leche al 1%.

4.2.4.2.7 Cada una de las placas se incubd a 37°C durants una hora y media para que se
lievara a cabo la reaccion anligenc-anticuerpo (Ag-Ab).

4.2.4.2.8 Se repitieron los pasos 424.2.1y 42.4.2.2 para eliminar el exceso de suero que no
hubiera reaccionado.

4.2.4.2.9 Se adiciond 0.1 ml del conjugado 19G de cabra a-inmunoglobulinas de conejo
acopladas a peroxidasa) a todos los pozos, excepio a los testigos negativos para e} conjugadp.

4.2.4.2.10 Las placas se incubaron a 37°C por una hora.

4.2.4.2.11 Se repitieron los pasas 42421y 42422 para eliminar el exceso de conjugade que
no hubiera reaccionado,

4.2.4.2.12 Se adiciond 0.1 ml de una solucion recién preparada de! sustrato de |a enzima a cada
uno de los pozos.

4.24.213 La placa se incub6 en la obscuridad para permitir la reaccién enzimatica y el
consecuente desarrollo de color durante 20 minutos.

4.2.4.294 La reaccién enzimética se detuvo adicionande 12 mi de H,S0, BN a cada pozo.

4.2.4.2.15 Las lecturas de densidad 6ptica se llevaron a cabo a 492 nm en un iector de ELISA y
se imprimieron.
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FIGURA 2. ESQUEMA PARA LA TITULACION DE LOS SUEROS DE CONEJO POR MEDIO DE LA
TECNICA DE ELISA

CONCENTRACION SUEROS PROBLEMA (por duplicado)

CONCENTRADC
1:10
1:100
1:500
1:1000

Testigos

Testigos

4.2.4.2.16 El punto de corte de la prueba se caleuld como la media de la densidad optica mas
dos desviaciones estandar de 1as lecturas de densidad Gptica de los pozos commespondientes a
los testigos negativos. 729

425 PRUEBAS DE POTENCIA DE LAS FRACCIONES DIFTERICA, TETANICA Y PERTUSSIS &

4.2.5.1 Titulacién de la fraccién diftérica.
Depilacién de los cobayos.- Se removid el pelo de los flancos y el dorso de los animales, usanda una
rasuradora eléctrica. Se humedecid la regidn rasurada con agua tibia, y se aplicé sobre la piel una pasta
de consistencia cremosa, preparada a partir de los siguientes ingredientes:

Almidon 1209
Oxido de zinc 709
Sulfura de bario 60g

Agua en cantidad suficiente para obtener |a consistencia deseada®™

Esta mezcla se aplicd ligeraments sobre fa piel de los cobayos usande un guante y se dejd actuar
durante 2 a § minutos. Transcumido ese tiempo se enjuagé escrupulosamente con agua y se seco
perfectamente. Los cobayos se conservaron en un cuarto con temperatura controlada, ™

a) Inmunizacién de los cobayos para la obtencidn de suerp antidiftérico. Se inyectd por via
subcutanea una y media dosis individual humana de cada una de las combinaciones Hib+DTP y
de la vacuna DTP sin combinar al correspondiente grupo de no menos e cuatro cobayos de
450 a 550 g de peso. Despuds de 4 semanas como minimo y no mas de & semanas, se
sangraron los animales y s& separaron los sueros. Se prepard una mezcia a partes iguales de
suero de cada cobayo y en ésta se valoréd la concentracién de antitoxina presente. ™
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b} Titulacidn de la toxina diftérica en Lr/100.

Definicion. La dosis L7100 de una toxina diftérica es una unidad de combinacion que consiste
en la cantidad minima de toxina que al ser mezclada con 0.01 Ul da antitoxina, es neutralizada
parcialmente, quedando ta suficiente toxina libre para producir una reaccién eritematosa
caracteristica de aproximadamente 10 mm de diémetro entre [as 48 y 72 horas posteriores a la
inyaccién intradérmica de la mezcla en cobayos o conejos &

Procedimiento. Se prepard una serie de diluciones de Ia toxina a probar en regulador de Glenny,
con un factor de dilucion que permitié observar una respuesta graduada. De cada dilucién se
depositd 0.1 ml en un recipiente adecuado; se agregé 0.1 mi de antitoxina patrén diluida con
solucin 0.15M de NaCl a 0.4 Uiml y s& ajusts el volumen a 0.4 ml con regulador de Glenny. Se
incubaron las mezclas a 37°C y protegidas de la uz durante tres horas. Transcumida la
incubacién, se inoculd 0.1 ml de cada mezcla por via infradérmica en sitios espaciados e
identificados, seleccionados al azar, de la piel depilada o rasurada del lomo del cobayo. Se
observaron las reacciones cutdneas al final def perioda previamente establecido.

Interpretaci6n. Aquela dilucion de la toxina que mezclada con 0.04 Ul causé una reaccion
eritematosa caracteristica de 10 mm de didmetro o mayor al final del periodo previaments
establecido contiene 4 Lr/100/0.1 mi.®®

¢} Titulacién de los sueros antidiftéricos. Se usé una toxina titulada en Lr100/ml, los sueros

problema y un patron de antitoxina diftérica, aprobado por la autoridad sanitaria ¥ Se prepararon

las series indicadas en las tablas 4 y 5.
Se incubaron las mezclas durante 3 horas a 37°C. se inyects 0.1 mi de cada mezcla por via
intradérmica a cobayos da 400 a 500 g. Las inyecciones se efectuaron a ambos lados de la espina
dorsal del cabayo previamente rasurado o depifado, en un sentido para una serie y en el opuesto para la
ofra. Se leyeron las reacciones en los sitios de inyeccitn entre las 48 h ¥ 72 h posteriores a ella. Se
obtuvo el contenido de unidades intemacionales de antitoxina por mililitro de un suero en funcion de las
unidades esperadas comespondientes a la mezcla que dio lugar a una reaccion eritematosa de
aproxirmadamente 10 mm de didgmetra. Se procurd %g)e una reaccidn equivalente apareciera con fa
mezcla corespondiente al tubo N° 3 de la serie patréan.
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Tabla 8. SERIE PROBLEMA ™

1 125 05mide 02 Q. 0.1 05
suerc + 0.75 mi de
salucion 0.15 M de
NaCl
2 0.1 02 01 1.0
3 - 1:10 0.5 mide 0.2 0.1 6.1 290
dilucibn i+ 1.5mide
NaCig.i5m
4 M- 125 05 mide 0.2 0.1 1 54
dilucicn i + 0.75 ml
de solucién de NaCl
0.15M
5 01 G.2 a1 10.0

TABLA 9. SERIE PATRON.®%

t 1.200 0.000 03
2 0800 0.300 03
3 0.300 (.600 03
4 G.150 0.750 03
5 0475 0.825 0.3

4.2.5.2 Potencia de \a fraccin tetinica.
a} Inmunizacion de fos cobayos para la obtencin del suero antitetanico.

Se inyectd por via subcuténea una y media dasis individual humana de cada una de las
vacunas combinadas Hib+DTP y de ia vacuna DTP sin combinar, al grupo comespondiente
formado por no menos de cuatro cobayas de 450 a 550 g de peso. Después de 4 semanas
como minimo y no mds de 6 semanas, se sangraron {os animales y se separaron 10s sueros. Se
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DIAGRAMA DE FLUJO 5.

TITULACION DE LA FRACCION TETANICA.
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DIAGRAMA DE FLUJO 5. (CONTINUACION)
TITULACION DE LA FRACCION TETANICA

¢

INCUBACION A TEMPERATURA
AMBIENTE EN LA
OBSCURIDAD 1 HORA

Y

ADMINISTRACION SUBCUTANEA
DE 0.5 m) DE LAS MEZCLAS
A LOS RESPECTIVOS
GRUPOS DE 3 RATONES
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¥

OBSERVACION DURANTE § DIAS
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v
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CALCULO DEL PROMEDIO
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I
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prepard una mezcla a partes iguales del suero de cada cobayo y en ésta se valord la
concentracion de antitoxina presente.®®

b) Titulacidn de 'a toxina tetanica en L.onso.

Definicion. La dosis L.uoso de una foxina tetdnica es una unidad de combinacion que consiste
en la cantidad minima de toxina que al ser mezclada con 0.0025 Ul de antitoxina tetanica, es
neutralizada parcialmente, quedando ia suficiente toxina libra para matar al 50% de un gm&o de
ratones de 16 a 18 g de peso, inyectados por via subcutdnea, en un periodo de 4 a 5 dias.

Procedimiento.- Se practicé una serie de diluciones de la toxina a probar en agua peptonada al
1% miv con un factor de dilucién que permitié observar una respuesta graduada. Se
depositaron 2 ml de cada dilucidn en un recipiente y se agregaron 0.4 mi de antitoxina patrén
diluida a 0.05 Ulml con solucion 0.15 M de NaCl. Se ajustt el volumen a 4 ml con agua
peptonada al 1% mv. Se incubaron las rrezclas a temperatura ambiente y protegidas de la luz
durante 1 hora. Transcurrida la incubacidn, se inyectaron 0.5 ml de cada mezcla en cada uno de
6 ratones de 16 a 18 g de peso por via subcutdnea, se observaron los animales durante 5 dias,
registrando 1as muertes diariamente y efectuando la lectura cada 24 horas considerado la hora
da inyeccion & .

Interpretacion, Aquella dilucién de la toxina que mezclada con 0.02 Ul causa |la muerte de 3
ratones inyectados, entre el cuarto y quinto dias posteriores a la inyeccion, contendrd 4L, /a0
por mililitro. El punto final se calculd por el método de Spearman-Karber. ™

c. Titulacién del suero antitetinico por el método de Ipsen.

En este método se utilizan dos series de ratones de 16 a 18 g de peso. En Ia serie de! suero de
prueba se administraron a cada uno de 6 ratones subcutdneamente 0.5 ml de cada una de 6
mezclas preparadas de manera que la dosis inyectada contuviera 0.25 mi, 0.04 ml, 0.0062 mt,
0.001 mi, 0.00156 ml y 0.000025 mi de cada uno de los sueros problema combinados con 1
L.uonso. Con e} fin de corregir la variabilidad inherente a la sensibilidad de los ratones a Ia toxina,
se prepard una serie pafrdn paralela a la serie de prueba. Se inyectaron subcutdneamente, en
grupas de 3 ratones cada uno, 0.5 m! de una serie de 5 mezclas preparadas en tal forma que la
dosis inyectada contuviera 0.0035 U, 0.0025 UI, 0.00175 UI, 0.00125 U y 0.0009 Ui de
antitoxina mezclada con L. s de toxina. Se incubaron las mezclas a temperatura ambiente en
la oscuridad durante una hora. Las diluciones del suero se efectuaron en una solucién 0.15M de
NaCl {solucidn salina isoténica); se prepar® la suficients cantidad de mezcla para tomar la dosis
cuantitativamente, utilizando agua peptonada al 1% m/v para completar el valumen. Los ralones
inyectados se observaron durante 5 dias, practicando las lecturas en los tiempos especificados
en 1as tablas 9 y 10 y se mantuvo un registro de los muertos; el quinto dia se anotaron los
muertos y los sobrevivientes con signos de tétanos. Se asignd a cada animal muerto o
tetanizado el valor logaritmico que le comespondia, leido en la tabla apropiada. La tabla &
muestra los valores de comeccion para los animales individuales. Se calculd el promedio de
todos los valores de comreccion, considerando los signos. Al aplicar Ia tabla 7 a los sueros
problemna, la lectura de los valores se efectuaba en el grupo de dosis que comespondia a la
dosis mayor de suero a la que un animal moria {tabla 9, columna titulada "Grupo primer ratén
muerto”}. Se calculd el pramedio de todos los valores obtenidos para un susro problema
determinade, sin olvidar {os signos. Se sumeé el valor de comeccion {promedio de los valores de
correccion individuales) al promedio de los valores logaritmicos para cada uno de los sueros
problema, considerando una vez mas los signos. Este valor representa el logqg de! contenido de
unidades intemacionales de antitoxinas por mi del suero problema. Obteniendo el antilogaritmo
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de este valor, se obtuvo la concentracién de cada suero problerna en Unidades Intemacionales
de antitoxina por m).®

4.2.5.3 Potencia de la fraccitn pertussis.

y El nimero de unidades protectaras por dosis individual humana se determina para cada lote de
vacuna en base a los resuitados de pruebas simuitaneas en ratén, de la vacuna problema y la
de referencia. ™

TABLA 10. ESQUEMA DE OPERACION - SERIE PATRON®™

0.28 0.72 1.0

1 0.0035

0.20 0.80 1.0 1 0.0025
0.14 0.86 10 1 0.00175
0.10 0.90 1.0 1 0.00125
0.072 093 1.0 1 0.0009

Incubar 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad

TABLA 11. ESQUEMA DE OPERACION - SERIE MUESTRARY

Sin diluir 060 0o 0.60 1 0.25
Sin diluir 0.096 05 080 1 0.04

A=005mlde 0.60 0.00 D60 1 0.0062
suero + 1.95
mi de solucidn

y salina
isotbnica =
1:40

> 1.40 0.096 05 0.60 1 0.001

005mide A+ 060 0.0 0.60 1 0.000156
1.95 ml de
solycion salina
isotdnica =
1:1600

1:1600 0.096 0.5 0.60 1 0.000025
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DIAGRAMA DE FLUJO 7.
ESTUDIO DE DISMINUCION DE LA POTENCIA DE LA FRACCION Hib DE LAS VACUNAS

Hib+DTP EN REFRIGERACION {2-8°C)

VACUNAS Hib y DTP
PREVIAMENTE
APROBADAS

MEZCLADO
HI/DTP

MANTENIMIENTC
EN REFRIGERACION
(2-8°C) 7 DIAS

FORMACION
DE GRUPOS ALEATORIOS
DE CONEJOS

INMUNLZACION
POR TRIPLICADO
A INTERVALOS DE DOS
SEMANAS

SANGRIA

2 SEMANAS DESPUES
DE LA X' DOSIS

X

SEPARACION
DE LOS SUERDS

TITULACION
POR ELISA




Vacuna de referencia.- Aprobada por ka autoridad sanitaria y establecida en comparacion con el patrén
intemacional.

Ratones - Se utilizaron ratones sanos de 10 a 18 @ de la cepa NIH, con pesos individuales que no
variaran mds de £ g en una sola prueba. Se empied un sistema de distribucién al azar para asignar a
los animales a los grupos, su posicidn en los anaqueles del bioterio y determinar el orden de desafio.
Para cada vacuna Hib+DTP combinada se formaron tres grupos de no menos de 16 animales cada

uno. Ademads, se utilizaron 3 grupos de no menos de 16 ratones cada uno, para titular la virulencia de la
cepa de desafio,™

Vacunacion.- Se hicieron diluciones de las vacunas de prueba y de |a de referencia en solucién 0.15 M
de cloruro de sodio con factor de dilucion de 5. Entre las diluciones escogidas debia estar comprendido
el 50% de proteccion tanto de las vacunas problema como de la vacuna de referencia. Se inyectaron a
los ratones por via intraperitoneal 0.5 ml de la dilucion comespondiente. Se dejo un intervalo de tiempo
entre vacunacion y desafio de 14 a 17 dias. Al menos 94% de los ratones incluidos en cada m?rupo
deberia sobrevivir durante este periodo y cada ratén debia parecer sano al momento del desafio.

Desafio.- Se utiliza Bordefella pertussis cepa 18323, aprobada por la autoridad sanitaria, ™
El cuftivo para desafio para cada prueba, se prepard a partir de una cepa liofilizada.™

La suspensién bacteriana empleada para e reto se prepard a partir de un cultivo de 20 a 24 horas,
desarroliado en medio de Bordet-Gengou, que hubiera sido sembrade de un cullivo de cregimiento
riipido que no tuviara més de 30 horas de edad.™

Se prepard una suspensitn bacteriana a partr de este cultivo en salucién isoténica al 1% de
aminodcidos de caseina pH=7.110.1. Se ajusté Ia suspension a 10 u de opacidad comparada con el
patrén intemacional de opacidad de manara qus la dilucisn (1:1250) de |a de desafio contuviera entre 10
¥ 50 UFC en el volumen de inoculacion. Se diuyé la suspension original a manera de obtener una
dilucitn de desafic y diluciones 1:50, 1:250 v 1:1250 de la misma para titular la virulencia. Cada ratén
vacunado se inoculd por via intracerebral con la suspensién de desafio, asi como los tres grupos testigo
con cada una de las tres diluciones indicadas para titular la vinslencia. ™

Registro de los resuttados.- Se observaron los ratones durante 14 dias. Aquélios que murieron dentro de
72 h después del desafio se axcluyeron de la prueba. Se mantuvo un registro de animales muertos
entre el cuario y décimo cuarto dia de observacion, y se utilizaron para el cdlculo de las DEg; de ambas
vacunas y de la DLy, de la cepa de desafio. Tedos los ratones que al final del periodo de observacidn
mosmrar(la?ignos de encefalitis se consideraron como muertos para el propésito de determinar la DEs;
y la Dig.

Validez de la prueba.- La prueba se considerd vélida si cumpli6 los requisitos siguientes:

1. La DEg de fa vacuna problema y la de referencia se encontré entre la dosis mayor y la dosis menor
que se aplicaron,

2. Los limites de una desviacion estdndar de cada DEs, cayeron dentro del intervalo de 64 a 156 %.
3. Se debit tener una respuesta graduada en refacién a las dosis aplicadas de vacuna.

4. Las curvas dosis-respuesta de las vacunas problema y cle la de referencia debian ser paralelas.

5. La dosis de desafio debia contener entre 100 y 1000 DLgs.
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6. La DLg no debia contener mas de 300 UFC.

7.La dilucibn {1:1250) de la dosis de reto no debia contaner menos de 10 UFC ni mds de 50 UFC en el
volumen de inoculacion ™

Caélculo de la potencia.- La DEs de las vacunas se calculd por el método de Wilson y Worcester a

través de up programa de compude proporcionade por la Autoridad Nacional de Control. El valor de las
tnidades protectoras de la dosis individual humana de la vacuna problema se calculé en términos del
valor en uniclaces de la vacuna de refarencia,®

426 ESTUDIO DE DISMINUCION DE LA POTENCIA INMUNOLOGICA DE LA FRACCION Hib A
JEMPERATURA DE REFRIGERACION (2-8°C).

4.2.6.1 Cada una de las vacunas mencionadas en la seccitn 4.2.2 se combiné con un lote de la vacuna
DTP tal como se indict en dicha seccitn,

Se formaron cuatro grupos con dos canejos hembras de la cepa NZW de 1.5 a2 2.0 Kg de peso cada
uno, y se distribuyeron fas combinaciones tal como se indica en la tabla 14

Tabla 14, Distribucitén de los grupos de los conejos participantes en el estudio de disminucién
de la potencia inmunoldgica de la fraccién Hib de Jas combinaciones Hib+DTP a
temperatura de refrigeracién {2-8°C).

1 HbOC+DTF
12 PRP-D+DTP
13 OMP+DTP
14 PRP-T®4+DTP

NOTA: La combinacion de [as vacunas PRP-T™ (Proveedor E) + DTP (INH) no fue incluida en el
estudio, debido a que no se contd con una cantidad suficiente de fa vacuna PRP-T®.

4.2.6.2 Las combinaciones se mantuvieron en refrigeracion (2-8°C) durante 7 dias y franscumido este

tiempo se inocularon las mezclas a los conejos respectivas, siguiendo los esquemas de inmunizacién
mencionados en {a seccidn 4.2.3,

4.2.6.3 Los sueros obtenidos se titularon siguiendo la misma metodologia que se empled para la
determinacion de la combinacién mds inmunegénica,

4.2.6.4 El punto de corte para estas determinaciones se calculd de la manera descrita en 4.2.4.2.16 de
esta seccion,



5. RESULTADOS

5.1 ESTANDARIZACION DE LOS ESQUEMAS DE INMUNIZACION Y DE | AS CONDICIONES PARA
LA TECNICA DE ELISA.

Se probaron los esquemas de inmunizacion propuestos para congjos y para ratones, asi como los
antigenos y los conjugados disponibles en las concentraciones indicadas.

5.1.1 Conejos

El esquema propuesto para la inmunizacidn de los conejos resultd ser adecuado, debido a que los
animales respondieron favorablemente y mantuvieron un buen estado de salud. Las condiciones mas
adecuadas para [a titufacién de los sueros de conejo se muestran a continuacién en la tabla 15:

Tabla 15. Condiciones de la técnica de ELISA para Ia titulaci6n de los sueros
de conejo de la cepa NZW inmunizados con PRP

1 PRP-T* 10 mgimit IgG de cabra o- 1:2000
HbOC" 5 mg/mi inmunoglobulinas
Sigma de conejo
acopladas a
peroxidasa

* NOTA: Se seleccionaron los dos antigenos, ya que i PRP-T se utilizd para titular los sueros de los
ctonejos que no fueron inmunizados con alguna de las vacunas PRP-T y el antigenc HbOC se utilizd
para titular los sueros de los conejos inmunizados con las vacunas PRP-T.

5.1.2 Ratones

€n general ias iecturas obtenidas bajo todas las condiciones de prueba fueron muy bajas, y por
consiguiente este modelo de prueba no es recomendable.

Por lo tanto, e| modelo animal seleccionado fue el conejo, y las condiciones del antigeno y del conjugado
para ftevar a cabo la técnica de ELISA son las mengionadas en {a tabla 15.

5.1.3 Coeficiente de variacion (precision) y limite de deteccion .

El coeficiente de varacidn del sistema se calculs con la formula:

%C. V.5 = (Sy/%e) X 1000y

Donde:
%C.V.; = % del coeficiente de variacion de! sistema

S, = Desviacidn estindar de fas lecturas de densidad Gptica de una misma
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X, = Media geométrica de las lecturas de densidad épfica de una misma muestra

muestra

La pracision del sistema (PS) se define como: PS = 100 - %C.V,

C.V. dei sistama” = 5,313%

Precisién del sistera® = 84.687%

*Los datos utitizados para los célculos se muestran en la tabla 16.

Tabla 16, Datos para el cdiculo de la precision del sistema

L1 L2 X geom s %C.V.
0.560 | 0.581 0.570 0.014 2.602
1.137 1.059 1.088 0.055 5.023
1.208 1.179 1.193 0.020 1.718
0.727 | 0.725 0.726 0.001 0.194
0.441 0.491 0.466 0.035 7.586
0.103 | 0.089 0.096 0.009 10.311
0542 1 0611 0.576 0.048 8.463
0453 | 0.602 0.527 0.105 19.973
0250 | ©.233 0.241 0.012 4.977
0125  0.129 D.127 0.002 2.227
0.490 | 0.538 0.514 0.033 6.603
0775 | 0.796 0.785 0.014 1.880
1.034 1.034 1.034 0.000 0.000
0914 | 0848 0.881 0.046 5.297
0.746 | 0.748 0.747 0.0M 0.189
0.315 | 0.379 0.347 0.045 13.041
0723 | 0682 0.702 0.028 4126
1.052 | 1.013 1.032 0.027 2670
0.969 | D910 0.939 0.041 4.440
0846 | 0.789 0.817

L1: Lactura 1

L2: Lacturs 2 ‘

X gean.; edia gecmiirics
s: Desviacion estindm

WC.V.: % del coeficiente de variacion

y el coeficiente de variacion del método fue calculado con fa formula;

Donde:

%HC. V. = (SeefXer) X 100440y




Sm = Desviacion estandar de las lecturas de densidad dptica de todas las
muestras

*m = Media geométrica de las lecluras de densidad 6ptica de todas las muestras
La precision del método (PM) se define como: PM = 100 - %CV.m

C.V. del método™ = 5.16%
Precisién del método™ = 94.84%

“*Los datas utilizados para los cilculos se muestran en la tabloa 17.

Tabla 17_ Datos para el cilculo de la precisién del método

L1 .2 X geom, s % C.V.
0.560 | 0.581 0.570 0.014 2.602
1.137 | 1.059 1.098 0.055 5.023
1.208 | 1.179 1.1893 0.020 1.718
0.727 | 0.725 0.726 0.001 0.1584
0.441 | 0.491 0.466 0.035 7.586
0.261 | 0.272 0.266 0.007 2.918
0.877 | 0.822 0.849 0.038 4.578
1.126 | 1.095 1.110 0.021 1.973
0.816 | 0.860 0.838 0.031 3.712
0.564 | 0.566 0.565 0.001 0.250
0.327 | 0.263 0.295 0.045 15.340
0.7597 | 0743 0.849 0.038 4.578
1.038 | 1.156 1.097 0.082 7.538
0.669 { 0.557 0.613 0.079 12.910
0.398 | 0.424 0.411 0.018 4473
£.103 | 0.082 0.096 0.009 10.311
0.542 | 0.611 0.576 0.048 8.463
0.453 | 0602 0.527 0.105 19.673
0.250 | 0.233 0.241 0.012 4977
0125 | 0.129 0.127 0.002 2.227
0.257 | 0.165 0.211 0.065 30.830
0.403 | 0.382 0.3g2 0.014 3.783
0.546 | 0.517 0.5631 0.020 3.858
0.345 | 0.344 0.344 0.001 0.205
0.262 | 0.248 0.255 0.009 3.882
0.450 | 0.538 0.514 0.033 6.603
0.775 | 0.796 0.785 0.014 1.880
1.034 | 1.034 1.034 0.000 0.000




r

L1 L2 X geom. s % C.V.

0914 | 0848 0.881 0.046 5.297
0.746 | 0.748 0.747 0.001 0.189
0.315 | 0,379 0.347 0.045 13.041
0.723 | 0682 0.702 0.028 4.126
1.052 | 1.013 1.032 0.027 2.670
0969 | 0.910 0.939 0.041 4.440
0.846 | 0.789 0.817 0.040 4.930
0.800 | 0.897 0.898 0.002 0.236
0.901 | 0.931 0.916 0.021 2.315
1.049 | 1.066 1.057 0.012 1.136
1.045 | 1.058 1.051 0.009 0.874
0.985 | 0.970 0.977 0.010 1.085
0.790 | 0.757 0.773 0.023 3.016
0.851 | 0.843 0.847 0.005 0.667
1.069 | 1.069 1.069 0.000 0.000
1.029 | 1.000 1.041 0.033 3.227
0917 | 0.766 0.841 0.106 12.688

L1 Lactura 1

12 Lactra2

X gaom.: media geamiitrica

= Dusviacion estindar

WC.V.: % del cosficiente de vaniacicn

Es importante mencionar que en general para el caso de losa métodos bioldgicos, se
acepta hasta un 20% de coeficiente de variacidn, aunque es posible estabiecer limites
para cada método en particular “?

€l limite de deteccitn del método (punto de corte/sensibilicad) se calculd como la media de la densidad
6ptica mas dos desviaciones estandar de las lecturas de los poZos que contenian al testigo negativo:®®

X=0.066
$=0.009
X+25=0084
Par lo que el vator de! limite de deteccién del método es = 0.084.

Cada una de las vacunas contra Haemophilus influenzae tipo b producidas por distintos proveedores
(HROC, PRP-D, PRP-OMP, PRP-T® y PRP-T") se prob6 sdla y combinada con la vacuna DTP
producida en e instituto Nacional de Higiene de la Secretaria de Salud para ser inoculada a conejos y
ratones, con et objetivo de comparar la inmunogenicidad de las vacunas combinadas con respecto a la
comespondiente vacuna Hib y DTP sin combinar.

En el estudio de inmunogenicidad de la fraccién Hib participaron 20 conejos hembras de la cepa NZW
de 1.5 a 2 Kg de peso cada uno, de los cuales murio uno, perteneciente al grupe 6, el cual fue vacunado
con la mezcla PRP-OMP+DTP. Este conejo murid una semana antes de ia tercera sangria y se
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desconccen las causas de su muerle. En los conejos restantes no se observaron sintomas de
enfemedad o malestar, ya que su comportamiento y su alimentacion, asi como su aspecto se
observaron eslables durante todo el estudio.

Ademds, se llavaron a cabo las pruebas de polencia para las fracciones diftérica, tetanica ¥ periussis de
cada una de las combinaciones propuestas {excepto la combinacion formada por las vacunas PRE-TY
y DTP del Instituto Nacional de Higiene), tal como se describié eni la seccion 4.2 5.

Para llevar a cabo el estudio de pérdida de la potencia inmunolégica de fa fraccién Hib después de
haber realizado las combinaciones de las vacunas Hib proporcionadas por diversos proveedares, con la
vacuna DTP producida en el Inslitulo Nacional de Higiene y habiendo mantenido las mezclas durante 7
dias a la temperatura de refrigeracion (2-8°C), se formaron cualro grupos de conejos (11 al 14) como se
describié en la seccion 4.2 6.

5.2 EVALUACION DE LA POTENCIA DE LAS VACUNAS Hib ¥ DTP SOLAS Y COMBINADAS

321 TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-PRP (FRACCION Hib) PARA LAS DIFERENTES

COMBINACIONES DE VACUNA Hib+DTP,

En{as tablas 18 ala 22 y en las gréficas 1 a la 10, se muestran las medias geométricas de las lecturas
de densidad optica (2=492 nm) de los sueros comespondientes a cada una de las cuatro sangrias de los
10 grupos dé cunejos formados. En fos grupos 1 al 6 y en el grupo 8, se llavé & cabo la titulacisn da
cuatro sangrias; en el caso de los grupes 7, 8y 10 solo se efectuaron tres sangrias, debido a que no s&
contd con los reactivos suficientes para titular los sueros pertenecientes a Ia tercera sangria.

El punto de corte para esta prueba es de 0.139, ya que la media de las lecturas de densidad optica de
les testigos negativos fue de 0.093, y 1a desviacion estandar fue de 0.020. Por Io tanto, e titulo para cada
una de las sangrias se determiné como 1a Gitima dilucin en la que se presenté una lectura de densidad
Optica superior a §.138, sin considerar las valores de los sueros concentrados, debido a no es posible
tener una zona de equivalencia con la enzima det sustrate entre el antigeno y los anticuerpos en ese
punto a causa de que un exceso de anticuerpos bloquea fa actividad de la enzima. En Ia tabla 23 se
muestran los titulos de cada uno de {os sueros probados.
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TABLA 23. ITULO DE LOS SUEROS DE CONEJO ANTI-PRP PROBADOS POR MEDIO DE LA
TECNICA DE ELISA, CONSIDERANDO COMO PUNTO DE CORTE 0.139.

>1:i000

1 1:100 1:100 1:500
2 >1.1000 >1:1000 >1:1000 1.500
3 1:100 1:100 1:500 110
4 1:500 1:500 >1:1000 1:500
5 >1:1000 >1:1000 >$:1000 1.500
6 >1:1000 >1:1000 >1:1000 1:500
7 >1:1000 >1:1000 >1:1000 —

8 >1:1000 >1:1000 >1:1000 1:500
9 >1:1000 >1:1000 >1:1000 —_

10 >1:1000 >1:1000 1:500 —

---: No se realizé la 4* sangria.
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a)

b)

<)

feTe TESIS WO DEBE
SALK Ei LA bisilGTECA
POTENCIA DE LAS FRACCIONES DIFTERICA, TETANICA Y PERTUSSIS PARA LAS
DIFERENTES COMBINACIONES DE LA VACUNA Hib+DTP.
En la tabla 24 y en |2 grafica 20 se muestran los resultados correspondientes a las pruebas de
potencia de las fracciones diftérica, tetinica y pertussis de cada una de las vacunas combinadas

Hib+DTP probadas. La combinacién PRP-OMP+DTP no se sametis al estudio, debido a que no
se contd con la cantidad necesaria de la vacuna OMP.

Fraccién diftérica.

Se inmunizaron 6 grupos de cobayos por via intradérmica {un grupoc para el patrén de antitoxina
diftérica y los cinco grupos restantes para las combinaciones Hib+DTP y la vacuna DTP sin
combinar), formado cada tno por 5 individuos, para conocer fa patencia de la fraccién diftérica
de las 4 vacunas combinadas y del testigo. Al comparar los resultados de potencia de las
vacunas combinadas de prueba con los del testigo, se observa que el valor de la potencia se
incrementt para las mezclas que incluyeron PRP-HBOC, PRP-D y PRP-T® y 1a potencia se
mantuvo igual en el caso de [a combinacion que inciuyt la vacuna PRP-TY. £ todos los casos
la potencia cumple con la especificacion de la Farmacopea Mexicana, 6* edicion, que es de 2.0
6 mas Ui,

Fraccion tetdnica.

Se inmunizaron 6 grupos de ralones por via subeutinea, formado cada uns por 6 animales
(cinco grupos fueron para las combinaciones de prueba y la vacuna DTP sin combinar, v un
grupo fue para [a serie patrén). La potencia de la fraccibn tetanica de las combinacionas que
incluyeron PRP-D, PRP-T® y PRP-TY disminuyb con respecto al testigo y en la combinacian
que incluyd PRP-HbOC el valor de la potencia no se modificé con respecto al del testigo; sin
embargo, en todos los casos ios valores de potencia cumplen con la especificacion de a

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 6* edicion, que es de no menos de 2.0 & mas
Ul/mt.

Fraccién pertussis.

La potencia de la fraccién pertussis se modificd con respecto al testigo en todas las
combinaciones; ésta sélo disminuyé en la combinacién PRP-HbOC+DTP ¥ en las
combinaciones restantes auments. Es importante hacer notar que la prueba de potencia de
pertussis demuestra una gran variacion, por lo que las diferencias de potencia de las vacunas
de prueba con respecto a las del testigo no pueden ser consideradas comg significativas. En
todos los casos el valor de polencia cumple con la especificacion de fa Farmacopea Mexicana,
€* edicidn, que es de no menos de 5.34 Liliml.
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53

TITULACION DE ANTICUERPOS DE (A FRACCION Hib PARA -EL ESTUDIO DE

DISMINUCION DE LA POTENCIA INMUNOLOGICA DE LA FRACCION Hib DESPU SDE7

DIAS DE REFRIGERACION (2-8°C) PARA LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE
VACUNA Hib+DTP.

En la tabla 25 y en la gréfica 21 se musstran las medias geométricas de las lecturas de
densidad dptica (A=492 nm) de los suercs de los consjos inmunizados para el estudio de
estabilidad de la fraccion Hib de cada una de las combinaciones probadas, después de 7 dias
de haber mantenido las me2clas en refrigeracion. En este estudio intervinieron cuatro grupos de
conejos de |a cepa NZW de 1.5 a 2.0 Kg de peso, los cuales fusron inmunizados con tres dosis
de la combinacién comespondiente a intervalos de dos semanas entre una dosis y la siguiente, y
fueron sangrados por puncion cardiaca dos semanas después de |a 3* inmunizacion. Los
SUBFOS 5e separaron, se conservaron y $e titularon siguiendo la misma metodologia que se
emnpled para determinar la inmunogenicidad de cada una de las combinaciones propuestas y de
las vacunas Hib sin combinar. Cabe mencionar que en este estudio no participo la combinacion
PRP-T®+DTP, debido a que no se conto con la cantidad suficiente de esta vacuna,

El punto de coste para esta prueba es de 0.192, ya que [a media de las lecturas de densidad
éptica de los confroles negativos fue de 0.151, y la desviacitn estandar fue de 0.020. Por o
tanto, ol titulo para cada uno de los grupos se determing como la alima dilucién en la que se
present$ una lectura de densidad éptica superior a 0.192, sin considerar los valores de los
sueros concentrados.

En la tabla 26 se reportan los titulos de cada una de las vacunas combinadas de prueba.
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Tabla 26. TITULO DE LOS SUEROS DE CONEJO ANTI-PRP OBTENIDOS DE LOS CONEJOS
INMUNIZADOS PARA EL ESTUDIO DE DISMINUCION DE LA POTENCIA INMUNOLOGICA DE
LA FRACCION Hib DESPUES DE 7 DIAS DE REFRIGERACION (2-8°C) PARA LAS
DIFERENTES COMBINACIONES DE VACURNA Hib+DTP, CONSIDRANDO COMO PUNTO DE
CORTE 0.192.

12 >1:1000
13 >1:1000
14 >1:1000




6. DISCUSION

6.1 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA,

Antes de iniciar 1a evaluacién de fa potencia de cada una de las vacunas sélas y combinadas
propuestas, fue necesario estandarizar las condiciones de Ia técnica de ELISA, ya que en la actualidad
no existen equipos comerciales destinados a la titulacién especifica de anticuerpos anti-PRP obtenidos
€n conejos da ta cepa NZW, ni de anticuemos anti-PRP obtenidos an fatones de la cepa NIH y no se
cuenta con un método oficial al respecto,

El esquema de inmunizacion propuesto para los conejos resulté ser adecuado, tal como lo ha sido en
atros laboratorios, bajo las mismas condiciones; sin embango, ninguno de los dos esquemas probados
en ratones funciond, debido a que la cepa utilizada no es adecuada,

tas concentraciones seleccionadas para los antigenos y el conjugado demostraron producir ia menor
cantidad de lecturas con valores inespecificos {fondo) con respecto a todas las concentraciones
probadas, ademds de resultados altarnente reproducibles.

La precisién del sistema, que aos indica el emor del método no relacionado con el manejo de las
muestras o a la preparacion de las mismas, sino con los instrumentos o aparatos utilizados, nos refleja
que el sistema es preciso en el 84.67% de las pruebas realizadas bajo el mismo; es decir que existe una
variacion del 5.32%, fo que resulia satisfactorio, debida a Ja alta variabilidad que presentan las métodos
biolégicos en general,

La precision del métado, 1a cual se evalia con la finalidad de conocer si éste es adecuada para el rango

de {os ensayos, resultd ser del 94.83%, [o cual es muy adecuado para pruebas basadas en sistemas
biologicos.

El limite de deteccitin (punto de Carte/sensibilidad) obtenido fue de 0.084, lo que indica que el método es
sensible a valores de densilad éptica iguales o superiores a 0.084.

La exactitud del método no fue calculada, debido a que par el momento no existe un estdndar

internacionat o nacional para sueros anti-PRP obtenidos er conejo, con el que se puedan comparar los
resultados oblenidos,



6.2 EVALUACION DE LA POTENCIA DE LA FRACCION Hib DE LAS VACUNAS Hib Y DTP SOLAS Y
COMBINADAS.

— e L

Se llevo a cabo un andlisis de varianza multifactorial, de acuerdo al siguiente modelo de efeclos fijos:
y= I-L+Si+G]+Ck'|‘ SG;+ SC;"‘GCF"'SGC**'EW

S Efecto de las sangrias.

G;: Efecto de los grupos.

Cy Efecto de tas concentraciones.

SG;:  Efecto de las sangrias y de los grupos.

SCu«  Efecto de las sangrias y de las concentraciones.

GCu:  Efscto de los grupos y de las concentraciones.

SGCy: Efecto de las sangtias, de los grupos y de las concentraciones,
Em: Error

Este modelo de interaccion ofrece 1a evaluacion de los factores por separado (efectos principales), asi
como de las posibles ineracciones en el mismo.

Los valores calculados se presentan en [a tabla 27

ar



Tabla 27. Anilisis de varianza de los resultados de la titulacién de a fraccién Hib de los sueros

:x'ﬁiod)os de los conejos inmunizados con las vacunas Hib sélas y combinadas con DTP {grupos
al 10).

0.934 0.467
5.057 0.561 0.005 1.88
19.284 4.821 0.071 265
18 1938.309 107.683 1.011 1.62
8 1162.181 145272 1.027
36 2433537 67.598 0.634
72 10180.125 141.390 1.327
450 47923.126 106.495
599 47763.144 79.738

FV:  Fuente de variacion.

GL: Grados de libertad.

8C:  Suma de cuadrados.

CM:.  Cuadrado medio.

Feac:  F calculada.

Fem: F critica (de tablas) (x=95% para una F de una sola cola).
8; Efecto de las sangrias.

Gy Efecto de log grupos.

Cy Efecto de las concentraciones,

SGy:  Efecto de las sangrias y de fos grupos.

SCuw  Efecto de Jas sangrias y de las concentraciones.
GCy:  Efecto de los grupos y de tas concentraciones.

SGCy: Efecto de las sangrias, de los grupos y de las concentraciones.
Egy:  Emor

De acuerdo con los cdlculos efectuados en et anslisis de varianza a un nivel de confianza del 95%, no
existen diferencias de inmunogenicicad entre las vacunas recibidas por cada uno de los grupos; sin
embargo, existe una interaccion entre las diferentes sangrias, los 10 grupos y las cinco concentraciones

probadas para cada uno de los sueros, lo cual no tiene interpretacion valida dado que ningdn efecto
principal es significative.

Sin embargo, en base a los resultados expresados en la tabla 23, pueden observarse los siguientes
puntos:

a} Grupo 1 (HBOC) vs grupo 2 (HbOC+DTP).
Et grupa 2 mantuvo durante las 3 primeras sangrias un titulo >1:1000 y sblc hasta la 4* sangria
éste decrecid a 1:500, a diferencia del grupc 1, el cual sélo obtuvo para la 1* sangria un titulo
superior a 1:1000, que posterioomente cayé a 1:100 y se recuperd para la 4% sangria al llegar a




b)

c)

1:500. Lo anterior demuestra que en el caso de la vacuna HbOC la inmunogenicidad de 1a
fraccion Hib se ve favorecida al realizar Ia combinacion Hip+DTP, lo que contradice los
resultados obtenidos en un estudio realizado por Shinefield y cols ® en ef que se demostrd que

los niveles de anticuerpas para PRP fueron significativamente mayores en los nifios que
recibieron la vacuna combinada.

La vacuna combinada HbOC+DTP tiene mayor capacidad para mantener fitulos més estables
alo largo del tiempo que |a vacuna sin combinar.

Enlas graficas 1, 2, 3y 4 se observa que en general las lecturas de densidad éptica del grupo 2
en las cuatro sangrias fueron mayores a las del grupo 1 y esta diferencia de valores fue mas
evidente en las concentraciones intermedias de los sueros, es decir, en 1:10, 1:100 y 1:500.

Grupo 3 (PRP-D} vs grupo 4 (PRP-D+DTP),

A lo largo de las 4 sangrias el grupo 4 demostro tener titulos superiores a los del grupo 3, lo cual
demuestra que la combinacion de las vacunas Hib+DTP favorece la inmunogenicidad de la
fraccidn Hib.

En fas gréficas 5, 6, 7 y 8 se observa que las lecturas de densidad optica del grupo 4 fusron
mayores a [as del grupo 2, excepto en el caso def suero concentrado de la 1* sangria (gréfica 5)
y que las diferencias de densidad Sptica fueran mas evidentes en las diluciones 1:10y 1:100 en
todos los casos.

Grupo 5 (PFRP-OMP) vs grupo 6 (PRP-OMP+DTP).

En este caso ambas vacunas resultaron ser igualmente inmunogeénicas, ya que para el casa do
cada una de las sangrias se obtuvs el mismo titulo para la vacuna combinada y sin combinar.
Ambas vacunas son capaces de mantener aflos titulos a lo largo del tiempo, lo que hace a
ambos tipos de vacunas muy recomendables Y convenientes para su aplicacion niinaria.

Lo anterior coincide exactamente con lo establecido por Ahonkhai y cols.™, quien comparng la
inmunogenicidad de las vacunas PRP-OMP combinadas y sin combinar con DTR, y concluys
que no existieron variaciones entre [os titulos medios geométricos de la fraccion PRP da los dos
grupos,

Las mayores lecluras de dansidad optica correspondiercn al grupo § para las primeras dos
sangrias, y al grupo 6 para ja 3* y 4 sangria, segln es posible observarig en las grificas 9, 10,
11y 12,

Grupe 7 (PRP-T) vs grupo 8 (PRP-T®4DTP).

Al comparar los resultados de las 3 primeras sangiias, puede observarse que al igual que en e
caso de los grupos 5 y B, ambas vacunas son igualmente inmunogénicas y son capaces de
mantener buenos titulos a lo largo del tiempo,

En la primera sangria, los mayores valores de densidad éptica comesponden al grupo 7, tal
como se ahserva en la grifica 13; sin embargo, en las grificas 14 y 15 se observa que los
mayares valores de densidad dptica los presents el grupo 8 y {as diferencias de lectura entre un
grupo y otro fueron mas notorias en las sangrias 2 y 3. Esto refleja que la vacuna combinada es
capaz de mantener un mejor titulo de anticuerpos a lo lango del tiempo que ia vacuna sin




cambinar.
e) Grupo 9 (PRP-T™} vs grupo 10 (PRP-T®+DTP),

Como se observa en la tabla 23, para el caso de lzs 2 primeras sangrias, ambas vacunas son
igualmente inmunogénicas; sin embargo, para la 3* sangria, la combinacion Hib+DTP parece
inferfereir con la inmunogenicidad de la fraccion Hib, ya que el titulo disminuye y esto no ocurre
en el caso de la vacuna sin combinar, es decir, que fa vacuna sin combinar tiene una mayor
capacidad para mantener los titulos en un nivel deseable. Los resultados obtenidos confirman
los resultados amojados de un estudio realizado en Chile por Fereccio y cols. ™, en el cual se
encontrd que al administrar simultaneamente las vacunas PRP-T y DTP por separado o en una
misma jefinga, la inmunogenicidad del PRP-T se ve disminuida, En contraste con lo anterior, en
estudios realizados en Canadd™” y en Nueva Orleans™ y en el Reino Unido™, en los que se
administraron las vacunas PRP-T y DTP combinadas Y por separado, no se observaron
diferencias en [a polencia del PRP.

En la grafica 17, referente a la 1* sangria de los grupos 9 v 10, es posible observar que las
lecturas de densidad éptica fueron mayores para los sueros del grupo 9, contrariamente a lo

que ocummi6 en la 2* sangria, y en la tercera sangria el comporiamiento de las lecturas fue similar
al de la 1* sangria.

Las diferencias encontradas en todos los casos se deben a la influencia del factor tiempo sobre los
factores restantes mencionados para el analisis de vananza, lo que indica finalmente que el uso de

erentes inmunogenos y concentraciones de éstos no modifica fa respuesta inmune a un tiempo
definido.

De acuerdo con lo anterior, es posible concluir que an general resulta muy favorable para la
inmunagenicidad de fa fraccion Hib el combinar ambas vacunas, y que la inmunogenicidad de las
vacunas PRP-T® y PRP-T® es muy similar.

Al comparar los valores de lactura de la densidad optica de las vacunas PRP-T, se observa que la
vacuna PRP-T® exhibié en general los valores mas afios de densidad Gptica, es decir que indujo la
forracién de las mayores concentraciones de anticuerpos en comparacion con las vacunas restantes,

bajo las condiciones de prueba de este trabajo {modelo animal, esguema de inmunizacién y método
analitico).

6.3 EVALUACION DE LA POTENCIA DE LAS FRACCIONES DIFTERICA, TETANICA Y PERTUSSIS
DE [ AS VACUNAS Hib Y DTP SOLAS Y COMBINADAS.

Como pueds observarse en la tabla 24, ninguna de las combinaciones probadas modifica la
inmunogenicidad de la fraccion difiérica de una manera desfavorable, ya que en todos los casos el
resultado de la potencia cumple con lo especificado en la Farmacopea Nacional vigente; sin embargo,
en un estucko previo llevada a cabo por Clemens y cols.” se demostrd Gue al combinar la vacuna
PRP-T con la vacuna friple DTP se exhibieron titulos kigeramente menocres para los anticuerpos anti-
toxcide diftérico después de la 28 y 3" dosis, un estudio reafizado por Scheifelle y cols.*” que la
administracién de las vacunas PRP-D y DTP combinadas produce anticuerpos anti-toxoide diftérico
significativamente mencres que la administracién de estas vacunas por separade. Los estudios de
Miller y cols. 7%, Scheifelle y cals.® y Beggy cols & demastraron que la administracién de las vacunas
combinadas PRP-T+DTP, 0 HEOC+DTP no afects |a potencia de la fraccion diftérica.

Con respecto a la potencia de la fraccin tetanica, en el caso de las vacunas PRP-D4+DTP, PRP-
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T®+DTP y PRP-T®DTP se observa que ésta disminuys ligeramente en relacién con la del testigo, a
pesar de que en el estudio de Clemens y cols.”® no se detectaron diferencias significativas entre los
titulos de anticuerpos anti-toxoide tetanica de grupos gue recibieron las vacunas Hib y DTP combinadas
¥y por separado. Segin Miller y cols.®" y Scheifelle y cols.®? ia administracién de las vacunas
combinadas PRP-T+DTP, 0 HbOC+DTP no modifica ia potencia de la fraccién tetanica y Begg y cols,®?
concluyd que los titulos de anticuerpos anti-loxina tetdnica se incrementan significativamente al
administrar en la misma jeringa las vacunas HbOC o PRP-T con DTP.

En todos os grupos participantes en este trabajp, el valer de la potencia anti-toxoide tetanico cumple
con la especificacion de la Farmacopea Nacional.

La potencia de la fraccion pertussis sdlo disminuyG en relacion con la del testigo, al probar la
combinacién HbOC+DTP. Esto contrasta con los resultados obtenidos or Clemens y cols.® ya que &l
demostrd que la administracion concurrente de la vacuna PRP-T can DTP, ya sea en la misma jeringa,
o en diferentes sitios, interfiere con la respuesta ant-pertussis en las series primarias de las
inmunizaciones; contrariamente a las conclusiones de Clemens, los estudios Miller y cols.®. Scheifelle
y cols.™ y Bagg y cols.®™ demostraron que fa administracion de las vacunas PRP-T y HbOC
combinadas con DTP no afectan {a inmunogenicidad de pertussis. Por todo io anterior, es importante
considerar que fa prueba para la determinacién de la potencia anti-pertussis ofrece una amplia
variacion, y por lo tanto el dato importante es que la potencia cumpla con fa especificacion minima
establacida en fa Famacopea Nacional,

En la grifica 20 se exponen los resultados de potencia para todos los componentes de la vacuna DTP
con relacion a una vacuna tesligo, y aqui s posible abservar que para las fracciones diftérica y tetinica
las combinaciones OTP+HbOC, DTP+PRP-D y DTP+PRP-T® se comportan de una manera muy
semejante entre si, es decir que favorecen la inmunogenicidad de la fraccion diftérica y mantienen a un
buen nivel [a de la fraccidn tetdnica; |a potencia de la fraccién pertussis se vio notablemente mejarada
en la combinacién DTP+PRP.T® y la combinacién que tuvo una menar influencia sobre os resuftados
de patencia de [as fracciones diftérica, tetdnica y pertussis fue la PRP-TP+DTP,

De acuerdo con fo anferior, se establece que las combinaciones mds recomendables con respecto a la
inmunogenicidad de las fracciones DTP son: PRP-T®+DTP, PRP-D+DTP y HbOC+DTP, aungue en
realidad la combinacion PRP-T® no afecta de manera importante a dichas fracciones.

6.4 EVALUACION DE LA DISMINUCION DE LA POTENGIA INMUNCLOGICA DE LA FRACCION Hib
el S Lt S IV YT DIE LA POTENGIA INMUNOLOGICA DE LA FRACCION Hib

DE LAS VACUNAS Hib+DTP A TEMPERATURA DE REFRIGERACION (2-8°C) DESPUES DE 7
DIAS DE HABER REALIZADO LAS MEZCLAS,

Se llev a cabo yn andlisis de varianza de un criterio de clasificacién con un nivel de confianza del 95%,
para comparar las lecturas de densidad 6ptica obtenidas de cada uno de los sueros de los conejos
inmunizados con fas combinaciones de prueba que se sometieron a la temperatura de refrigeracion (2-
8°C), con Ia finalidad de determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre estos
grupos de datos.

Los valores calculados se presentan en a tabla 28.
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Tabla 28. Anilisis de varianza de los resultados del estudio de

disminucién de la potencia
inmunoldgica de la fraccién Hib de las vacunas combinadas

y mantenidas en refrigeracién (2-
8°C) 7 dias despuds de su mezcla (grupos 11, 13 y 14), _
2.69001 134501 0.089 368
4 2.12570 053143 0.035 3.06
8 208.42645 26.05331
15 -2243822 | -14.95881
29 -252.0129 -8,69010

FV:  Fuente de variacion,

GL:  Grados de iibertag.

5C.  Suma de cuadrados.

CM:  Cuadrado medio.

Fewc:  F cailculada.

Ferm.: F de tablas (u=95% para una f de una sola cola).
Gi Efecto de fos grupos.

Cy Efecta de las concentraciones.

GCy  Efecto de de los grupos y de las concentraciones.
El(im: Error

No se observaron diferencias estadisticaments significativas entre las distintas combinaciones
administradas a los grupos participantes, lo cual refleja que la fraccion Hib de las 4 vacunas probadas

es igualmente potente 7 dias después de haber mantenido las mezclas respectivas en refrigeraciénn (2-
8°C).

Todas las combinaciones probadas arrojaron titulos attos, que no difieren en general de los obtenidos

para los sueros de los grupos 2, 4, 6 y 8, lo que indica Que el mezclar las vacunas Hib y DTP y
manteneralas posteriormente en refrigeracion durante 7 dias no afecta sus propiedades inmunogénicas.

92




7.1

7.2

73

74

75

76

77

CONCLUSIONES

Se observé que existe una tendencia referente a un incremento de la inmunogenicidad contra
Haemophilus influenzae tipo b al combinar las vacunas Hib con la vacuna DTP, con respecio a -
la vacuna Hib sin combinar.

Después de la aplicacion de los esquemas de inmunizacion compietos a modelos animales, las
combinaciones mds inmunogénicas resultaron ser aquéllas que incluyen et PRP-T, seguidas
por las de PRP-OMP.

La potencia de cada uno de ios componentes (PRP, difteria, tétanos y pertussis) no se vio
afectada de manera significativa después del proceso de combinacion,

La inmunogenicidad de la fraccién Hib de las mezclas no se vio alectada después de haberas
mantenido durante 7 dias a la temperatura de refrigeracion (2-8°C), lo que refieja que el PRP es
establa en esas condiciones, y esto facilita que las vacunas puedan combinarse y mantenerse
en refrigeracién hasta por una semana, en caso de que no sea posible administraras
inmediatamente después de que las vacunas Hib y DTP han sido combinadas.

La administracion simultdnea de ias vacunas Hib y DT en conejos demostro ser adecuada, ya
que los titulos de anticuerpos o potencia de cada Lno de los inmundgenacs invalucrados no se
vieron afectadoas, e incluso en algunos casos se incrementaron ¥ la potencia de la fraccidn Hib a
temperatura de refrigeracion (2-8°C) después de 7 dias de haber efectuado las combinaciones,
demostrd ser aceptable.

Los resultadas obtenidos constituyen un punto de partida para iniciar la seleceion de la mejor
combinacién Hib+DTP, sin embargo, es importante recalear que e} criterio final para la seleccion
de la mejor combinacion Hib/DTP depende de los estudios clinicos que se lleven & cabo en la
poblacion mexicana, lo cual esla fuera del alcance de este trabajo.

La cepa de ratanes NIH demostro no ser adecuada para llevar a cabo estudios parala ttulacién
de la fraccién Hib de las vacunas Hib+DTP combinadas.

23




8. APENDICE

8.1

PREFARACION DE SOLUCIONES.

811

Regulador de carbonalos pH=9.240.1

Carbonato de sodio (Na;CO,) 109
Bicarbonalo de sodio {NaHCDs) 2.8 g (pH=10.3)
Agua destilada €.b.p. 1000.0 ml

Disolver todos los ingredientes y mezclardos hasta obtener una solucién
homogénea.

NOTA: Esta solucitn debe prepararse justo en el momento de Su uso.

8.1.2  Solucidn del antigenc

8) Antigeno de PRP-T a una concentracion de 10 mg/ml.

Cada vial de Ia vacuna PRP-T® se reconstituyd con 0.5 mi del disolvente para
ésta + 0.5 ml del regulador de carbonatos, para obtener una concentracién de
100 mg/mk; posteriormente se prepararon con regulador de carbonatos las
siguientes diluciones seriadas: 1:2 (50 mg/ml y 1:5 (10 mgémi).

b) Antigeno de PRP-CRMq; 8 Una concentracion de § mg/mil.
Cada vial de {a vacuna HbOC se reconstituyé con 0.5 mi de salucidn reguladora
de carbonatos (10 mg/ml} y se prepand una dilucién 1:2 (5 mgimi).

NOTA: El anligenc PRP-T® se utiiizo para titular los sueros provenientes de
todos los conejos, excepto de aquéllos inmunizades con las vacunas PRP-T® o
PRP-T® sélas o combinadas; para la titulacién de los suercs de los conejos
inmunizados con las vacunas PRP-T® o PRP-T™ sglas o combinadas, se
utilizé como antigeno HBOC,

813 Solucion reguladora de fosfatos (PRS 10X) pH=7 40,1

Cleruro de sodio (NaCh 870g

Fosfato dibasico de sodio

(Na;HPOy) 11.0g

Fosfato monobésico de sodio 35¢g
(NaH;PO4.H;0) pH=5.8

Agua destilada ch.p. 1000.0 mi

Disolver todos los ingredientes y mezclarlos hasta obtener una solucién
homogénea.

8.1.4 Solucién reguladora de fosfatos (PBS 1X) pH=7.440.1

PBS 10X 100.0 m|
Agua destilada 900.0 mi

Disolver todes los ingredientes y mezclarlos hasta obtener una solucion
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817

7.1.10

Disolver todos los ingredienies y mezclaios hasta obtener una solucion
homogénea.

Solucion reguladora de blogueo (PBS-leche al 1%)

Solucién de PBS 1X 100 mi

Leche descremada 10g

Disolver todos los ingredientes y mezclarios hasta obtener una solucion
homogénea,

Solucion de lavado (PBS-Tween al 0.05%)

Tween 20 0.5ml

PBS 1X 1000.0 m|
Mezclar los componentes hasta obtener una solucién homogénea.

Selucién reguladora de citratos pH=5.6+0.1

Citrato de sodio

(C5H5N3307) 29 q

Acido citrico

(CsHO7) 04 g

Agua destilada c.b.p. 100 mi

Gisolver todos los ingredientes y mezclarios hasta obtener una solucién
homogénea.

Solucidn del conjugado 1gG de cabra a-inmunoglobulinas de conejo acopladas a
peroxidasa 1:2000.

Con solucién reguladora de carbonatos se prepararon las siguientes diluciones
seriadas dei conjugado: 1:10, 1:100, 1:100 y 1:2000,

Solucién del sustrato de la enzima.

Regulador de citratros 6.0ml

O-fenilendiamina

(CeHgN2) 50mg

*Perdxide de hidrageno

al 30% (H,04) 250ml

* Se adiciona justo en el momento de utifizar a solucion.
Solucién de Acido Sulfirico 8N.

Acido sulfurico (H;S0,

pureza=96%) 229 mi

Agua destilada c.b.p. 100 ml.

Preparar la solucion en un matraz volumétrico de 100 m).
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8.1.11 Solucion 0.15M de Cloruro de sodio.

Cloruro de sodie (NaCl) 876g

Agua destilada c.b.p. 1000.0 mi
8.1,12 Regulador de Glenny pH=840.1

Borato de sodio

(Na28401) 3169

Acido borico

{HzBO3) 4669

Cloruro de sodio

{NaCi) 5509

Agua destilada c.b.p. 2000.0 ml

8.1.13 Maedio de Bordet Gengou

1. Lavary pelar 190.0 g de papas de buena calidad y cortarias en tiras.
2. Hervir fas papas en 1500.0 mi de agua.

3. Filtrar el fluido a través de una gasa.

4. Preparar la mezcla siguiente:

Filtrado de papa 1000.0 mi
Glicerol 15.0mi
Cloruro de sodio 997g
Proteasa-peptona 1509
Agar 15049
Ajustar el pH final a 7.0,

Después de esterilizar, agregar sangre de camero o de conejo para
tener una concentracién final del 15 al 20% viv.®®

8.1.13 Solucion isotonica al 1% de aminoacidos de caseina.

Aminoacidos de caseina 504
Cloruro de sodio 425¢g
Agua destilada c.b.p. 500.0 ml

Ajustar ! pH final 2 7.2%
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