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ABREVIATURAS

bOPV- Vacuna Antipoliomielitica Oral bivalente.

tOPV- Vacuna Antipoliomielitica Oral trivalente.

OMS- Organizacion Mundial de la Salud.

ARN- Acido Ribonucleico.

IPV- Vacuna Inactivada de Poliovirus.

OPV- Vacuna Oral de Poliovirus.

VAPP- Vaccine-associated paralytic poliomielitis.

VDPV- Vaccine-derived polioviruses.

WPV- Wild poliovirus.

GPEI- Global Polio Eradication Iniciative.

AACPE- Comité Asesor para la Erradicacion de la Palio.

mOPV- Vacunas Antipoliomieliticas orales Monovalentes
mOPV1- Vacunas Antipoliomieliticas orales Monovalentes tipo 1.
mOPV2- Vacunas Antipoliomieliticas orales Monovalentes tipo 2.
mOPV3- Vacunas Antipoliomieliticas orales Monovalentes tipo 3.
INV- Instituto Nacional de Virologia.

COFEPRIS- Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios.

BPF- Buenas Practicas de Fabricacion.



NOM-059- Norma Oficial Mexicana 059.

BCT- Banco Celular de Trabajo.

SV- Semilla viral.

SVT- Semilla Viral de Trabajo.

SVM- Semillas Virales Maestras.

SNC- Sistema Nervioso Central.

RT-PCR- Reverse transcriptase-polymerase chain reaction.

ELISA- Enzyme linked immunosorbent assay.



INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) describe a la poliomielitis como una
enfermedad altamente infecciosa, causada por un grupo de virus llamados “enterovirus
humanos” caracterizada por la afectacion principal de las neuronas de la médula
espinal, que se manifiesta con pardlisis flacida asimétrica y puede llegar a causar una
pardlisis flacida total en cuestion de horas, dejando secuelas de por vida. El poliovirus
es un virus, de la familia Picornaviridae y del género Enterovirus, del cual se conocen
tres serotipos: tipo 1 (Brunilda), que se aisla con mayor frecuencia en los casos
paraliticos; tipo 2 (Lansing) y tipo 3 (Ledn). Los tres serotipos tienen diferentes
proteinas de capside y comparten la mayoria de las propiedades bioquimicas y
biofisicas con otros enterovirus. Son estables a pH 4cido (3.0— 5.0) durante 1 a 3 horas
y resistentes a la inactivacién, por la mayoria de los detergentes y desinfectantes
comunes, incluyendo jabones, detergentes no iénicos y solventes de lipidos como el
etanol, éter y cloroformo. Los poliovirus se inactivan rapidamente por tratamiento con
0.3% de formaldehido o 0.5% ppm de cloro residual libre, por desecacion, baja
humedad, o por la exposicién a la luz ultravioleta. La infectividad viral es estable por
meses a +4°C y por dias a +30°C. Los poliovirus se inactivan a 55°C, sin embargo el

cloruro de magnesio estabiliza su infectividad (Plotkin, 2011).

El genoma viral, es una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva, de
aproximadamente 7500 nucleétidos de largo. El poliovirus tiene un didmetro de 25 a 30
nm, tiene una cubierta externa o capside compuesta por 60 protomeros cada uno
formado de 4 proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP4 organizadas en simetria
icosaédrica. Las cuatro proteinas virales estan formadas por 8 cadenas de proteina

dispuestos en hojas  formando un barril . Debido al re-arreglo de diversas proteinas,
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se forman bucles o “loops”, los cuales funcionan como sitios antigénicos (Racaniello,

2006) (Plotkin, 2011).

La inmunidad para un serotipo no produce inmunidad para los otros dos (Mosquera et

al., 2014).

PATOGENESIS

La poliomielitis es una enfermedad que, en la mayoria de los casos, 95%, cursa
de manera asintomética, siendo llamada en este modo poliomielitis abortiva, pero que
en el 1% de los casos causa paralisis flacida aguda, en este caso nos encontrariamos
frente a una poliomielitis paralitica. El resto de pacientes, 4%, cursaria con una
poliomielitis no paralitica cuyos sintomas mas notorios son la fiebre los mareos y las
nauseas. Una vez que se supera la enfermedad, muchos de los pacientes desarrollan
muchos afios después el llamado sindrome post-polio, una forma de la enfermedad no
tan conocida y que actualmente estan sufriendo muchos pacientes. Los humanos son
los Unicos huéspedes naturales conocidos de poliovirus. Algunas especies pueden
infectarse de forma experimental tales como chimpancés y monos del viejo mundo como
Rhesus, Cynomolgus y monos verde africanos. Los resultados de experimentos con
ratones sugieren que la resistencia de otras especies a la infeccién por poliovirus se
debe a la ausencia de un receptor celular (Holland et al., 1959). La sintesis de CD155
en células L de ratén o en ratones transgénicos confieren susceptibilidad a la infeccién

(Koike et al., 1991).

Los poliovirus se adhieren y entran a las células mediante un receptor especifico

(PVR, poliovirus receptor). El receptor celular para los tres serotipos de poliovirus es la
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glicoproteina CD155, la cual forma parte de la superfamilia de proteinas de la
inmunoglobulinaCD155, (Mendelsohn et al., 1989) esta compuesta de tres dominios
extracelulares: un dominio de tipo V, al cual se une poliovirus y dos dominios de tipo C2.
La interaccion de poliovirus con el dominio de tipo V de CD155 conlleva a un cambio
conformacional de la particula viral y la liberacién del RNA genémico hacia el
citoplasma, en donde el RNA viral se traduce y da inicio la produccion de nuevos

viriones infecciosos (Mueller et al., 2005), (Racaniello, V.R., 2006).

Las células epiteliales humanas producen niveles altos de glicoproteina CD155, lo que
sugiere que dichas células podrian ser los primeros sitios de replicacion de poliovirus
(Racaniello, V.L., 2006). En los humanos, la glicoproteina CD155 se detect6 en el
epitelio intestinal, células M de las placas de Preyer y en los centros germinales de las

placas de Preyer (Iwasaki et al., 2002).

El poliovirus entra a la orofaringe y se multiplica en las amigdalas, nédulos linfaticos del
cuello y subsecuentemente en las placas de Preyer y mucosa intestinal. El periodo de
incubacion se establece desde 2 dias hasta 35. Posteriormente de 3 a 5 dias, el virus es
excretado en heces durante varias semanas (4 a 6 semanas en personas
inmunocompetentes y menos de 3 afios en personas inmunodeficientes) y en saliva por
1 a 2 semanas; este periodo puede presentarse asintomatico o con sintomas de
viremia leve o benigna. Pueden presentarse episodios de gastroenteritis autolimitante,
infecciones del tracto respiratorio 0 malestar general. La viremia puede desaparecer
debido a la aparicion de anticuerpos o propagarse al sistema nervioso central (SNC) a

través del torrente sanguineo.

Inicialmente el virus causa destruccion debido a su naturaleza citopatica. Se presenta un
dafio extenso en las células del asta anterior de la médula espinal lo que causa la

paralisis de las extremidades. El virus puede propagarse a las células del asta posterior,
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neuronas motoras del talamo e hipotadlamo. La poliomielitis bulbar afecta al tronco
cerebral lo cual es fatal. También puede ocurrir la muerte cuando se presenta la
pardlisis respiratoria. La atrofia muscular generalizada da lugar a la paralisis flacida. El
sindrome post-polio se presenta por el deterioro progresivo de los musculos debido a

gue se atrofian las neuronas motoras (Plotkin, 2011).

MODOS DE TRANSMISION

La poliomielitis se transmite de un paciente o portador asintomatico a través de la
via oral-fecal. La replicacion del virus ocurre y se limita al tracto alimenticio u orofaringe.
Su periodo de incubacion es de 7 a 14 dias, (intervalo de 4-35 dias) y el periodo de
contagio es de 7 a 10 dias antes del inicio de los sintomas, excretadndose por via fecal

hasta 8 semanas después de la aparicion de sintomas.

La propagacion se da de manera muy rapida en areas con falta de saneamiento,
especialmente entre la poblacion no inmune, sobre todo en los meses de verano de las

regiones calidas y tropicales.

No existe un tratamiento especifico, pero es prevenible a través de la vacunacion

(Mosquera, et al., 2014).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El método de diagnostico actual es la deteccion de poliovirus por reaccion en
cadena de la polimerasa PCR (polymerase chain reaction), el virus se aisla de muestras
de heces, exudado faringeo y liquido cefalorraquideo. Idealmente, se deben colectar 2
muestras de heces en un intervalo de 24 horas, dentro de las 2 primeras semanas, para

incrementar la probabilidad de aislar el virus. La presencia del virus en la orofaringe
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usualmente se da en la fase temprana de la infeccion; el virus rara vez se puede aislar
del liquido cefalorraquideo en los casos de meningitis aséptica (World Health

Organization, 2004).

CULTIVOS CELULARES

Inicialmente el virus se cultivé en lineas celulares de monos Rhesus y
Cyanomolgus. En la actualidad, se utilizan diversas lineas celulares como las lineas
celulares humanas de amnios y de embrién. La OMS recomienda utilizar dos lineas
celulares para el aislamiento de poliovirus a partir de muestras de heces: la linea celular
RD, la cual proviene de un rabdomiosarcoma humano y la linea celular L20B, derivada
de una linea celular L de raton manipulada genéticamente para expresar el receptor
humano de poliovirus. Las células RD son altamente sensibles a la infeccién por
poliovirus y favorecen la produccion de titulos altos de poliovirus en cultivo. Las células
RD permiten la replicacion de otros enterovirus humanos excepto virus Coxsackie B.
Las células L20B permiten la replicacion de poliovirus, pero al igual que sus
progenitoras, las células L de raton, son resistentes a la infeccion por la mayoria de los
enterovirus que no son polio; por lo que las células L20B se utilizan para el cultivo

selectivo de poliovirus (World Health Organization, 2004).

La replicacidn del virus se determina por el efecto citopatico que éste produce en las

lineas celulares, lo cual ocurre dentro de los 7 dias post-inoculacion.

El poliovirus aislado se identifica mediante un ensayo de neutralizacion, utilizando
antisueros especificos de cada serotipo. Los poliovirus también pueden identificarse por
RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) utilizando iniciadores

especificos para grupo, serotipo y cepa.
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La diferenciacion intratipica de los poliovirus aislados se realiza para verificar si el virus
aislado es una cepa silvestre o derivada de la vacuna, y se realiza utilizando un método
antigénico y un método molecular. Las técnicas se basan en el fundamento de un
ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA, enzyme linked immunosorbent

assay) y en técnicas de hibridacion (World Health Organization, 2004).

SEROLOGIA

Para la confirmacién de una infeccién se debe observar un incremento de cuatro
veces el titulo de anticuerpos. Los anticuerpos neutralizantes aparecen casi desde el

inicio de la enfermedad y persisten para toda la vida (World Health Organization, 2004).

METODOS MOLECULARES

La secuenciacion genética de los virus es esencial para determinar su origen y
su modo de transmisién en caso de un brote, o bien para conocer si se trata de una
cepa re circulante o importada y detener su transmisién (World Health Organization,

2004).

ANTECEDENTES

Historiadores han encontrado vestigios, que demuestran la existencia de la
poliomielitis desde tiempos antiguos. Existen evidencias de que se trata de una
enfermedad muy antigua, fue conocida por los egipcios. En una estela de la XVIII
dinastia (1580-1350 a C.) se observa un posible caso de poliomielitis (Carlsberg
Glyptotek, de Copenhague), ya que se muestra a un joven sacerdote egipcio, cuya

pierna derecha es mas corta y delgada que la izquierda y cuyo pie apunta hacia abajo,
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en la forma caracteristica de la Polio (pie equino). 1600 afios a C., en unos bajos
relieves descubiertos en la pirAmide de Zakkar se destacan, esculpidos claramente en
piedra, jévenes con secuelas de la enfermedad. Siptha, el séptimo faraén De la XIX
Dinastia (1194-1118 a C.), tuvo dificultades para suceder a Setthy Il por dos razones:
porque era un nifio y porque tenia una pierna inutilizada a causa de la poliomielitis

(Borrego & Bosch, 2017).

En el renacimiento, las paralisis resultantes de la poliomielitis se encuentran
representadas en la procesion de los lisiados de la pintura de Hyeronimius Bosch

(Gonzalez-Rubio, 2018).

Desde el punto de vista epidemiolégico, la historia de la poliomielitis se divide en tres
fases: 1) endémica, desde la Antigliedad hasta el siglo XIX, con actividad clinica
esporadica; 2) epidémica, desde mediados del siglo XIX hasta los afios cincuenta del
siglo pasado, con brotes de creciente magnitud y extension geografica y 3) fase de
control epidemioldgico con los programas de inmunizacion masiva (Mosquera et al.,

2014).

HISTORIA

En 1789 en la segunda edicién de A Tratise on diseases of Children Michael
Underwood describio la enfermedad como “debilidad de las extremidades inferiores en
nifios”. El no hizo referencia alguna, a los brotes infecciosos de esta enfermedad.
Badham describi6 la paralisis aguda de poliomielitis en cuatro nifios en 1835. En 1840
Heine, publicé una monografia, en donde la Poliomielitis se reconocia y definia como
pardlisis espinal infantil. Duchenne en 1855 y Charcot en 1870, localizaron la atrofia en
los cuernos anteriores de la materia o0 médula gris espinal. Este descubrimiento dio

origen al término; “Poliomielitis” que proviene del griego “polios” que significa “gris” y
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“‘myelos” que significa “médula”. En 1875 Erb acuio el término “Poliomielitis anterior
aguda”. Medin fue el primero en reportar una epidemia de la enfermedad en 1890,
después de una epidemia de 44 casos en Estocolmo en el verano de 1887. Varios
investigadores registraron casos de polio utilizando métodos epidemioldgicos béasicos:
Putnam en 1893, Caverly en 1894 en Los Estados Unidos y Wickman en 1905 en
Suecia. En estudios epidemioldgicos realizados entre 1910 y 1912 en Estados Unidos,
Frost registré una amplia exposicion a la poliomielitis, pero una baja incidencia de la
enfermedad clinica. Durante la epidemia de 1916 en Estados Unidos, el papel
preponderante de las personas asintomaticas en la distribucién de la enfermedad, fue
registrado por el Servicio Publico de Salud (Public Health Service). Esta epidemia causoé
mucho péanico; mas de 27000 personas fueron reportadas con pardlisis y alrededor de

6000 perdieron la vida.

Los brotes de Polio gradualmente fueron méas severos, mas frecuentes y mas

ampliamente distribuidos en Europa y en Estados Unidos a principios del siglo XX.

En 1905, Wickman reconocié que la poliomielitis era una enfermedad infecciosa.
Landsteiner y Popper demostraron en 1909 que el agente etiologico de la poliomielitis
era un virus filtrable, y lograron transmitir la enfermedad a un mono Cynocefalus, por

inoculacion intraperitoneal de tejido neuronal de humano.

Howe y Bodian, en 1930, consideraron la posibilidad, de que la via de infeccion de la

polio fuera de tipo oral (via alimentaria).

La existencia de mas de un tipo de poliovirus, la establecieron Burnet y Macnamara en
1931 y fue confirmada por Paul y Trask, mediante sus experimentos en monos. Los tres
tipos de virus se denominaron cepas prototipo, Brunhilde y Mahoney (tipo 1), Lansing

(tipo 2) y Leon y Saukett (tipo 3).
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El concepto de Poliomielitis como una enfermedad entérica, se acufi6 en 1932, cuando
Paul y Trask encontraron el virus en heces, después de un periodo de semanas, tanto

en pacientes como en personas saludables que estuvieron en contacto con ellos.

En 1936, Sabin y Olitsky, cultivaron poliovirus exitosamente in vitro mediante el uso de

tejido neuronal de embriéon humano.

Enders, Weller y Robbins, en 1949, tuvieron éxito al cultivar la cepa Lansing en cultivos
de tejido no neuronal, descubriendo la capacidad de producir el virus de forma segura y
en cantidad suficiente, lo que abrié el camino para la produccion de vacunas virales.

(Baicus, 2012).

MANEJO DE CASOS

Durante las primeras epidemias de polio, habia una absoluta falta de
desconocimiento para el manejo de esta enfermedad paralizante. Los casos agudos
requerian de un pronto alivio al dolor, y los casos cronicos requerian de un proceso de
rehabilitacién. Uno de los primeros trabajos realizados en el manejo de los pacientes
con polio fue el trabajo de la Hermana religiosa Elizabeth Kenny (enfermera australiana)
al utilizar compresas calientes para aliviar los espasmos musculares, presentes en la
etapa temprana de la enfermedad y desalentado la practica en las extremidades
afectadas con inmovilizacién prolongada. El primer centro dedicado a la rehabilitacion
de los pacientes con polio, se establecié en 1926, por el Presidente de los Estados

Unidos, Franklin Theodore Roosevelt.

La maquina llamada pulmon de acero “Iron Lung”, fue uno de los inventos que se
utilizaba en los pacientes con paralisis respiratoria para brindarles respiracion asistida y

prolongarles la vida.
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La medicina moderna ha contribuido enormemente en el tratamiento de los pacientes
con polio. Se han disefiado dispositivos ortopédicos para prevenir deformidades
causadas por el desequilibrio muscular, sesiones de fisioterapia, cirugias como la de
trasplante de tenddn, para aliviar la contractura o el remplazo de la articulacién. (Baicus,

2012).

LA POLIOMIELITIS EN MEXICO

El caso de poliomielitis mas antiguo del que se tiene noticia en México, es el de
un hombre que padecio el atague en los primeros afios de su infancia en el afio de
1912, ya siendo adulto se le encontr6 una invalidez del sistema locomotor con
caracteristicas de paralisis segmentaria y cuyos antecedentes correspondian a un caso
de poliomielitis. La endemia era ya conocida desde el afio 1930, cuando se presentaron
tres casos de poliomielitis en San Luis Potosi. Para el afio 1931, los casos aumentaron
a seis, mismo nuamero que en el afio 1932, hubo intermitencia en el nUmero de casos de

1933 a 1938, pero siempre presentes.

En mayo de 1944 se notificd a la Secretaria de Salubridad y Asistencia la existencia de
un caso de poliomielitis en la guarderia infantil Pensién Churubusco, por lo que se llevo
a cabo un estudio epidemiolégico que permiti6 identificar dos casos de poliomielitis, que
se habian iniciado algunos dias después del ingreso en la guarderia de un nifio recién
llegado de Nueva York, donde se estaba desarrollando la mas grande epidemia de polio
observada hasta entonces (el 27 de junio de 1916 se registraron mas de 9000 casos, de

los cuales 2000 murieron) y en cuya ciudad el nifio acababa de ser amigdalectomizado.

En el afio de 1946 se detecté un incremento de la presencia de la enfermedad en el
pais, al registrarse 247 casos (122 en el Distrito Federal y 125 en el resto del territorio

nacional). Por primera vez se conocieron las primeras manifestaciones epidémicas de la
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paralisis, gracias a que se estudi6 el primer brote de la enfermedad en Orizaba,
Veracruz, el 3 de mayo de 1946, que dur6 10 afios y aceleré grandes cambios en las
politicas sanitarias implementadas y que implicé el control de esta enfermedad y mas

tarde su erradicacion.

En 1949 se registré un brote epidémico, el cual abarcé los estados de Tamaulipas,
Coahuila, Nuevo Leon, Chihuahua, Nayarit, Aguascalientes, y el Distrito Federal. En ese
afio se logré establecer el Comité Nacional para la Investigacién, Control y Tratamiento
de la poliomielitis, y se desarrollé un intenso control epidemioldgico de deteccion,
aislamiento y atencion de los casos, invirtiendo especial esmero en la rehabilitacion y la

minimizacion de las secuelas (Gémez-De Lara & Rodriguez-Paz, 2021).

Antes del surgimiento de la vacuna, los medidas por parte de la Secretaria de
Salubridad y Asistencia para enfrentar la poliomielitis de tipo paralizante fueron
preventivas e higiénicas, como el aislar a los enfermos, no llevar a los nifios menores de
cinco afos a aglomeraciones como; mercados, iglesias, cines, etc., y de inmediato se
organizé una campafia para obtener donadores de sangre con el fin de elaborar
gammaglobulina (proteina del suero sanguineo que es portadora de anticuerpos). Se
contd con 25 mil donadores y se obtuvieron 100 mil dosis, mismas que fueron aplicadas
a nifios considerados con alto riesgo en el Distrito Federal, Guadalajara, Puebla,
Monterrey, Torre6n, Toluca, Guanajuato, Cuernavaca, Ledn, Pachuca y Chilpancingo.
La campafia fue exitosa, pues Unicamente se registraron 320 casos, casi la mitad de los
604 que hubo en 1951. Sin embargo la proteccion por la gammaglobulina fue temporal y

los brotes de la poliomielitis se extendieron por toda la Republica.

La primera vacuna contra poliovirus que se utilizé en México fue la de poliovirus
inactivada (IPV) de Salk en 1956 (desarrollada por Jonas Salk en 1952), que se aplicé

hasta 1961. Las actividades de vacunacion contra la poliomielitis iniciaron en el afio
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1956, aplicando la vacuna inyectable a las localidades urbanas que habian presentado
la mayor incidencia de paralisis infantil: Coahuila, Chihuahua, Torreén, Ciudad Juarez,
Durango, Matamoros, Aguascalientes, San Luis Potosi, Querétaro, Monterrey, Distrito
Federal y Puebla. En total se aplicé vacuna Salk a 120 mil nifios en las ciudades
mencionadas, y otros 130 mil nifios mas fueron vacunados en poblaciones fronterizas y
puertos, como Veracruz, Manzanillo, Campeche, Tijuana, Piedras Negras y Mérida. En
total, se inmunizaron 250 mil nifios, con lo que se empezo a lograr una disminucién

importante de la enfermedad (Gomez-De Lara & Rodriguez-Paz, 2021).

La vacuna trivalente de Sabin (tOPV) también se aplicé en México por primera vez en
1959, en un estudio realizado en Toluca: la vacuna se administré a 26 033 nifios (86 %

de todos los nifios menores de 11 afios) (Sabin et al.,1960).

A partir de 1957, los estudios de inmunizacién con vacuna oral de poliovirus (OPV) en
México, junto con la informacion de estudios en otros paises, lograron demostrar la
inocuidad de la vacuna en individuos inmunizados y sus contactos. Fue en 1963 que se
promulgé el decreto presidencial para administrar tres dosis de OPV al nacimiento, a los
4y alos 8 meses. Una vez que se demostrd que los nifios de 6 a 8 semanas de edad,
mostraban una respuesta inmunoldgica adecuada a la OPV, independientemente de la
presencia de un nivel moderado de anticuerpos maternos, la vacunacion se recomendo

alos 2, 4y 6 meses (Esteve-Jaramillo & Richardson-Lopez, 2012).

Con la creacion del Programa Nacional de Inmunizaciones en 1973, se inici6 la
aplicacién masiva de la vacuna, donde se logré inmunizar a mas de 70% de los nifios
menores de 5 afos, con un subsecuente descenso de la tasa de morbilidad por polio.
Las acciones permanentes fueron reforzadas en 1980 con las Semanas Nacionales de
Vacunacion contra la Poliomielitis. Seis afios después de iniciaron las acciones de

erradicacion de poliomielitis, mediante la implementacion de los Dias Nacionales de
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Vacunacion (DNV) con el fin de interrumpir la circulacion del virus salvaje, mediante la
vacunacion indiscriminada de los menores de 5 afios (Esteve-Jaramillo & Richardson-

Lépez, 2012).

Entre los afios 1986-1987, el poliovirus silvestre, serotipos | y Il, dejo de circular en
México, y al siguiente afio, se generd la iniciativa de erradicacion a nivel mundial.
Mientras que en 1988 solamente se pudo aislar el serotipo Il en los estados de Sonora,

Sinaloa y Jalisco (Gonzalez-Rubio, 2018).

En México, la poliomielitis paralitica se ha eliminado como resultado de la aplicacién de
multiples dosis de la vacuna atenuada. Existen evidencias de la recepcion masiva de 15
dosis de la vacuna trivalente en nifios mexicanos a través de las acciones intensivas,
como las semanas nacionales de salud y las habituales de vacunacion. No se han
informado casos de pardlisis por cepas silvestres desde octubre de 1990 (Ruiz-Gémez

et al., 2007).

PV

La IPV se producia mediante el cultivo del virus en células de rifién de mono e
inactivacién con formalina. En 1954 se realiz6 un ensayo clinico controlado utilizando
IPV y un placebo en el que participaron 1.6 millones de nifios de Canad4, Finlandia y los
Estados Unidos. En abril de 1955, la IPV fue la vacuna de eleccion en los Estados
Unidos, en donde se redujo la incidencia de poliomielitis paralitica de 13.9 casos por 100

000 en 1954 a 0.8 casos por 100 000 en 1961.

Las cepas utilizadas para la fabricacion de la IPV son Mahoney (tipo 1), MEF-I (tipo 2) y
Saukett (tipo 3), aunque en Suiza la cepa de eleccién para tipo 1 es la Brunenders.

Poco tiempo después de la obtencidon de la licencia de IPV, se presentaron 260 casos
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de poliomielitis causados por poliovirus de tipo 1 y 10 muertes, debido a una falla en el
proceso de inactivacion del virus en los Laboratorios Cutter, Berkeley; por lo que se
realizaron cambios en el proceso de fabricacion de la vacuna e introdujeron una
segunda etapa de filtracion, con el objetivo de eliminar los agregados de virus que se
hubieran formado durante la inactivacion, asimismo mejoraron las pruebas de control de
calidad; posteriormente se incluyeron las etapas de concentracion y purificacion del
virus, y gracias a la tecnologia desarrollada por Van Wezel, quien cultivd células en
suspension mediante el uso de microacarreadores y utilizando grandes tanques de
acero inoxidable se produjo la IPV potenciada elPV, (enhanced IPV), la cual contiene
40, 8 y 32 unidades de antigeno D. La IPV obtuvo su licencia en Estados Unidos en

1987 (Baicus, 2012).

En base a las especificaciones de los productores, IPV se puede administrar por
inyeccién subcutdnea o intramuscular. Cuando se combina con otra vacuna con

adyuvante, la inyeccion debe ser por via intramuscular.

IPV es considerada una vacuna muy segura, ya sea que se administre sola o en
combinacién con otras. La IPV ha mostrado ser altamente efectiva tanto en paises
desarrollados como subdesarrollados, en estimular la respuesta de anticuerpos
circulantes para poliovirus. La inmunogenicidad de IPV depende de la edad de la
administracion y del nimero de dosis, debido a la interferencia con los anticuerpos
maternos. La IPV es menos efectiva que la OPV en inducir inmunidad en la mucosa
intestinal en individuos que no han sido vacunados. Los nifios vacunados con IPV que
reciben dosis de refuerzo de OPV se infectan y excretan OPV en las heces. Sin
embargo, con la IPV se reduce la cantidad y duracion de la excrecion viral en las heces,

lo que podria contribuir a la reduccion de la transmision.
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OoPV

El desarrollo de la atenuacion de poliovirus inicié con pases sucesivos en ratas y
ratones, y posteriormente en cultivo celular. La reduccion de la virulencia de las cepas
de poliovirus fue reportada en 1946 por Theiler quien realiz6 mas de 50 pases de la
cepa Lansing en ratas y ratones, y por Enders, Weller y Robins, quienes realizaron

pases a la misma cepa pero en cultivos celulares.

Diversas cepas atenuadas se desarrollaron, de forma independiente, en los Estados
Unidos por Koprowski (Wistar Institute, Filadelfia), Cox (Lederle Laboratories) y Sabin

(The Children’s Hospital Research Foundation).

En 1950, Koprowski inicié sus experimentos con las cepas de poliovirus tipo 2, adaptada
a roedores (TNtype Il rodent-adapted strain) la cual fue administrada oralmente, a nifios
de diversas instituciones de los Estados Unidos; posteriormente Dane y colaboradores
realizaron un pequefio ensayo clinico en Irlanda del Norte utilizando las cepas TN de
poliovirus tipo 2 y la de poliovirus tipo 1 (SM type I) (Dane, et al., 1957) (Koprowsky,

1960).

Hacia 1959-1960, Koprowski y colaboradores administraron su vacuna atenuada de tipo
3 (W-Fox) y de tipo 1 (CHAT) a ocho millones de nifios polacos y croatas, observando
gue no habia un incremento de poliomielitis en los nifios vacunados, calculando un
indice de seroconversion mayor al 90% y la eficacia epidemioldgica fue de
aproximadamente el 90% (Dane, et al., 1957) (Plotkin, 1962); Asimismo estas cepas se
administraron en América central y del sur (Uruguay, Costa Rica, Colombia, Cuba, Haiti,
Nicaragua); las cepas de Koprowski-Cox también se le conocen como cepas Lederle,
debido a que su fabricacion se llevé a cabo en los laboratorios del mismo nombre

(Cabasso, et al., 1960); en México, se aplicd esta vacuna atenuada a recién nacidos
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como una preparacion trivalente, la cual resulté ser efectiva como medida de
inmunizacion contra la poliomielitis. Sin embargo, la muerte del padre de un nifio
vacunado y el aislamiento de poliovirus con caracteristicas de las cepas Lederle, del

tejido cerebral, fue la causa principal del retiro de las cepas. (Campillo-Sainz, 1962).

Por su parte, Sabin también desarroll6 sus propias cepas atenuadas de administracion
oral, las cuales obtuvo mediante pases secuenciales in vitro e in vivo de las cepas
silvestres. Las cepas virulentas P1/Mahoney/41, P2/P712/56 y P3/Leon/37 fueron la
fuente de la obtencién de las cepas atenuadas de Sabin: P1/Lsc,2ab, P2/P712,Ch,2aby
P3/Leon,12 alb (Sabin, 1957) (Slonim, et al., 1962). De 1954 a 1957, Sabin trabajé con
humanos voluntarios del Reformatorio Federal de Chillicothe, OH. Hacia 1956, la
estrecha colaboracion de Sabin con Chumakov tuvo como resultado la preparacién de la
vacuna atenuada con cepas Sabin en Moscu, y su aplicacion a 15 200 000 personas en
1959 y a mas de 77 478 800 personas en 1960 de la Union Soviética, en presentacion
monovalente y trivalente; asimismo se estima que la vacuna producida en Moscu se
administr6 a 13 153 500 personas de otros paises como Hungria, Vietham, Bulgaria,
Checoslovaquia, Republica Democratica Alemana, Republica Democratica de Korea,

Albania, Republica China y Japén (Chumakov, et al., 1961).

Sabin dond sus cepas vacunales a la OMS en 1972, lo que incrementé la disponibilidad
de la vacuna en los paises en desarrollo, demostrando que la erradicacién de la polio
podria ser factible a escala mundial. De 1977 a 1995, el porcentaje de nifios del mundo
gue recibieron las tres dosis de OPV requerida en sus primeros afios de vida
increment6 de 5% a 80%, previniendo 400 000 casos de polio al afio (Smith & Leggat,

2005).
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La OPV es una vacuna relativamente barata y facil de administrar (2 gotas (0.1 mL) por
via oral). OPV es altamente sensible al calor y debe mantenerse congelada durante su
almacenamiento por largos periodos y posterior a su descongelacion, debe mantenerse
a temperaturas entre +2°C a +8°C por un periodo méaximo de 6 meses. OPV induce
inmunidad intestinal, lo que genera resistencia a la infeccién por poliovirus silvestre y
bloquea de manera efectiva la transmision, cuando se utiliza durante las campafas de
vacunacion masivas. OPV genera proteccion de larga duracién contra la poliomielitis
mediante la inmunidad humoral. Los virus vacunales de la OPV se diseminan e
inmunizan a los contactos no vacunados, lo que incrementa el impacto de esta vacuna
mas alla de sus receptores. A pesar de las muchas ventajas que presenta, el uso de
OPV presenta ciertos inconvenientes. El primero es la ocurrencia de casos
(extremadamente raros) de poliomielitis paralitica asociada a la vacuna (VAPP, vaccine-
associated paralytic poliomielitis), entre los vacunados con OPV y sus contactos. El
segundo, es el surgimiento de poliovirus genéticamente divergentes, derivados de la
vacuna (VDPV, vaccine-derived polioviruses), ya sea por la infeccién prolongada en
personas con desordenes de inmunodeficiencia primaria o por brotes en lugares con
baja cobertura de vacunacién (Burns et al., 2014). Los virus atenuados de la vacuna de
Sabin pueden, a través de una replicacion prolongada en un individuo o en una
comunidad, recuperar sus caracteristicas de neurovirulencia y por ende su habilidad
para causar pardlisis, y la transmisibilidad de un poliovirus silvestre (WPV, wild
poliovirus) y convertirse en VDPVs causantes de casos o0 brotes, de poliomielitis

paralitica (Polio vaccines, 2014).
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ERRADICACION

En 1988, cuando el numero de casos de poliomielitis paralitica era mayor a 350,
000 al afio y con una transmisién de poliovirus silvestre reportada por mas de 125
paises, la OMS propuso la erradicacion de la poliomielitis del mundo a todos los estados
miembros, asi que la Asamblea Mundial de Salud (World Health Assembly) establecio
la resolucién para la erradicacion de la poliomielitis para el afio 2000, creandose la
Iniciativa para la erradicacion global de la polio (GPEI, Global Polio Eradication
Iniciative), organismo que elaboré un Plan estratégico que establecio las actividades
requeridas para la erradicacion de la polio, la certificacion por regiones, la fase de
eliminacion de OPV y la fase de post-erradicacion (World Health Organization, Sep

2015).

Para incrementar el impacto de las actividades suplementarias de vacunacion y
disminuir la posibilidad de reversion de cepas de poliovirus vacunales capaces de
causar brotes de poliomielitis, el Comité Asesor para la Erradicacion de la Polio
(AACPE) recomendd a la OMS en 2004, acelerar el proceso regulatorio de las Vacunas
Antipoliomieliticas orales Monovalentes (mOPV): tipo 1 (mOPV1), tipo 2 (MOPV2) y tipo
3 (MOPV3), y una Vacuna Antipoliomielitica oral Bivalente (bOPV) que contenga los
poliovirus tipos 1y 3. (World Health Organization, 2009). (World Health Organization,

2010).

El reto logistico del retiro coordinado de la tOPV del mundo y su reemplazo con la
vacuna bivalente (bOPV, bivalent Oral Polio Vaccine) la cual, Unicamente contiene los
tipos de poliovirusl y 3 planeado para 2016 y el cese de la aplicacion de poliovirus
vacunal de tipo 2, disminuiria el riesgo de reversion del virus vacunal y permitiria la
eliminacion completa de la transmision de poliovirus vacunal causantes de brotes (World

Health Organization, 2015) (World Health Organization, 2014).
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INSTITUTO NACIONAL DE VIROLOGIA-INV

En 1972 se inici6 en México, en el Instituto Nacional de Virologia (INV), la
produccion de Vacuna Antipoliomielitica Trivalente Oral (tOPV) con las cepas Sabin
(virus atenuados) serotipos 1, 2 y 3, utilizando cultivos celulares de rifion de mono, los
cuales fueron sustituidos por cultivos de células Vero en el afio 2001. Desde entonces,
los 67 lotes de tOPV producidos fueron aprobados satisfactoriamente por la Autoridad
Regulatoria Nacional (Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios,
COFEPRIS), y los aproximadamente 335 millones de dosis de vacuna se aplicaron de

forma segura y efectiva en nuestro pais.

El Instituto Nacional de Virologia posee una gran experiencia técnica en la produccion,
el control y aseguramiento de la calidad de la tOPV. Con su produccién, la demanda
Nacional de este biolégico ha sido cubierta satisfactoriamente, gracias a lo cual se
contribuy6 a la eliminacién de la poliomielitis de México desde 1990, y de la region de

las Américas desde 1994 (World Health Organization, 2014).
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JUSTIFICACION

Tomando como base, la iniciativa para la erradicacion global de la polio (GPEI
Global Polio Eradication Iniciative) (World Health Organization, 2015); se establece la
implementacion de la bOPV (Vacuna antipoliomielitica oral bivalente) en sustitucion de
la tOPV (Vacuna antipoliomielitica oral trivalente) como parte de esta estrategia, y sera
el antecedente para el cese definitivo del uso de cualquier OPV (Vacuna

antipoliomielitica oral) de inmunizacion rutinaria.

Posterior a la erradicacion de la polio en el mundo, la OMS estableci6 que se
requerira de una reserva de vacuna para combatir los potenciales brotes de poliomielitis
causados por 1).- liberacién accidental o intencional (p. ej. Bioterrorismo) de poliovirus,
2).- circulacién continua y reversion a la neurovirulencia de cepas de poliovirus
derivadas de la vacuna, o 3).- replicacion prolongada de poliovirus en personas con

inmunodeficiencia.

El Instituto Nacional de Virologia (INV) Gnico productor de tOPV en México, se planteo el
objetivo de producir bOPV segura y efectiva, para tenerla disponible y poder utilizarla en

México en el momento determinado por la autoridad sanitaria del pais.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer las condiciones para la fabricacion de bOPV, en base a la plataforma
industrial que se tiene para la fabricacion de tOPV, para que, de acuerdo a las
recomendaciones de la OMS, una vez que se suspenda el uso de la tOPV, sea utilizada
tanto en los esquemas de inmunizacion rutinaria como en las actividades de
inmunizacion suplementaria durante la Etapa Final de la Erradicacion de la Polio en

México.

Objetivos Especificos

» Formular un lote experimental de bOPV producido con cumplimiento deBuenas
Practicas de Fabricacién BPF, para evaluar sus parametros de calidad, asi como

su estabilidad a diferentes tiempos y condiciones de almacenamiento.

» Formular y envasar lotes piloto de bOPV con cumplimiento de Buenas Practicas
de Fabricacion BPF, los cuales seran evaluados en cuanto a parametros de

calidad tanto por la Unidad de Calidad del INV como por la COFEPRIS.

» Formular y envasar un lote de transferencia de vacuna bOPV en las
instalaciones de la planta de produccion del INV con la finalidad de evaluar

parametros criticos y atributos de calidad con BPF.
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METODOLOGIA

Cabe mencionar que el Instituto Nacional de Virologia fabricé sus vacunas en
areas dedicadas y clasificadas que cumplen con la NOM-059 “Buenas Practicas de
Fabricaciéon de Medicamentos”, normas Internacionales como la ISO 1464 y series de
Reporte Técnico de OMS No. 957 (Technical Report Series No. 957, 2010 “Good
Manufacturing Practices for sterile pharmaceutical product”) y bajo las cuales se realiz6

el disefio y la construccion.

SEMILLAS VIRALES

La produccion de la vacuna antipoliomielitica se basa en un sistema de Lote
Semilla; la Semilla Viral de Trabajo (SVT) de poliovirus tipo 1 6 3, empleadas para la
produccion de los graneles monovalentes que se utilizaron en la formulacion de la Vacuna
Antipoliomielitica Bivalente oral (bOPV), se prepararon a partir de un solo pase de las
Semillas Virales Maestras (SVM) de cada tipo, mismas que fueron proporcionadas por la

OMS.

El Instituto Nacional de Virologia cuenta con Semillas Virales autorizadas para la

produccion de vacunas, las cuales fueron proporcionadas por OMS:
e Poliovirus serotipo 1

e Poliovirus serotipo 3

Para la fabricacion de la bOPV se emplearon graneles monovalentes de poliovirus 1y 3;

previé a la produccién de los graneles monovalentes de poliovirus tipo 1y 3, se debio
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contar con el Banco Celular de Trabajo (BCT) caracterizado y la semilla viral de

poliovirus (SV). (Apéndice).

GRANELES MONOVALENTES DE POLIOVIRUS TIPO 1Y 3

Los graneles monovalentes de Poliovirus tipo 1 6 3 se prepararon mezclando y
clarificando las cosechas individuales aprobadas de un mismo tipo de Poliovirus. La
cosecha individual es una suspension homogénea que contiene particulas virales de un
mismo tipo de Poliovirus y detritos celulares, obtenidos en un ciclo de produccién bajo

las mismas condiciones de operacion.

Una vez que se conto con los dos graneles monovalentes aprobados (tipo 1y 3), se
realizaron los célculos necesarios para la formulacion, en funcién de los titulos virales de
los graneles monovalentes de polio tipo 1 y 3, y en cumplimiento de las especificaciones
de la OMS y de la FEUM (FEUM 132. Ed., 2021). Cada uno de los graneles
monovalentes de poliovirus tipo 1y 3 se descongelaron y se mezclaron con las
cantidades calculadas de estabilizador y excipiente en un tanque mezclador provisto de

sistema de enfriamiento y agitacion.

Ya que se tuvo la formulacién homogénea de la vacuna granel final, en condiciones de
refrigeracion, se procedio al envase aséptico de los tubos goteros con 2 mL que

representan 20 dosis cada uno.
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BANCOS CELULARES

Estos bancos fueron evaluados y caracterizados de acuerdo con las
Recomendaciones para la Evaluacion de Cultivos Celulares Animales como Substratos
para la Fabricacion de Productos Biologicamente Medicinales y para la Caracterizacion

de Bancos Celulares.

Los cultivos celulares de produccion se prepararon en condiciones asépticas en areas
en donde no se manejaron otras células. Para el crecimiento de las células, el medio de
mantenimiento usado para la multiplicacion del virus no contenia suero (SFB). El medio
de cultivo contenia un indicador de pH, el rojo de fenol. Durante la produccion del virus

vacunal, el sustrato estaba libre de antibidticos. (Apendice).

DESARROLLO DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL

El desarrollo de la Vacuna Antipoliomielitica Bivalente (bOPV) se disefi6 en tres etapas:
» Etapa experimental.
» Etapa piloto.

» Transferencia Tecnoldgica.

DESARROLLO EXPERIMENTAL DE LA FORMULACION DE LA VACUNA

ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL

El lote de bOPV experimental se produjo en la planta de produccion del INV;

para la formulacion del lote experimental de bOPV se utilizaron lotes de graneles de
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poliovirus tipo 1y tipo 3.

La formulacién utilizada para el lote experimental de bOPV, denominado VeBil+301, se
determiné en base a la termoestabilidad y potencia reportada para poliovirus vacunales
(Céceres & Sutter, 2001), (Jacob, et al., 1976), (Patriarca, et al., 1991) y a los estudios

de estabilidad de 5°C + 3°C de la tOPV producida en el INV.

FASE PILOTO DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL

e Se fabricaron lotes piloto de consistencia de Vacuna Antipoliomielitica Bivalente
Oral con Buenas Practicas de Fabricacion, utilizando la misma formulaciéon del

lote experimental codigo VeBil+301.

e Se validaron los procesos de formulacién, envase y acondicionamiento, durante

la fabricacién de los lotes piloto de VVacuna Antipoliomielitica Bivalente Oral.

Para la formulacion de Vacuna Antipoliomielitica Bivalente Oral se realizaron los
célculos matematicos para un volumen de 130 L (en base a la formulacién utilizada en el
lote experimental codigo VeBil+301), volumen correspondiente a la fabricacion de cada
uno de los cinco lotes piloto (VeB01, VeB02, VeB03, VeB04 y VeBO05), para el

cumplimiento con las especificaciones de la OMS y de la FEUM (FEUM 132, Ed., 2021).
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FASE DE TRANSFERENCIA TECNOLOGICA

Con base a los resultados de los lotes experimental y piloto de la vacuna bOPV,
asi como los resultados del ensayo clinico, aunado a los datos histéricos de los
resultados de estabilidad de los ultimos 9 lotes fabricados de la vacuna tOPV, se realiz6
la formulacion y envase de un lote de bOPV denominado Lote de Transferencia
Tecnoldgica (VeB06) para verificar los parametros criticos de operacion y los atributos
de calidad, a través de un protocolo de validacién, con el objetivo de demostrar que el
producto es homogéneo y cumple con especificaciones de disefio, con la finalidad de

escalar este proceso a una plataforma industrial.

El lote de transferencia se disefié tomando en consideracién el analisis de riesgo y
mapeo de procesos, para determinar los parametros criticos a evaluar durante la

validacion de los procesos de formulacion, mezcla y envase de bOPV lote VeBO06.

Al igual que el lote experimental y los lotes piloto, este lote de Transferencia Tecnoldgica

(VeBO06) no fue comercializado.
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LA FORMULACION, MEZCLA, LLENADO Y

ACONDICIONAMIENTO DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL
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CONTINUACION
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RESULTADOS

Cabe mencionar que el INV fabricd sus vacunas en areas dedicadas y
clasificadas que cumplen con la NOM-059 “Buenas Practicas de Fabricacion de
Medicamentos”, normas Internacionales como la ISO 1464 y series de Reporte Técnico
de OMS No. 957 (Technical Report Series No. 957, 2010 “Good Manufacturing Practices
for sterile pharmaceutical product”) y bajo las cuales se realizé el disefio y la

construccion.

FASE EXPERIMENTAL DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL

Tomando en consideracion la composicién y especificaciones de la Vacuna
Antipoliomielitica Oral, para los serotipos 1y 3, se produjo un lote de bOPV

experimental, en la planta de produccién del INV en cumplimiento con BPF.

La formulacion utilizada para el lote experimental de bOPV, denominado VeBil+301, se

determiné en base a la termoestabilidad y potencia reportada para poliovirus vacunales.
El lote VeBil1+301const6 de 1,520 goteros (30,400 dosis).

Los reportes de la Gerencia de Control de Calidad de Vacunas Virales, del lote
experimental de vacuna bOPV cddigo VeBil+301, se compararon con todas las
especificaciones establecidas por la FEUM para la bOPV, en referencia a los serotipos 1

y 3 (descripcion, identidad, esterilidad, potencia y estabilidad térmica).
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TABLA 1. Especificaciones establecidas por la FEUM para bOPV aplicadas al lote

experimental VeBi1+301 (FEUM 132. Ed., 2021).

CARACTERISTICA LOTE VeBil1+301 ESPECIFICACION
ESTERILIDAD CUMPLE Ausencia de bacterias y hongos
DESCRIPCION CUMPLE Es una preparaﬂcién _quuida, tran'sparente, dNe coI_on_' naranja palido a
rojizo, libre de particulas extrafias visibles.
IDENTIDAD VIRAL CUMPLE Positiva para poliovirus tipos 1y 3 por neutralizacion.
POTENCIA (EN LOG1o TIPO 1: CUMPLE Tipo 1: al menos 6.00 logl0 DICC50/dosis
DICCso/DOSIS) TIPO 3: CUMPLE Tipo 3: al menos 5.78 log10 DICC50/dosis

La diferencia en la concentracién de virus total de las muestras
ESTABILIDAD TERMICA CUMPLE almacenadas a 4°Cy a 37°C no debe ser mayor de 0.6 logio DICCsg
por dosis humana

VOLUMEN CUMPLE Mayor o igual a lo indicado en el marbete. (No menos de 2.0 mL)
HERMETICIDAD CUMPLE No presenta fuga
PH CUMPLE 6.0a75
ESTABILIDAD 5°C+3°C CUMPLE: 6 MESES
ESTABILIDAD -25°C A-35°C CUMPLE: 24 MESES

Para el llenado y acondicionamiento de la vacuna antipoliomielitica bivalente VeBil1+301
se utilizé el envase primario [gotero de 2 mL (20 dosis)] utilizado para la tOPV, por lo
gue para diferenciarlas, a la bOPV se le coloc6 una etiqueta adherible en el cuerpo del
envase con caracteristicas de resistencia a las condiciones de almacenamiento

(5°C+3°C y -25°C).
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FIGURA 1. Etiqueta utilizada para identificar los goteros de bOPV se le colocé en el

cuerpo del envase gotero y envase secundario de bOPV.

Esrrrrec Veoune an Evatmoien
IcTo

~NO ES UN

19"\:-!.'“. Oral
Sabin Tipos 1y 3
Suspension oral

Contiene: 40 Goteros con 2 mL (20 dosis) cada uno.

Etiqueta del envase
primario de la bOPV

bOPV en envase
primario con etiqueta

Envase secundario de
bOPV
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FASE PILOTO DE LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA BIVALENTE ORAL

Para la formulacién de Vacuna Antipoliomielitica Bivalente Oral se realizaron los
célculos matematicos para un volumen de 130 L (en base a la formulacién utilizada en el
lote experimental codigo VeBil+301), volumen correspondiente a la fabricacion de cada
uno de los cinco lotes piloto (VeB01, VeB02, VeB03, VeB04 y VeBO05), para el

cumplimiento con las especificaciones de la OMS y de la FEUM (FEUM 132, Ed., 2021).

Los primeros tres lotes piloto fueron preparados para verificar consistencia del proceso a
través del control y monitoreo de pardmetros criticos; utilizando los pardmetros de
operacién (mismos que se han utilizado en la produccion de tOPV), se elaboroé el

protocolo de validacion correspondiente para fines de registro de producto.

Los lotes VeB01, VeB02, VeB03, VeB04 y VeB05 de Vacuna Antipoliomielitica Bivalente
Oral tipos 1 y 3 se analizaron en base a los requisitos de calidad nacionales de acuerdo
con la FEUM (FEUM 132, Ed., 2021), sefialados para la Vacuna Antipoliomielitica Oral, en
los serotipos 1y 3, asi como las recomendaciones de la OMS, descritas en las series de

reportes técnicos (TRS 904, 2002 y TRS 980, 2014).

El lote VeBO05 se utilizé para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la Vacuna
Antipoliomielitica Bivalente Oral tipos 1y 3 por medio de un estudio clinico, para con ello

solicitar el registro sanitario ante la COFEPRIS.
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TABLA 2. Caracteristicas de Calidad de los cinco lotes piloto de Vacuna
Antipoliomielitica Bivalente Oral.
LOTE
CARACTERISTICA
VeB01 VeB02 VeB03 VeB04 VeB05
ESTERILIDAD CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
DESCRIPCION CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
IDENTIDAD CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
POTENCIA TIPO1: CUMPLE |  TIPO 1: CUMPLE TIPO1: CUMPLE | TIPO1: CUMPLE | TIPO1: CUMPLE

TIPO 3: CUMPLE

TIPO 3: CUMPLE

TIPO 3: CUMPLE

TIPO 3: CUMPLE

TIPO 3: CUMPLE

ESTABILIDAD TERMICA CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
VOLUMEN CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
HERMETICIDAD CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE
pH CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE CUMPLE

ESTABILIDAD 5°C+3°C

CUMPLE: 7 MESES

CUMPLE: 7 MESES

CUMPLE: 7 MESES

CUMPLE: 7 MESES

CUMPLE: 7 MESES

ESTABILIDAD

-25°CA-35°C

CUMPLE: 24 MESES

CUMPLE: 24 MESES

CUMPLE: 24 MESES

CUMPLE: 24 MESES

CUMPLE: 24 MESES

TABLA 3. Caracteristicas de calidad de bOPV (producto terminado) de acuerdo con la

FEUM (FEUM 132, Ed., 2021) sefalados para la Vacuna Antipoliomielitica Oral.

CARACTERISTICA ESPECIFICACION Y LIMITES
DESCRIPCION Es una preparacion liquida, transparente, de color naranja palido a rojizo,
libre de particulas extraias visibles.
ESTERILIDAD Ausencia de bacterias y hongos
IDENTIDAD Positiva para poliovirus tipos 1y 3 por neutralizacion.
POTENCIA Tipo 1 al menos 10600 DICCsp por dosis de 0.1 ml
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Tipo 3 al menos 10578 DICCsg por dosis de 0.1 ml

La diferencia en la concentracidn de virus total de las muestras
ESTABILIDAD TERMICA almacenadas a 4°Cy a 37°C no debe ser mayor de 0.6 log;o DICCso por
dosis humana

VOLUMEN Mayor o igual a lo indicado en el marbete. (No menos de 2.0 mL)

pH 6.0a75

FASE DE TRANSFERENCIA TECNOLOGICA

Con base a los resultados de los lotes experimental y piloto de la vacuna bOPV,
asi como los resultados del ensayo clinico con el que se confirmd la inmunogenicidad y
seguridad de la vacuna bivalente, aunado a los datos histéricos de los resultados de
estabilidad de los uUltimos 9 lotes fabricados de la vacuna tOPV, se realiz6 la formulacion
y envase de un lote de bOPV denominado Lote de Transferencia Tecnoldgica (VeB06)
para verificar los pardmetros criticos de operacion y los atributos de calidad, a través de
un protocolo de validacidn, con el objetivo de demostrar que el producto es homogéneo
y cumple con especificaciones de disefio, con la finalidad de escalar este proceso a una

plataforma industrial.

El lote de transferencia se disefié tomando en consideracién el analisis de riesgo y
mapeo de procesos, para determinar los parametros criticos a evaluar durante la

validacion de los procesos de formulacion, mezcla y envase de bOPV lote VeBO06.
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TABLA 4. Caracteristicas de calidad del Lote de Transferencia Tecnologica (VeBO06)

bOPV (producto terminado) y especificaciones de la FEUM (FEUM 132, Ed., 2021).

) LOTE ESPECIFICACION
CARACTERISTICA
VeBO06 FEUM
ESTERILIDAD CUMPLE Ausencia de bacterias y hongos
Es una preparacién liquida,
DESCRIPCION CUMPLE t,r.anspare.r?te, ?le color narf‘mja
palido a rojizo, libre de particulas
extrafias visibles.
IDENTIDAD CUMPLE Positiva para pol|0\./|rus. :clpos ly3
por neutralizacidn.
Tipo 1: al menos 6.00 logl0
POTENCIA TIPO 1. CUMPLE DICC50/dosis

TIPO 3: CUMPLE

Tipo 3: al menos 5.78 logl0
DICC50/dosis

La diferencia en la concentracién de
virus total de las muestras

ESTABILIDAD TERMICA CUMPLE almacenadas a 4°Cy a 37°C no debe
ser mayor de 0.6 logio DICCs por
dosis humana
VOLUMEN CUMPLE Mayor o igual a lo indicado en el
marbete. (No menos de 2.0 mL)
HERMETICIDAD CUMPLE No presenta fuga
pH CUMPLE 6.0a7.5

ESTABILIDAD 5°C +3°C

CUMPLE: 7 MESES

ESTABILIDAD

-25°CA-35°C

CUMPLE: 24 MESES
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CONCLUSIONES

El lote experimental VeBil+301 cumplié satisfactoriamente con todas las
especificaciones establecidas por la FEUM (FEUM 132. Ed., 2021), sefialadas para la
Vacuna Antipoliomielitica Bivalente Oral, en los serotipos 1 y 3 (descripcion, identidad,

esterilidad, potencia y estabilidad térmica).

Los lotes piloto VeB01, VeB02, VeB03, VeB04 y VeB05 de Vacuna Antipoliomielitica
Bivalente Oral serotipos 1 y 3 cumplieron satisfactoriamente los requisitos de calidad
nacionales de acuerdo con la FEUM (FEUM 132. Ed., 2021), asi como las

recomendaciones de la OMS, descritas en TRS 904, 2002 y TRS 980, 2014.

Con base a los resultados de los lotes experimental y piloto de la vacuna bOPV, asi
como los resultados del ensayo clinico se confirmé la inmunogenicidad y seguridad de la
vacuna bivalente y se establecieron las condiciones para la fabricacion de bOPV, en

base a la plataforma industrial de tOPV.

La transferencia de tecnologia demostr6 que el producto es homogéneo y
cumple con especificaciones de disefio, ya que se determinaron los parametros criticos
y se validaron los procesos de formulacion, mezcla y envase mediante la produccién de
un Lote de Transferencia Tecnoldgica (VeB06) en cumplimiento de especificaciones

establecidas por la FEUM (FEUM 132, Ed., 2021).
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APENDICE

LOTE SEMILLA DE VIRUS

Las semillas virales m&s comuUnmente utilizadas para la produccion de vacuna
antipoliomielitica oral derivan de las cepas originales de Sabin. Las semillas maestras
han sido denominadas SO+1, un pase adicional a partir de estas permite obtener las
semillas de trabajo (SO+2) y la produccion de vacuna implicaria un pase mas (SO+3).
Para el caso de poliovirus tipo 3 pueden utilizarse semillas de virus recuperados a partir
de RNA infeccioso a nivel de pase SO+5, que han sido denominadas RSOl para
diferenciarse del SO tipo 3. Las cepas de poliovirus que se usan en la produccién seran
identificadas mediante registros histéricos que incluyan el origen y las manipulaciones
subsecuentes. Los lotes de semilla de trabajo se preparan en cantidades grandes
mediante un solo pase de la semilla maestra. Los lotes de virus semilla se almacenan a
temperaturas inferiores o iguales a 60°C bajo cero. Las semillas virales cumplirdn con

los siguientes requisitos:

IDENTIDAD: Cada lote de semilla viral de trabajo sera identificado como el serotipo
especifico de poliovirus usando anticuerpos tipo especificos.

PRUEBA DE NEUROVIRULENCIA: Cada lote de semilla maestra o de trabajo, cumplira
con la prueba de neurovirulencia que se aplica a la vacuna antipoliomielitica oral. La
prueba puede realizarse en ratén transgénico (TgmNVT) cuando la prueba ha sido
autorizada para liberacion de lotes de vacuna, cuando se trata de la misma semilla viral
maestra y cuando no existen cambios en el proceso de produccién de la semilla viral de

trabajo.

AGENTES EXTRANOS. Cumple los requisitos. Las semillas virales de trabajo estaran
libres de secuencias de ADN de virus SV40 utilizando técnicas de amplificacién de acido

nucleico.

MARCADORES GENETICOS. Cada lote de semilla viral de trabajo se evaluara para
demostrar la consistencia de sus caracteristicas, ya sea a través de pruebas como rct40
que se describe en el granel monovalente o las pruebas de analisis de mutantes
mediante el uso de enzimas de restriccion y PCR (MAPREC). Por lo menos tres
graneles consecutivos preparados de la semilla viral cumplirdn con estos requisitos
(FEUM 132, Ed., 2021).
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COSECHAS INDIVIDUALES

Después de la inoculacion de los cultivos celulares con la semilla viral de trabajo, todos
los cultivos son incubados en las condiciones de temperatura establecida y no variara
mas de 0.5°C. Cada fabricante define las condiciones de produccién: pH, multiplicidad

de infeccidn, densidad celular y tiempo de incubacién.
La suspension viral se cosecha no después de cuatro dias posteriores a la inoculacion.
Las muestras para pruebas se tomaran inmediatamente durante la cosecha.

IDENTIDAD. Cada cosecha sera identificada utilizando anticuerpos especificos por

métodos inmunolégicos, o por métodos moleculares, como secuenciacién masiva.
TITULACION DEL CONTENIDO VIRAL. Cumple con las especificaciones del fabricante.

AGENTES EXTRANOS EN COSECHAS INDIVIDUALES NEUTRALIZADAS. Se
utilizaran por lo menos 50 mL o el equivalente a 500 dosis de la vacuna final, lo que sea
mayor. Un volumen de por lo menos 10 mL serd utilizado para las pruebas de

neutralizaciéon en cada prueba.

La suspension neutralizada seré inoculada en botellas con cultivos celulares, de tal
forma que la dilucién resultante en el medio de diluciéon no exceda de 1:4. Incluir botellas
de cultivo control utilizando Unicamente el suero utilizado en la neutralizaciéon en el

medio de cultivo.

No mas del 20% de los cultivos celulares pueden desecharse por razones no

especificas.

ESTERILIDAD. Un volumen de por lo menos 10 mL de cada cosecha individual se

utilizara para demostrar la ausencia de bacterias, hongos y micoplasmas.

CONSISTENCIA DE LAS CARACTERISTICAS VIRALES. Se debera demostrar la
consistencia de las caracteristicas virales, por las pruebas rct40 o MAPREC. (FEUM
132 Ed., 2021).
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GRANEL MONOVALENTE

Se prepara mezclando las cosechas individuales aprobadas del mismo tipo de
poliovirus. El granel monovalente que provenga de lineas celulares continuas puede ser

purificado. Cada granel se pasa a través de un filtro clarificador.

Solo el granel monovalente que cumpla con los siguientes requisitos, podra ser utilizado

para preparar el granel final de la vacuna.

IDENTIDAD. Cada granel monovalente estara identificado como un tipo de poliovirus,

usando anticuerpos especificos o por algin método molecular aprobado.
CONCENTRACION DE VIRUS. Usar el método descrito para titular la vacuna.

Esta concentracion se toma como base para formular la vacuna final a granel, calcular la
cantidad de virus que se va a usar en la prueba de neurovirulencia y para establecer y

vigilar la consistencia de la produccion.

MARCADORES GENETICOS. Puede aplicarse cualquiera de los dos métodos

siguientes:

rct40. Determinar a capacidad de multiplicacion del poliovirus del granel monovalente a
36 y 40 °C en comparacion con el lote semilla de virus o con una preparacion de

referencia apropiada del mismo tipo de poliovirus rct40 positiva y rct40 negativa.

La variacién en las temperaturas de incubacién no sera mayor a +0.1°C. El granel
monovalente pasa la prueba si el titulo que se determina en ambas preparaciones, la
muestra en prueba y la referencia a 36°C es por lo menos 5.0 logaritmos mayor que el
gue se determine a 40°C. Si el titulo a 40°C es tan bajo que no se pueda establecer una
comparacion valida, se puede usar una temperatura entre 39 y 39.5 °C, a dicha
temperatura la reduccién en el titulo de la preparacién de referencia sera del orden de
3.0 a 5.0 logaritmos de su valor a 36 °C. La reduccién minima aceptable se determina
para cada cepa de virus a una temperatura determinada. Si los titulos obtenidos para
una o0 mas preparaciones de referencia no corresponden a los esperados, la prueba

debera repetirse.

MAPREC. Puede utilizarse para establecer la consistencia de la produccién una vez que
se ha validado y se han establecido los valores normales para el estandar, asi como los
criterios de aceptacion y rechazo. Los resultados se expresaran en relacion con el

estandar internacional.
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Para el tipo 3 (472-C), el lote no tendra mas del 1% de mutantes. Para los tipos 2 y 3 los

limites de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Si el granel falla la prueba de MAPREC no podra ser utilizado para produccion y sera

necesario revisar el proceso de produccion.

NEUROVIRULENCIA. Cada granel monovalente cumple con la prueba de

neurovirulencia para vacuna antipoliomielitica oral.

Si la produccién de vacuna ha demostrado consistencia de calidad en la prueba de
neurovirulencia en mono, podra utilizarse como alternativa la prueba en raton

transgénico.

ESTERILIDAD. Cumple los requisitos.

Los graneles monovalentes de Poliovirus tipo 1 6 3 se preparan mezclando vy
clarificando las cosechas individuales aprobadas de un mismo tipo de Poliovirus. La
cosecha individual es una suspension homogénea que contiene particulas virales de un
mismo tipo de Poliovirus y detritos celulares, obtenidos en un ciclo de produccién bajo

las mismas condiciones de operacion.

Una vez que se cuenta con los dos graneles monovalentes aprobados (tipo 1 y 3), se
realizan los calculos necesarios para la formulacion, en funcién de los titulos virales de
los graneles monovalentes de polio tipo 1 y 3, y en cumplimiento de las especificaciones
de la OMS y de la FEUM (FEUM 132 Ed., 2021). Cada uno de los graneles
monovalentes de poliovirus tipo 1 y 3 se descongelan y se mezclan con las cantidades
calculadas de estabilizador y excipiente en un tanque mezclador provisto de sistema de
enfriamiento y agitacion (FEUM 132, Ed., 2021).

PROPAGACION CELULAR

Los cultivos celulares de produccion se preparan en condiciones asépticas en areas en
donde no se manejen otras células. Para el crecimiento de las células se puede utilizar
un suero animal (no humano) sin embargo el medio de mantenimiento usado para la
multiplicacién del virus no contendra suero. El medio de cultivo puede contener un

indicador de pH como el rojo de fenol y durante el crecimiento de las células se pueden
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utilizar antibioticos aprobados. Durante la produccién del virus vacunal, el sustrato
estara libre de antibidticos (FEUM 132, Ed., 2021).

SUSTRATO PARA LA PROPAGACION DEL VIRUS.

El virus se propaga en: células diploides humanas, lineas celulares continuas o cultivos
primarios de rifion de mono (incluyendo subcultivos a partir de los cultivos primarios de

células renales de mono).

Cultivos de células diploides o lineas celulares contintias utilizadas como sustrato de
propagacion de virus. Los bancos celulares cumplirdn con los requisitos establecidos en
la farmacopea (FEUM 132, Ed., 2021).

Si se usa suero de origen animal para propagar las células, se demostrara que esté libre
de contaminacién por bacterias, hongos, micoplasmas, virus infecciosos, fagos y
endotoxinas. El suero cumplira con los requisitos relacionados con disminucién de
riesgo de transmision de encefalopatias espongiformes. No se utilizar4 penicilina ni

otros beta-lactdmicos en ninguna etapa de produccién.

La tripsina para preparar cultivos celulares debera estar libre de bacteria, hongos,
micoplasma y virus, especialmente virus bovinos o parvovirus porcinos (FEUM 132, Ed.,
2021).

LINEA CELULAR VERO
ANTECEDENTES

La linea celular Vero se origina a partir de células de Rifion de Mono Verde Africano
adulto (Cercopithecus aethiops) y fue establecida el 27 de marzo de 1962, por Y. Yasura
y Y. Kawakita en la Universidad Chiba Jap6n, esta linea celular fue enviada a la
American Type Culture Collection (ATCC) en pase 113 y ha sido utilizada en diversos
estudios ya que es susceptible a virus de la poliomielitis, SV-40, SV-5, sarampion,
arbovirus, reovirus, rubéola, adenovirus de simios, virus de influenza, virus sincicial

respiratorio, vaccinia, estudios de replicacion viral y ensayos de placa.
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DESCRIPCION DE LA PRODUCCION DEL BANCO CELULAR MAESTRO

La produccién del BCM se inicia con la descongelacién de un criotubo de semilla original
de células Vero ATCC, con el que se obtiene una suspensién celular con medio de
cultivo de crecimiento, dicha suspension se deposita en una botella que se incuba por
24 horas a 37 £1°C. Después de las 24 horas se realiza un cambio de medio de cultivo y
se incuba hasta obtener un 100% de confluencia celular. Posteriormente se realiza una
serie de subcultivos hasta llegar al nUmero de pase deseado, y asi obtener una

suspension celular que se envasa en criotubos y se almacenan en nitrégeno liquido.

DESCRIPCION DE LA PRODUCCION DEL BANCO CELULAR DE TRABAJO

La producciéon del BCT se inicia con la descongelacion de células del BCM,
obteniéndose la suspension celular con medio de cultivo de crecimiento, la cual se
distribuye en botellas para cultivo celular que se incuban por 24 horas a 37+ 1°C.
Después de 24 horas se realiza un cambio de medio de cultivo y se continta la
incubacion hasta obtener un 100% de confluencia celular; se realiza la disgregacion y
propagacion de los cultivos celulares hasta el pase deseado para obtener una
suspension celular la cual también se envasa en criotubos y se almacenan en nitrdgeno

liquido.

TITULACION VIRAL
TITULACION DE VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA ORAL BIVALENTE TIPO SABIN

La prueba consiste en la titulacion de cada uno de los poliovirus tipos 1 y 3 que integran
la vacuna, por el método de microtitulaciéon en placa, utilizando un cultivo de células
HEP-2C. La microtitulacién se efectia después de neutralizar 1 de los dos tipos de
virus, con los sueros homotipicos correspondientes para dejar activo el que se va a
titular (FEUM 132. Ed., 2021).
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Procedimiento.

1. Previamente a la prueba, preparar las mezclas de sueros para titular cada uno de los
dos tipos virales y determinar la capacidad neutralizante de cada suero el cual debe

inhibir por lo menos 102 dosis infectivas.

2. Utilizar como medio de diluciéon, medio minimo esencial de Eagle en solucién salina
amortiguadora de Earle, adicionado con suero fetal de bovino al 2 por ciento (v/v), y
antibiéticos (como solucion de penicilina-estreptomicina a 100 Ul/mL y 100 pg/mL

respectivamente; o solucion de gentamicina a 50 pg/mL).

3. Preparar por duplicado una serie de diluciones con factor de dilucién constante (por
ejemplo, de 0.3 logio 0 de 0.5 logip) de la vacuna muestra y de una de referencia, en un
intervalo que dependera del titulo de la vacuna y el serotipo a titular, empleando el

medio de dilucién.

4. Colocar 0.05 mL de cada mezcla de sueros en cada pozo de una microplaca

empleando un control celular, se recomienda usar una microplaca por serotipo a titular.

5. De cada dilucion de prueba adicionar 0.05 mL por pozo, hasta completar la hilera de 8

p0Zos.

6. Para la titulacion del virus total adicionar 0.05 mL de medio de dilucién en lugar de las

mezclas de suero.

7. Incubar las mezclas entre 35°C y 36°C durante 1 h en atmdsfera conteniendo 5 por

ciento de di6xido de carbono.

8. Preparar una suspension de células con una concentracion de 100 000 células/mL.

Adicionar 0.1 mL a cada pozo de todas las microplacas.
9. Incubar las microplacas entre 35°C y 36°C por un periodo de 7 dias.

10. Al final del periodo de observacion examinar los cultivos al microscopio registrando
la presencia o ausencia de efecto citipatico (ECP) y calcular los titulos en dosis

infectivas en cultivo celular al 50 por ciento (DICCso) por un método estadistico.
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Criterios de aceptacion.

La prueba es valida si:

1. El titulo de la vacuna de referencia esta dentro de +0.5 logio de la media establecida

para esta preparacion.

2. La dosis-respuesta es gradual a las diluciones empleadas.

3. La DICCsp queda comprendida entre las diluciones de prueba, tanto para la vacuna

de prueba como de referencia.

4. El control celular no presenta citotoxicidad, ni ECP al final del periodo de observacion

(FEUM 132, Ed., 2021).

MATERIAL

Pipetas estériles desechables 1.0 mL
Pipetasestériles desechables 10 mL

Tubos estériles desechables de 10 mL
Microplacas estériles de 96 pozos fondo redondo, con tapa.
Puntas azules 1 mL

Puntas amarillas 100 mL

Micropipeta 0.1 a 1000 pL

Incubadora 36.5 °C, 5% CO:

Gabinete de Bioseguridad

Homogeneizador vortex

Medio de mantenimiento

Suspensién celular Hep-2 ¢, con 100 000 cél/ mL
Virus de referencia

Muestra de virus a titular
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METODO

10.

11.

Marcar los tubos de diluciéon como 10 2 hasta 10 ®
Agregar 9.0 mL de medio alostubos 1 a7
Descongelar la muestra de virus (0.1 mL) a titular de un serotipo.

Adicionar al virus, 0.9 mL de medio y homogenizar (dilucién 10?) utilizando el

vortex
Adicionar 1.0 mL del virus al primer tubo, con ayuda de una micropipeta.
Homogenizar la dilucion.

Repetir el proceso, transfiriendo 1.0 mL cada vez, cambiando la pipeta entra una
y otra dilucion; continuar hasta llegar al tubo 7 (Fig. 11.1).

Adicionar, a la microplaca que contiene 100uL de suspensién celular/pozo, 100
pL de cada dilucion a los pozos de las columnas 1 a 10, de las filas A — H,
inoculando 20 pozos por dilucion (Fig. 11.2).

Adicionar 100uL de medio de mantenimiento a las hileras 11 y 12 que seran el
testigo celular.

Realizar la prueba por duplicado.

Seguir el mismo procedimiento para procesar la referencia.

DILUCION
1.0mL

MEDIO
S.0mL

DILUCION
DEL VIRUS -2.0 -3.0 -4.0 -5.0 -6.0 -7.0 -8.0

EAVAVAVAWAWAVAY

Preparacion de las diluciones del virus.
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Ejemplo de los resultados de titulacion.

METODO DE SPEARMAN-KARBER

Este método se basa en una idea originalmente propuesta por Spearman (1908) y mas
tarde desarrollada por Karber (1931), y sélo es apropiado para el calculo del punto final

al 50 por ciento y, en ciertos casos, su intervalo de confianza.

El calculo tiene analogia con el utilizado para determinar la media en una distribucion de
frecuencias agrupadas, aunque no es idéntico, ya que, al acumularse, las proporciones
de reactores provienen de diferentes grupos de unidades de prueba. Aunque se
recomienda que siempre que sea posible, se utilicen dosis igualmente espaciadas en
una escala logaritmica y nimeros iguales de unidades de prueba por dosis, el método
admite la posibilidad de utilizar tanto diferentes intervalos entre logaritmos de las dosis,
como numero de unidades de prueba desiguales (ecuacion 1). Para que la férmula de
deSpearman y Karber sea aplicable, es necesario usar un intervalo de diluciones lo
suficientemente amplio para incluir tanto la dilucién a la cual el 100 por ciento de las
unidades de prueba reaccionen, como aquella a la que ninguna lo haga. Si alguna o

ambas condiciones no se cumplen, algunas veces se supone que, para un factor de
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dilucién constante, la dilucibn proxima méas alta o baja a la Ultima probada, habria
producido el resultado deseado. La extrapolacién de datos en esta forma no es muy
recomendable y solo debe emplearse en casos excepcionales; es preferible repetir el

ensayo con un intervalo de diluciones mas apropiado (FEUM 132, Ed., 2021).

CALCULO DE TiTULO VIRAL POR LA FORMULA DE KARBER
Log DICC50=L —d (S - 0.5)

Donde:

L= log de la dilucién mas baja utilizada en la prueba
d=diferencia entre una dilucion y otra

S=Suma de las proporciones de “pozos positivos” (cultivos que muestran efecto
citopatico)

Para este ejemplo:
L=-50;d=1.0;S=1+0.65+0.45+0=2.10;
Log DICCs = -5.0-1(2.10-0.5)

Log DICCs = - 6.60

Titulo Viral = 10 8%° DICCso / 0.1 ml

EVALUACION DE RESULTADOS DE TITULACION
La prueba deTitulacién se considera valida si:

e Los controles de células (CC) se observan sanos (sin ECP ni efecto

citotoxico).
e Larespuesta de ECP es gradual de acuerdo a las diluciones.

e Las diluciones incluyen lecturas de 0% y 100% de ECP.
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e Las diferencias entre las dos titulaciones de cada serotipo de la vacuna de

referencia son menores de 0.5 logip DICCso.

e El titulo promedio de la referencia queda dentro de + 0.5 logioc DICCso de

aquellos establecidos para ella.
o Ladiferencia entre las dos titulaciones de la vacuna en prueba no es mayor

e de 0.5 logi DICCs para cada serotipo.

PRUEBA DE HERMETICIDAD

Esta prueba se basa en la aplicacion de vacio (diferencial de presion) en los envases
goteros en los que esta contenida la vacuna. Si los envases no son herméticos al aplicar
vacio, saldra aire, y al suspender dicha presion, podra penetrar la solucion colorante en
la que se encuentran inmersos.

La prueba se llevé a cabo utilizando 20 goteros de cada lote de vacuna monovalente y 3
L de solucién de cristal violeta al 1%; cada lote se proces6 de forma individual en la
Estufa de Anaerobiosis (marca Nacional, modelo 3640.6, serie DAS).

PRUEBA DE IDENTIDAD

El método de identidad se basa en la neutralizacion de poliovirus por la presencia de
anticuerpos especificos para el tipo de poliovirus en analisis (tipo 1, tipo 2 o tipo 3); el
resultado es la ausencia del efecto citopatico tipico de poliovirus en las células sensibles
o la disminucion del titulo.
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