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RESUMEN

La plasmaféresis, método de sangrado que por primera vez se
realiza en México en el Instituto Naciomal de Higiene, incremen
ta en un 300% la produccion de Sueros Hiperinmumes de uso --
kumano, logrando ademds una reducciom de smuertes por intoxica
ciones y degemeraciomes del Afgado, baro y médula dsea. Es-
necesario elabovar aceriadamenie cada uno de los ontigenos wutili
zados en las inmunizaciones, por eso se ha detallado en este -
trabajo los méodol de produccién de los sueros Amtialacrdn, -
Antidiftérico, Antirrdbico, Astitetdnico y Antiviperino.

Con la plasmaféresis, el tflulo aumentd comsidevablemente, redi
tuando en una mejor protecciom para el indviduo.

La funcion que desempedna el Médico Veterinario es esencial -
para el buen logro de las lnnmdxc.zciones en la produccion de -

sueros hipevinmumes de uso humano a partlr de eqeinos.



I. INTRODUCCION




Las técnicas de produccion de suevos hipevimmunes obtemidos a -
través de equinos previamente seleccionados para tal fin, han sido repor

tadas por la O.M.S. desde hace muchos aflos. En algunas ciudades del

Sudeste de Asia se preparaban dichos productos com téemicas muy vudi- -
mentarias que consistian en inocular caballos con antigenos de rabia, té-
tanos y serpiemies principalmente, y sangrarlos a suevo obteniéndose can
tidades muy reducidas del producto final.

La demanda de estos productos enm aquellos lugares, aunada a la
escaseéz de caballos aptos pava tal fin, fueron las causas dominantes -
para que dichas tdcmicas se fueran modificando al paso del tiempo, a fin
de obtener mayor cantidad de producto sin producir lesiones degemerati--
vas y que permitievan al mismo Hempo alargar la vida iitil sérica de los
caballos. No fué sino hasta el aflo de 1960 que en Massachussels se -
convino en sangrar a los caballos a PLASMA y oblener ¢l paquete celular
de cada uno de los mismos, para ser transfundido nuevamente y poder -
ds ésta manera, oblener sangrias durante 3 y 4 dias conseculivos, sin -
alterar la médula dsea, el higado y el bazo, a éste procedimiento se le
conoce actualmente con el nombre de PLASMAFERESIS.

En México, en el Instituto Nacional de HNigiene por vez primera -
se ha llevado a cabo dicho proceso en los equinos destinados a obtener -

sueros de uso humano contva Alacrdn, Crdtalo, Difteria, Rabia y Téta- -

nos, incrementdndose la produccion en un 300% en cuanto a producto fi~

nal.




Dentro del mecanismo de trabajo de dicho Instituto, merece por su
imporiancia mencidn especial la actividad del Médico Veterinario Zootec-
nista, principalmente en cuanto a las funciones que debe realizer para -
Uevar a cabo dichas técnicas.

Para lograr el mayor provecho de los equinos y un conlrol indui
dual mds completo de los mismos, tomando como base la funcion zootde
nica a que esldn destinados en el Instituto, las actividades del Médico -
Veterinario Zootecnista deben abarcar 3 aspectos Sfundamerdales:

1.~ Aspecto Médico Zootécrico
2.~ Aspecto Médico Samitario

3.- Aspecto Médico Cliitico espectfico

1.- ASPECTO MEDICO ZOOTECNICO.- Dadas las aptitudes de los caba

1los segun la raza, variedad y caracteristicas individuales, algumos po--
seen cualidades para el tirvo, silla, carreras, polo, salto, -eic.; la elec-
cion de nuestros caballos ya que se trata de "ANIMALES DE LABORATQ
RIO", dependerd de una buena seleccidn, tomando como base caracteris-
ticas especificas que deben rewnir para tal fin.

a).- RAZA

La raza en si" no es factor determinante en ruestra seleccibn, min cuan-

do se ha visto (caso excepcional) que un equino raza Pura Sangre Inglés,

produjo en menos de 4 afos 384 litros de smgre. Se recomiendan enton

ces aquellos equinos que revinan las siguientes caracterislicas: buen peso

(aproximadamente 400 Kg.), gran desarrollo muscidar en lodas sus ve- -




giomes, masas musculares bien definidas, resistenes, nobles, de fdcil
alimentacion y sanos.

b).- EDAD

Es el factor mds impo'rtﬁnte para la seleccidn de caballos destinados a -
la produccion de sueros; se vecomiendan animales que lengan edades com
prendidas entre los 5 y los 10 ailos, debido a que antes de los 5 afos -
no tienen la resistencia, ni el volumen sangutheo requerido como para -
resistir en un momento determinado la extvaccion de 20-30 litros de —
sangre, y al contrario un equino de mds de 10 afos presenta sus resis-
tencias disminuldas y tardard mds tiempo en reponer sus energias y la

cantidad de sangre que se le haya extraido. ie vida itil sérica de un
caballo hasta los 10 afios es mayor que la de un adulto mayor.

c).- ALZADA

Se recomiendan animales de alzada emtre 1.50 y 1.60 metros pelo a tie-

rra, ya que amimales menores de 1.50 mts. repregentan menor volumen

de sangre.

d) .- SEXO

Se prefiere al macho castrado por su temperamento mds apacible, las -
yeguas no convienen por la pérdida de tiempo que representa su posible
gestacion en 1n periodo de inmunizacion.

2.- ASPECTO MEDICO SANITARIO. Este importante capllulo nos indica

que desde antes de introducir los caballos a las (nyecciones a que deberdn

ser somelidos, se tomardn medidas higiénicas y profildcticas para el buen




logro de las inmunizaciones y sangrias a que estdn destinados, ldgica- -
mente es de gran importancia tomar en comsideracidn las instalaciones -
con las que cuenta actualmente el Instituto.

3.- ASPECTO MEDICO CLINICD ESPECIFICO. Este aspecto trvata del

diagn6stico, prendstico, tratamiento y profilaxis de las lesiones anatomg
patoldgicas especificas que se presenfan en log equinos destinados a la -
produccion de sueros de uso humano, asi como de todos aquellos padeci-

mientos no relacionados con los procesos inmunolégicos a que esidn suje
tos dichos animales.

Lo expuesto anteriormente se concreta a mencionar algunos de los
procesos que el Médico Veterinario desarrolla en técnicas y trabajos tan
importantes para la conservacion de la salud humana, tomando como ba-

se los productos bioldgicos que en el Instituto ge elaboran.




II. MATERIAL Y METODOS
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METODO DE PRODUCCION DEL SUERO ANTIALACRAN

Obtencion y conservacion del veneno.

1.-

Obtencion de gldndulas. En la actualidad, las gldndulas de ala-

crdn son enviadas al Instituto Nacional de Higiene (I.N.H.) por
personas especializadas en la captura del ardenido. Las gldn—
dulas son examinadas minuciosamenle en forma macroscépica y
a la vez por su cardcter l6xico, elimindndose las que no llevan

los requisitos necesarios, principalmente de potencia téxica.

Control del veneno.

a) Preparacion.- Se hace una mezcla de las~gldndulas de las -

diferentes especies: 50% de Durango (Centruroides suffussus
suffussus Pocock), 40% de Nayaril (C. noxius Hoffmanm), 10%
de Guerrero (C. limpidus limpidus Karseh).
Los telson se lavan con agua destilada estéril durante 10 minu-
tos, las gldndulas se resuspenden en soluctdn salina al 0.85% -
estéril y con pH de 7.2 y son triturados en wimortevo. La sus
pension obtenida se cenirifuga a 3000 r.p.m. durante 15 minu—
tos, el sobrenadante se recolecta y el precipitado se resuspen-
de en solucion salina y es centrifugado nuevamenie, esta opera-
cidn se repite 5 veces.
De acuerdo al criteric sequido en los mihimos requerimienios -
(U.S. Departament of Health and Welfare) el anligeno obtenido -




se meacla con glicerina volumen a volumen, adicionando mer--

thiolate 1: 3000. El veneno preparddo es conservado a una tem
peratura de 4°C.

b) Potencta de vemenos (DLSO)'

Este método permite determinar la potencia de los venenos -

de alacrdn y serpiente como dosis letal media (DLgy) que -

corresponde a la minima cantidad de veneno capaz de matar

al 50% de la poblacion sometida a la prueba. Ulilizar el -

' procedimiento estadistico de Reed y Muench eliminando asi -
un factor biolégico de sensibilidad 6 resistencia al veneno

por parte de los animales en experimentacidn.

DETERMINACION DE LA DLj5g
Material

5 Frascos dmpula de 25.0 ml con tapén de hule
3 pipetas de 1.0 ml graduadas en 0.01
4 pipetas de 5.0 ml graduadas en 0.1
2 pipetas de 10.0 ml graduadas en 0.1
Etiquetas

Papel aluminio

Balanza analitica

Espdtula

2 Agujas del No. 27x13 mm.

2 Jeringas de 1 ml




Torundas de algodon
Tablas logaritmicas

4 Jaulas chicas

1 Pinza de mosquito

1 soporte metdlico

1 Trampa para ratdn
Solucién Salina al 0.85%
Veneno para titular

Ratones de 18 a 20 g.

1) Diluir el veneno usado como diluyente solucidn salina al 0.85%
En el cuadro siguiente se muestra un ejemplo de las diluciones
que pueden hacerse, aunque en éstas varia de veneno y a veces
es necesario hacer mds de dos determinaciones antes de encon

trar el Hlulo exacto del veneno.

Las diluciones deben efectuarse de acuevdo con un factor de -

dilucion comin para todas ellas:

TUBO M1. DE VENENO _Ml. DE §.S.

DILUCION
1 0.1 4.9 1; 50
2 0.1 7.4 1: 75
3 0.1 11.1 1: 112
4 0.1 16.7 1: 1687

2) Inocular 6 ratomes por dilucién con 0.5 ml por via endovenosa.

3) Observar endve las 2 y 24 horas después de la inoculacion,




amotando los muertos y sobrevivientes de cada dilucion. Hacign
do uso del protocolo anexo.

Cliculos.~ La dosis letal media se calcula por el M&odo de
Reed y Muench: '

DL = Log. D.M. - Log. F.D. x 50% - Pm

x
PM - Pm

DM = Dilucion inmediata inferior al 50% de mortalidad
FD = Factor de dilucién

Pm = Proporcitn inmediala inferior al 50% de mortalidad

PM = Proporcitn inmediata supevior al 50% de mortalidad

El flitimo miembro de la férmula se le designa como distancia
proporcional (D.P.).

Dilucion Muertos Vivos A .Muevrios A Vivos Mort/Total % Mort.
1: 50

6 0 13 0 13/13 100
1:75 5 1 7 1 7/8 87
1: 112 2 4 2 5 /7 28
1: 1687 0 6 0 11 o/11 0

50- Pm = 50-28 _ 22 _
Dpp. =2L2m D.P. = =£2 = (.37
P PM-F é sea P 7 0.3

Substituyendo en la férmula:
DL50 =2.0492 - 0.172609 x 0.37
DLgy = 2.0492 - 0.651 = 1.9841
Antilog. de 1.9841 = 9640
96.40 - 0.5 ml

x - 1.0ml



.-

=96.4x10
* 0.5

DL 50/ml = 192.8

Obtencidn del Suero.

Los caballos de nuevo ingreso som inoculados con 10 ml de Toxolde
Teldmico ¥ permanecen en obsevvacion durante 40 dias.. Los caba-
llos destinados a éste tipo de trabajo deberdn tener una edad de 6
a 9 aflos, estar perfectamente sanos y libres de enfermedadea tales
como tuberculosis, muermo, gurma, fiebre de embarque, etc., ast
mismo ser vacunados cuando lo amerite contra la encefalitis equina.
Los venenos deberdn ser inoculados subcutdneamente en la region -
costal.

La nda intramuscular es inconveniente por las extensas -

necrosis que provocan y por la insuficiente respuesta inmmunoldgica.

1.- Esquema de inmurnizacion.

El esquema de inmunizacion se divide en dos: base y refuerzo,

éste ltimo es repetido posteriormente en las reinmunizaciones

a) Esquema base: Consta de 8 indculos con un lapso de 26 dias,

stendo los dos primeros el antigeno mezclado con adyuvanie
y las 6 restantes al antigeno soluble.
Las sangrias de prueba se realizan a partir del 6° dia des-

pués del dltimo indculo y de acuerdo a la potencia oblenida,

la cosecha se inicia el 7°, 8°, 9° y 10° dia.



16
18
20
22
24
26
32
33
M
35

36

INOCULO

50 DL 50 en 20 ml con adyuvante completo de Freund

50 DL 50 en 20 ml con adyuvante incompleto de Freund
50 DL 50.en 20 ml
75 DL 50 em 20 ml
75 DL 50 en 20 ml

100 DL 50 em 20 ml

125 DL 50 en 20 ml

150 DL 50 en 20 ml

Sangria de prueba = S.P.

S.P. y Cosecha

b) Esquema refuerzo.

Terminado el esquema base 10s caballos descansan de 6 a 8

semanas, posteriormente se reinician las inoculaciones con

el esquema refuerzo que es el siguiente:

DIAS
1

3
5

~N

INOCULO

100 DL 50 en 20 m!
100 DL 50 en 20 ml
150 DL 50 en 20 ml

200 DL 50 en 20 ml



DIAS  INOCULO

9 200 DL 50 en 20 ml
17 S.P.

18 S.P. y cosecha

19 " "
20 1" "
21 " 7"

Las inoculaciones del antigeno se realizan en forma fracciona-

da (4 sitios de 5 ml c/w).

2.~

Determinacion de la_potencia del suevo antialacrdn DE 50.
Generalidades.- La potencia del suero antialacrdn se mide -
determinando la capacidad protectora de un antisuero comtra -
él efecto letal del veneno de alacrdn y se determina cuantit a-
Hivamente anadiendo el antisuero a una solucién de venenos de
titulo conocido (12 LD 50/ml) e inyectando posteriormente la

mezcla.

La dosis efectiva (DE 50) se calcula por medio del método -
estadistico de REED y MUENCH,

Material

Veneno recientemente titulado en LD 50 (gencralmente se acostum
bra hacerlo el mismo dia de la prueba).

Suero antialacrdn liquido o liofilizado

5 Fcos. de 25 ml con tapén de hule

4 Fcos. de 5 ml con tapén de hule




3 pipetas de 1.0 ml

4 pipetas de 5.0 ml

3 pipetas de 10.0 ml
Solucidn salina al 0.85 %

Etiquetas, espdiula y papel aluminio
4 Jaulas chicas

Soporte y trampa para ratones

2 jeringas de 1.0 ml

3 agujas del No. 27 x 13 mm

1 pinzas de mosquito

Torundas con alcohol

Tablas logaritmicas

28 ratones de 18-20 g.

Procedimiento

1) Hacer diluciones seriadas del suero problema polivalente conser
vando un factor de dilucion constante.

2} Tomar 2.0 ml de cada dilucién y mezclar con un volumen igual
de veneno de reto, con una concentracion fija de 12 DL 50/ml.

3) Incubar la mezcla una hora a temperalura ambiente con el fin
de que se equilibre el proceso de neutralizacion.

4) Inyectar 0.5 ml de las mezclas a grupos de 6 ratones por cada
dilucion en la vena caudal.
5) Observar el efecto protector del suero, a las 24 hovas después

de la inoculacién, anotando el mimero de sobrevivientes y de muerios.




Cdiculos

CaW la DE 50 por el método de Reed y Muench como se mues-

tra en el ejemplo siguiente:

Dilucion del vemeno de reto 192.8/12(Dil. 1:16), que contiene -

12 LD/50 ml.

Diluciones del suero

“FRASCO

DILUCION MI. SUERO Mi. de S.S.
A 1:4 1.0 mi 3 ml
B 1:6 1.0 ml 5 ml
C 1:9 1.0 ml 8 mli
D 1:13.5 1.0 ml 12.5 ml

Factor de dilucion = 1.5

Preparacion de la mezcla de veneno- suevo:

Ml. SUERO DILUIDO

Ml

VENENO RETO

2ml de A
2 ml de B
2mlde C
2mlde D

2 ml
2 ml
2 ml
2 ml

Incubar todos los frascos a temperatura ambiente. Protegerlos de
la luz durante una hora.

Dil. Muertos Vivos A.Muertos A.Vivos Morlalidad % Mortalidad
1:4 0 6 0 11 0/11 ]
1:6 3 3 3 5 3/8 37
1:9 [} 2 7 2 7/9 77
1:13.5 6 0 13 [/ 13/13 100




D.P. - 0.32
Log. F.D, = 1.5 = 0.17609

Log. de la dilucidn inferior al 50% = 0.7782

Férmula: DE50 = Log. dil. 50% M. Log. F.D. (D.P.)
Substituyendo en la férmula:

DE50 = 0.7782  0.17609 (0 32)
DE 50 = 6.831

Antilog. DE50 = 6.831

1/6.8 = 0.147

Si 0.147 ml de suero neutralizan a 12 DL 50 entonces 1.0 ml de
suero newtraliza X DL 50

X = 81.6

Reporte: Un mililitro de suero neutraliza 81.6 LD50 de veneno
de alacrdn.

I, Concentracidn y Purificacion del Suero.

A partir del plasma obtenido de los esquemas de inmunizacién antes

mencionados, se inicia el proceso de concentracion y purificacidn -

de globulina, por medio del método de SULFATACION (Salting cut)

que a comtinuacién se describe:
1.~ Técnica de proceso (sulfaacion)

Precipitacion I (al 23%).- Eliminacién de la fibvina, A cada litro

de plasma se le agregan 298 ml dc sulfaio de amonio sobresalura

do, a pH 7.0 con agitacion y a 4°C.



Filtracion del precipitado. El precipitado se filtra, se mide el vo-
lumen del sobremadante.- El precipitado se desecha.

Precipitacion I (al 60%).- Oblencion de globulinas.

Por cada litro
de sobremadamte se agregan 1.2 Us. de sulfato de amomio de pH 7.0.

Se agita mientras se agrega el sulfato y se mantiene sobresaturado
a temperatura de 4°C.

Filtracion del precipitado II.  Se cosecha el sobrenadante y se pesa
el precipitado seco.

Lavado del precipitado (60%). Se prepara una solucidn de saturacion

de sulfato de amonio al 60%, y se leva el precipitado al doble del
volumen inicial.

Separacidn del precipitado HI.- Se desecha el sobrenadante y se pesa
el precipitado.

Didlisis.- El precipitado se coloca en una bolsa de papel celulosa

en el seno de agua destilada (10 veces su peso en Kg en litvos de
agua). Al diu siguiente se cambia la ddlisis a Buffer de fosfalos-

-de pH 7.0. Esta operacidn se contimia haciendo hasta tener el -

producto libre de sulfatos. La temperatura se mantiene a 4°C.

Afuste de férmula.- Se determinan protethas y cloruros. Las pro-

teihas se llegan a tenerlas a una concentracion del 13% y los clo—

reros al 0.6% con NaCl. Se agrega el cresol a temer una concen-

tracién de 0.3% y carbonato de sodio. Con estos dos reactivos se

hace una emulsion y se agrega agitando al suero.

Se ajusta el pH a 6 con Buffer de acclados; se agregan 30 g de gli-



cina por ¢/100 g de protethas y 15 de sacavosa, tambifn por la -
misma cantidad se protethas.

Clarificacidn.- Primero se pasa el suevo por tela de molino, pos
teriormente se clavifica a través de membranas de acetato de cely

losa, de distinto tamasio de porvo.

Esterilitacién.- El producto se esteriliza usando membranas de -
" celulosa e iniciando en la parte superior con 1.2 micras de porosi
dad, posteriormente 0.8, 0.45y 0.2 micras al finalizar.

Separacién de Globulinas Plasmdticas

SULFATACION
Plasma
=", SAS (23% de saturacidn
! agitacion, 4°C, pH 7
&
sobrenadante
SAS (60%) Precipitado I (fibrina)
Agitaciton, 4°C, pH 7 se desecha
|
v
Sobrenadante (albumian) Precipitado II (globulinas)
se desecha SAS (60%)
(lavado) 1
Precipitado Sobrenadante (restos de
¢ albitmina)
didlis:s Se desecha
ajuste de férmula
Clarificacién

+
Esterilizacién



Iv.

2.- Control del producto a nivel de produccion.
Obtenido el producto concentvado y purificado es sometido a las
siguientes pruebas quimicas 'y bloldg(cqs:
QUIMICAS:

Electroforesis
Proteinas
Sulfalos
Cresol
pH
BIOLOGICAS:
Esterilidad
Pirdgenos

Potencia

El producto serd envasado de acuerdo a la potencia oblevdda, es

necesario neutvalizar 150 DL 50 por frasco, adicionando un 15% -
de exceso.

Liofilizacidn del Suero.

De acuerdo a los resultados de las pruebas quimicas y bioldgicas -

antes mencionadas, se procede a envasar el producto. El llenado-

de frascos se realiza en el drea estéril de liofilizacién. Envasado
el producto se liofiliza, este proceso se lleva a cabo a lemperaturas
bajas, demtro del rango de - 40°C a inds de 40°C dentro de cajas -

herméticas en la que por medios mecdnic 0s se han oblenido vacis




V.

de orden‘ de 0.01 a 1 milimetyo de mercurio.

El fendmeno que se presemia en estas civcunsiancias es el cavhbio-
de estado déirecto de la forma sdlida a la forma gaseosa, mismo -
que se denomina "Sublimacion de una substancia” e es uno de los
fenomenos de la liofilizacidn.

E}l calentamiento es un paso necesario durante el secado de sublima
cidn ya que proporciona a las moléculas de agua, la energla veque-
rida para que aumente su energia cinélica y pueda abandonar su si~
tio original. |

Una vez terminado el proceso de liofilizacitn, el frasco se tapona
y se engargola inmediatamente.

Comtrol del Producto

El suero liofilizado y engargolado pasa a la seccion de Procesos Fi

nales, donde es eliquetado y es muestreado por comivol interno y

externo. )
Las pruebas que se realizan en el producto terminado son las siguien
tes:
Pruebas quimicas:

Humedad, identidad

Solubilidad, electroforesis

pH, volumen promedio

Concentracién de cresol

Concentracion de cloruro de sodio

Concentracién de glicina



Concentracion de protethas

Concenracion de nitrdgeno
SAidos totales

Pruebas bioldgicas:
Esterilidad
Potencia
Seguridad: 1) ratones y 2) cobayos
Pirdgenos

El prbdudo para ser libevado debe pasar por comtrol intemo del -
. INH; aprobado totalmente, es muestreado por control extermo locali-
Vzado en el Laboratorio Nacional, donde se realizan nuevamente todas
las pruebas antes mencionadas. Si el producto cubre los requisitos

minisnos, el suero puede ser liberado.



-PROCESO DE LIOFILIZACION Dt SUEROS HETEROL°GS

SuvAsE
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PRODUCCION DEL SUERO ANTIOFIDICO

‘GENERALIDADES

I. ORTENCION DEL VENENO
1.~ Serpemtario
a) ‘Orgm‘dzacim
b) Extraccidn del veneno
2.- Control del vememo
a) Preparacion

b) Potencia DL 50
}

. OBTENCION DEL SUERO

1.- Esquemas de inmunizacion

2.- Determinacion de potencia DE 50

HI. CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO

Iv. LIOFILIZACION DEL SUERO

V. CONTROL DEL PRODUCTO




Existe la presentacion de los siguientes suevos antiofidicos:

a) -Suero antibothrépico (monovalente)
b) Suevo amticrotdlico (momovalente)

¢) Suero antiviperino (polivalente)

Diferentes anmimales se han ulilizado en la produccion de los anti-
vmnos,btales como cabra, carmero, éanejos y caballos, de ellos el -
equino es el mds utilizado, ya que suministra altos niveles de anticuer—
pos, siemdo de fdcil manejo y mantemimiento y ademds de obtenerse gran
rendimiento plasmdiico.

Se ha observado que el suero antibothdpico se obtieme con cierta -
Jacilidad en periodos cortos com titulos altos, sin embargo en el suero -
anticrotdlico es mds d&ificil de obtener un buen grado de inmmunidad y so-
bre todo ser reproducible de esquema a esquema de inmunizacion.

Los sueros polivalentes se obtienen mediante la inmunizacion de -
caballos con las mezclas de venenos de crdtalo y de Bothrops. [En prue
bas de neutralizacion de reaccién cruzada con los lves sueros y los ve—
nenos de viboras mds peligrosas de México (18 especies) se ha encontra
do lo siguiente:

La reaccion cruzada obtenida de los sueros monovalentes de espe-
cie a especie es muy pobre, por lo tanto el uso de estos sueros se re—

comienda cuando existe una fduna especifica local, ya sea croidlica 6

bothrdpica sin riesgo de confundir la especie de vibora que causd el

accidente.

El uso del suero antiviperino es mds recomendable en las zonas -
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donde existe uma gvan variedad de especies de vibovas dificullando asi su

identificacion. Se ha observado a mivel de labovatovio una potencializa--

cidn en la respuesta oblenida en la reaccion cruzada con olros venemos,

Jendmeno que no ocurre cuando el suero se encuentya en forma monova—

lente.

1. OBTENCION DEL VENENO

1.- Serpemtario

a)

b)

Organizacién.- Sélamente el persomal previamente entvenado debe

realizar este tipo de trabajo. No debe permitirse la presencia de
extrafios en el drea de trabajo, pues comstituye un factor de dis—
traccidn, incremertando la posibilidad de ocurrir accidentes.

Las serpientes deben permanecer em cajas individuales, a una tem
peratura de 26 a 28°C, y una humedad relativa de 60%.

Los terrarios deben lavarse peribdicamente con agua y jabdn, uti
lizando ademds desinfectantes.

Exiraccién del veneno. Las serpientes se inmovilizan mediante -

ganchos, se inyectan por la cabeza y se hacen morder una copa -

de cristal recubierta con tela de molino.

El veneno oblenido es centrifugado inmedidltamenle para eliminar -

el precipitado amorfo y atéxico que se forma. El sobrenadante -

se decanta y se envasa en frascos donde se congela a 4°C y se

lofiliza para su mejor conservacién.

Cada frasco debe estar perfectamente roluludo indicando mimero -

de frasco, especie y fecha de extraccién.




2.- Control del vemeno
a)

b)

Preparacwn.- Las especies de viboras uilisadas en la elabovacion
de los sueros antioffdicos son: Crdlalus bassiliscus, y Bothrops asper.
Al trabajar los venenos liofilizados debe exigirse el uso de cubrebocas ‘
y guanies, para evitar su inhalacion, ya que con mucha frecuencia
induce hipersenssbilidad. A pavtir del veneno lofilizado se prepa-

ra una solucién al 2% en S.S. al 0.85%, que posteriormente ¢s

mezclada volumen a volumen con glicering, adicionando finalmente

el merthiolate (1:3000). En esta forma se conserva en refrigera—

ddn en un recipiente perfectamente cerrvado. Se ha observado que

en el lapso de 2 meses su polencia se mantiene estable.

Potencia del veneno (DL 50).- Al igual que la pomgofia de alacrdn,

los venenos ofidicos se determinan en polencia en DL 50 correspon-
diendo a la minima cantidad de vemeno capaz de matar al 50% de
la poblacion sometida a la prueba, ulilizando posteriormente el mé

todo de Reed y Muench para valorar la delerminacidn realizada -

como se explicé anleriormente. Generalmenle las potencias oble-

nidas a wna concentracion del 1% son las siguientes:

Crdtalus bassiliscus b. 140 DL 50/ml

Bothrops asper 1200 DL 50/ml

II. OBTENCION DEL SUERO

Se requieren caballos en buen estado de salud cuya edad oscile de

los 6 a los 10 aftos. Inmedidtamente a su llegada se vacunan con




toxoide tetdmico, se despavasitan y cuaremtenan. Terminado este

tiempo y st no existe mingin cambio patoldgico aparenie, se dispone
a iniciar el esquema de inmumizacidn que consiste en lo siguientc:

1.- Esquema de inmunizacion.

El esquema a seguir consta de dos fases: Esquema de base y -

de refuerzo, el primero es utilizado en caballos de mievo ingre

so.
a) Esquema base.

Consta de 6 inbculos en un lapso de 22 Mus. Las dos primeras

inyecciones que se aplican a los caballos estdn provistas de

Adyuvante de Freund, mientras que en las restantes el antigeno

se suministra en forma soluble.

Las sangrias de prueba se llevan a cabo a partir del 7° dia des
pués del wltimo indeulo y de acuerdo a la potencia obtenida la -
cosecha se inicia el 8°, 9°, 10° y 11° dia.
DIAS INOCULO

1 50

8 50 LD50 en 20 ml de S.S. con Ady. incompleto de Freund
16 50 LD50 en 20 ml de S.S.
18 50 LD50 en 20 ml de S.S.
20 50 LD50 en 20 ml de S.S.
22 50 LDS50 en 20 ml de S.S.
29
30

LD 50 en 20 ml de §.S. con Ady. completo de Freund

Sangria de prueba = S.P.
S.P. y cosecha

31 S.P. y cosecha

32 S§.P. y cosecha

33 Cosecha




El adyuvante de Freund completo se aplica en una sola ocasién
debido al tipo de hipersensibilidad celular que provoca.

b) Esquema de refuerzo.

Una vez realizada la primera cosecha se procede a dejar des—
cansar los caballos de 6 a 8 semanas, al cabo de las cuales se

reinician las inyecciones con el esquema de refuerzo el cual es

descrito a conlinuacion.

DIAS INOCULO
1 100 LD 50 en 20 ml de S.S.
3 150 LD 50 en 20 ml de S.S.
5 200 LD 50 en 20 ml de S.S.
250 LD 50 en 20 ml de S.S.
10 300 LD 50 en 20 ml de S.S.
17 Sangria de prueba -~ S.P.
18 S.P. y cosecha
19 S.P. y cosecha
20 S.P. y cosecha
21 Cosecha

El antigeno es aplicado en 4 sitios por via subcutdnea.

Determinacion de la potencia del suero DE 50.

La potencia del suero es medida por su capacidad protectora -
conlva el efecto letal del veneno y se determina cuantitativamen
te mezclando concentraciones variables de suevo con cantidades
qonstarues de veneno, inyectando posteriormente dicha mezcla a

ratones de 18-20 g. de peso por via endovenosa.
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Esta determinacion se lleva a cabo en las siguientes etapas de

proceso:
@
b
c)
]

Sangria de prueba ;
Producto en la etapa inicial et!

Producto en la etapa concentracién et®
Suero liofilizado

Latitulacion se determina igual que el suero de antialacrdn.

CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO

La concentracion y purificacion de los plasmas se realiza por la -

técrica de sulfatacién, este proceso tieme una duracién a proximada

mente de 21 dinas (descrito en la produccion de suero antialacrdn).

Control del producto a nivel de produccion,

Terminado el proceso

de purificacidn, el sueroc es somelido a las siguientes pruebas qui-

QUIMICAS:

micas y bioldgicas:

Electroforesis

Proteihas

Sulfato

Cresol

Cloruros

pH
BIOLOGICAS:

Esterilidad
Pirdgenos

Potencia
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El producto es equado de acuerdo a la potencia obtenida, stemdo
necesario newdralizar:

Suero anticrotdlico: 780 DL 50 de venmeno

Suero antibothrdpico: 790 DL 50 de vemeno

Suero antiviperino: a) 780 DL 50 de veneno crotdlico

b) 790 DL 50 de veneno bothrépico
Adiciorando un exceso de 15%

LIOFILIZACION DEL SUERO

Sé el producto llena los requisitos quimicos y biol6gicos antes men-
ciomados se procede a envasar.
El llenado de frascos se vealiza en el drea estéril de liofilizacion.

El proceso de liofilizacion se encuentra explicado en el método de
produccién del suero antialacrdn.

CONTROL DE PRODUCTO

El suero liofilizado y engargolado pasa a la seccion de Procesos -

Finales donde es ecliquetado y es muestreado por comtrol intermo y

externo. St el producto llena todos los requisitos minimos (pruebas

quimicas y bioldgicas) el suero es liberado.




ANTICROTALICO, ANTIBOTHROPICO, ANTIVIPERINO y ANTIALACRAN .
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PRODUCCION DE. LA ANTITOXINA DIFTERICA

1. OBTENCION DEL ANTIGENO
a) Cultivo estacionario con medio Muller
b) Cultivo estaciomario con medio Martin

¢) Control del veneno

If. OBTENCION DEL SUERO
a) Esquema base

b) Esquema refuerzo
III. CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO
IV. LIOFILIZACION DEL SUERO

V. CONTROL DEL PRODUCTO



OBTENCION DEL ANTIGENO

Las toxinas y toxoides diftéricos utilizados en la inmumizacion de los
caballos son obtemidos por dos métodos:

a) Cultivo estaciomario con medio de Muller y Miller, elaborado por
el Labowitorio de Diftéria.

b) Cultivo estacionario con medio de Martin el cual se lleva a cabo

por sueros.

A) Cultivo estacionario medio de Muller y Miller
Elaboracion del medio Michigan
a) Pase de la semilla liofilizada a tubos
b) Resiembra cada 48 hs.
Preparacion del medio Muller y Miller
a) Envase
b} Esterilizacién
Preparacion de la mallosa
a) Tindalizacidn

b) Adicién al medio Muller

Siembra de Corynebacterium diphteriae al medio Muller en garra-
fones de 20 Us.

a) Incubacion
Obtencion de la toxina
a) Decantacién

b) Clarificaciéon y ajuste de pH



Obtencion del toxoide
a) Adicion de femol
b) Ajuste de pH durante 5 dias
¢) Clarificacidn
d) Filtracidn estéril

Mantener en refrigeracidn una semana para checar esterilidad en

B)

éste lapso, posteriormente llevar a la estufa durante 30 dius para
la destoxificacion.

Cultivo estacionario- Medio Martin.
Mezcla de mutolizados de estébmago de cerdo con la infusion de -
ternera (medio Martin).

La siembra del microorganismo se lleva al igual que con el medio
Muller, ast como la obtencién de la toxina y toxoide.

Este medio es excelente en la obiencibn de los antigenos para

inmunizacion de los caballos y no debe wilizarse para usc humano

MEDIO MARTIN

Estomagos frescos desangrados y picados.

11 Kgs. de carme, 31.5 lts. de agua, 515 HC1 concentrado, calenlar
a 60°C/24 hs. /10 minutos.

Llevar a 50°C /24 hs. com agilacién constante.

Inactivar a 95°C /10 minutos.

Sifonear y mantener 4°C /24 hs.

Sifonear y filtvar (papel himedo) 4°C /12 hs.

Alcalinizar a pH 7.4 y llevar a 95°C /1 hora
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-Filtrar con algodén y mantener a 4°C/12 hs.

Adicionar 10 g. de levadura/1 litro de medio y calentar a 35°C
40°C /3 hs.

Llevar a 70°C y ajustar a pH 8

Ternera

600 g. de temmera limpia y picada en un litro de agua
Reposar 4°C durante 12 hs.

Hervir durante 10-15 minutos

Filtrar, esterilizar a 115°C /45 minutos

Ajustar a pH 8; hervir a 70°C el agua de carne (termera)

1 parte de termera mezclarla en 2 partes de agua peplonada
Después a 80°C y ajustar a pH 8

Llevar a 95°C /10 minutos y filtrar

Adicionar 7 g. de acelato de Na/1 lIt. de medio
Esterilizar a 115°C /30 minutos

C) Control del antigeno

Se determina esterilidad, atoxicidad, potencia y pruebas quimicas.
La potencia se determina "in vilro" por la técnica de Lf y "in vivo"
por la determinacion en Lf/10 realizada en cuyes 6 conejos.

Titulacidn en Lf .- La determinacion de la unidad de floculacién

(Lf/ml) se define como la cantidad de toxina que flocula mds rdpida-

menie con una wntdad de antitoxina.




1.

La titulacion de las Lf pevmite comocer la antigenicidad tomto de to-

xoides como toxinas, sin tener que usar animales,es una prueba rd-

pida pevo costosa y reproducible. Es aplicable a sistemas homdlo—
gos de toxima y amitoxina.

OBTENCION DEL SUERO
Para obtener una buena prod;a:cidn de antitoxina diftérica, es impor-
tante tomar en cuenta lo siguiene:
a) Los caballos deberdn temer una edad de 6 a 9 aslos.
b} Serdn seleccionados exclusivamente aquellos que al primer estiiny
lo con toxoide d&ftérico, su respuesta sea no memor a 20 Ul
c) El antigeno debe obtemerse de preferencia a partir del medio Martin.
d) El gel de aluminio es utilizado como adyuvante en la inmunizacion,
e} Es importante inyectar en forma fracciomada los indculos, en el -
lomo del caballo y por via subcutdnea.
A) Esquema base.
Tiene una duracién de 52 dias, terminando ¢l esquema se procede
a realizar la sangria de cosecha por plasmaféresis durante 3-4
dias.
DIAS ANTIGENO
1 5 ml de toxoide diftérico + 5§ ml de gel de aluminio
35 10 ml de toxolde diftérico + gel de aluminio (g.a.)
38 20 ml de toxoide diftérico + g.a.
40 40 ml de toxoide diftérico + g.a.

42 80 ml de toxoide diftérico + g.a.
44 50 ml de loxina diftérica + g.a.



DIAS  ANTIGENO
52 60 ml de ioxina diftérica + g.a.
59 Sangria de prueba (S.P.)
60 S.P. y cosecha
61 S8.P. y cosecha
62 S.P. y cosecha
63 S.P. y cosecha
Terminado el esquema base, los caballos se dejan descanzar de 6 a

8 semanas y posteriormente se reinicia la inmunizacion conforme al
esquera que a continuacion se indica:

DIA  ANTIGENO

-

20 ml de toxoide + g.a.

3 40 ml de toxoide + g.a.

5 80 ml de toxoide + g.a.

8 50 ml de toxoide * g.a.

18 60 ml de toxina + g.a.

25 Sangria de prueba

26 Sangria de prueba y cosecha
27 Sangria de prueba y cosecha
28 Sangria de prueba y cosecha
29 Sangria de prueba y cosecha
Determinacion de la potencia del suero. Unidades Imternacionales/ml.
La prueba determina el mimero de unidades protcctoras por mm.

Una
unidad de antitoxina es aquella dilucion que cn presencia de un Lf/ml
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dcfoxim mcddwmmdearudenncddual sér inoculado al co-
bayo 6 comejo. La titulacion debe llevarse em forma comjumta com um
suero standard referencia.

II.- CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO
1) Técnica de proceso.

Se lleva a cabo por medio de la sulfatacion
2) Control del producto a nivel de produccidn
El producto concentrado es muestreado por comtrol bioldgico para
determinar la prueba de esterilidad y pirdgenocs, mientras que en
control quimico se realizan las pruebas de rutina que som:
Protethas
Electroforesis
pH
Cresol
Sulfatos y
Cloruros
La potencia se realiza en el laboratorio de sueros detéminando
las unidades internacionales por mililitro y de acuerdo a la poten

cia obtenida se envasa el producto en 10,000 UI por dosis, con
un exceso del 15%.

1V. LIOFILIZACION DEL SUERO

Hablendo cumplido todos los requisitos antes mencionados el producto
se liofiliza.



CONTROL DEL PRODUCTO

Control interno

El producto liofilizado es posteriormente etigquetado, es muestreado
por control interno (INH), donde es sometido a las pruebas quﬂnicds
y bioldgicas ya mencionadas, cumplidas estas especificaciones, es -
rmuestreado a su vez por comrol externo (INH), donde se determinan

estas pruebas. El producto es liberado cuando el resultado de las -
pruebas son satisfactorias.
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. PRODUCCION DE LA ANTITOXINA TETANICA

I. OBTENCION DEL ANTIGENO

a} Comtrol del antigeno

Il. OBTENCION DEL SUERO
1) Esquema de immunizacion
a) Esquema refuerzo
2) Determinacion de la potencia del suero. Umidades

intemacionales por mililitro.

Ill, CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO

IV, LIOFILIZACION DEL SUERO

V. CONTROL DEL PRODUCTO



La obtencidn de la antitoxina tetdwica al igual que los productos antes

mencionados, es a partir de caballos hiperinmunizados contra la toxina de
Clostridium tetani.

1. OBTENCION DEL ANTIGENO

La toxina y el toxoide tetdnico se obtiene en el laboratorio de Anaero
bios, donde wutilizen el medio de Lathan (medio modificado de Muller

y Miller) y el de Martin que es un autolizado de estémagos frescos
de cerdo, adicionando la infusién de ternera.

PRODUCCION DE TOXINA Y TOXOIDE
TETANICO, UTILIZANDO EL MEDIO
LATHAN ¢ MARTIN

Rekidratar vial sembrar tioglico
lato 48 hs. /35° C.

Pase a medio La_ than 6
Martin 6 dias/35°C

Mantener 3 dias/4°C

Centrifugar, filtrar
adicionar formol 8 ml/lt. 23 dias toxina
a 37°C
Determinaciones:
Filtrar

DMM, Lf, esterilidad
Adiclonar merthiolate
afustar pH 7

Concentracién por ultrafiltracién

Determinactiones:
Lf, esterilidad, atoxicidad



Se ha observado claramente que los antigenos obtemidos a partir del
medio Martin son mds aligénicos induciendo a su vex uma respuesta

inmunoldgica mayor y mds rdpida en los caballos a los cuales se les

aplica.

a) Control del antigeno
El control que se lleva a cabo en los antigencs teldnicos con la -
DMM, Lf/10 y la titulacién "in vitro' de Lf, basdndose geneval—
mente en ésta iltima para la inmmurizacion de los caballos.
La técnica de titulacion de Lf es la siguiente:
Diluir la entitoxina tetdnica patrén Lf, a tener 50 Lf/ml usando -
como diluente amortiguador de fosfatos pll 7 a 7.4. En tubos de

ensayo colocar las siguientes canlidades (ml) de antitoxina, amor-

tiguador de fosfatos y toxina:

TUBOS 1 2 3 4 5 6
Antitoxina 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80
A.Fosfatos 1.2 1.10 1.0 0.90 0.80 0.70

Toxina 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Agitar e incubar en bano maria a 50°C

Leer continuamente a través de una ldmpara para observar mejor
la floculacion.

Anotar el tubo donde se observe primero el floculo y el tiempo -

que tardd en aparecer (Lf}.




Cdlculo

Lf = Lf suero x volumen del suero
volumen de la toxina

OBTENCION DEL SUERO

Los caballos deben de tener de 6 a 9 ailos de edad, cuando son de-

nuevo ingreso son inoculados con 10 ml de toxoide tetdnico y despa-

rasitados y permanecen en observacién durante 40 dias.

El adyuvante utilizado es el gel de aluminio.

Los antigenos deben -

ser oblenidos de preferencia a partir del medio Martin.

1) Esquema de inmunizacion

Los caballos son seleccionados de acuerdo a su respuesta inmune

al primer estimulo aplicado.

Noventa dtus después de la inocula-

cion se inicia el esquema de inmunizacion:

DIAS

1

%0

92
94
96
98
102
110
115

117

ANTIGENO

10 ml de toxoide tetdnico + gel de aluminio
10 ml de toxoide tetdnico

20 ml de toxoide tetdnico

40 ml de toxoide tetdnico

60 ml de toxoide teldnico

80 ml de toxoide tetdnico

50 ml de toxina

80 ml de toxina

Sangria de prueba

Sangria de prueba y cosecha



DIAS
118
119
120

ANTIGENO

Sangria de prueba y cosecha
Sangria de prueba y cosecha
Sangria de prueba y cosecha

Los animales se dejan descansar de 6 a 8 semanas y posteriormente

se inicta la reinmunizacion.

a) Esquema refuerzo.

Consta de 6 inbculos, dos de los cuales son con toxina. El esque

ma liene una duracion de 19 dias.

DIAS

1

N N ow

25
26
27
28

29

ANTIGENO

20 ml de toxoide + gel de Hidréxido de aluminio
40 ml de toxoide + gel de Hidréxido de aluminio
60 ml de toxoide + gel de Hidréxido de aluminio
80 ml de toxolde + gel de Hidréxido de aluminio
60 ml de toxina + gel de Hidréxido de aluminio
80 ml de toxina + gel de Hidrdxido de aluminio
Sangria de prueba

Sangria de prueba y cosecha

Sangria de prueba y cosecha

Sangria de prueba y cosecha

Sangria de prueba y cosecha

Se dejan descansar de 6 a 8 semanas y posleriormente se iniciala

inmunizacion. Se rvealiza una programacién armual, obleniéndose 5

cosechas y un periodo de descanso de dos meses aproximadamente.




III. CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO.
1.- Técmica de proceso
Se lleva a cabo por el mélodo de sulfatacion.
2.- Control del producto a nivel produccion.

Una vez concentrado y purificado el producto es muestreado por

Contyol interno donde se determinan las siguienies pruebas;
Control bioldgico:

Esterilidad

Pirdgenos
Control Quimico:

pH

Protethas

Electroforesis

C1

S0,

Cresol
La prueba de potencia se realiza en el laboratorio de sueros, -
determindndose a su vez la dosis de envase, la cual deberd —

contener 2,000 Ul y 10,000 Ul con un exceso del 15%.

IV. LIOFILIZACION DEL SUERO

Aprobados todos los requisitos quiicos y bioldgicos el producto se
liofiliza.




CONTROL DEL PRODUCTO

El producto liofilizado es entregado a la Seccion de Marbetado donde
es eliguetado.

Es muestreado primeramente por Control Interno donde se wvuelven -
a realizar las pruebas quimicas y bioldgicas, adicionando ademds, -
seguridad en cobayos y ratomes. Si los resullados son satisfactorios
el producto es muestreado por Contvol Externo, donde se determinan
nuevamente las pruebas quimica y bioldgicas antes referidas.
Cumplidos estos requisitos y si el resullado es satisfactorio el pro-
ducto pu.rde ser liberado.
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PRODUCCION DEL SUERO ANTIRRABICO

I. OBTENCION Y TITULACION DEL ANTIGENOQ
a) Preparacion

b) Titulacion del C.V.S.

II. OBTENCION DEL SUERO ANTIRRABICO
1.- Esquema de inmunizacion
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OBTENCION Y TITULACION DEL ANTIGENO

a) Preparacion

El virus rdbico ulilizado en la produccion de suevo antirrdbico es

el CVS (Challenge- Virus- Stvain), el cual es conservado en ampo
lletas a temperatura de 20°C.

Para la propagacidn del CVS, son inoculados por vin intracerebral
0.03 ml del virus a ratones de 10 a 14 g.

Una vez presentados los sinfomas de rabla (aproximadamente cinco
dias), en forma aséptica se extrvaen los cerebros, que som tritura

dos en la licuadora, llegando a una concentracién final de 20%, el
diluente utilizado es el siguiente:

PBS pH 7.6
Sol. A Nay HPO, . 2H,0 11.876 g/t
Sol. B KHy, POy 9.08 gt

a 9 ml de la sol. A adicionar 1 ml de la sol. B
Antibidtico:

1 Fco. de Estreptomicina

1 Fco. de penicilina mds 50 ml de PBS
Diluente:

220 ml de agua destilada

25 ml de antibicGtico

5 ml de suevo normal inactivado a 56°C durante 30 min.

Esta suspensién es utilizada como antfgeno inmunizante, el anti--

geno reto es proporcionado por el Institulo Nacional de Virologia,

ambos antigenos son conservados a 20°C.



b) Titulacion del CVS

Se empieza por descongelar rdpidamente la ampollela de virus

bajo el chorro de agua, a partly de ésta emulsion 1/5 se prepa--

ran diluciones de 10 en 10.
En los tubos (previamente rotulados) se colocan 0.5 ml de cada -

dilucion adicionando 0.5 ml de suevo de caballo inactivado y dilul’
do 1:5.

Después de agitadas las mezclas, se incuban durante una hora y

media a 37°C. Luego se colocan tubos en un recipiente con agua

de hielo, y su conterido se inocula por via intracevebral en dosis

de 0.03 ml utilizando 10 ratones por cada dilucion. Puede wiili—

zarse la misma jeringa si se tiene la precaucion de empezar por
la dilucion mayor.

A partir del sexto dia al 21 dia después de la inoculacidn, se ano
ta el mimero de muertos y sobrevivientes, las muertes que ocu--

rran antes del sexto dia se consideran por lrvaumatismos.
EJEMPLO:

Titulacion del CVS

TUBO 1 2 3 4 5 6 7

cvs 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 2.5

DILUYENTE 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5

-2 -3 4 -5 -6 -7
2X10 2X10 2X10 2X10 2X10 2X10
DIL.CVS Iml 1ml 1ml Iml 1 mi

S.CABALLO 1 1 1 1 1

-3 -4 -5 -6 -7
1: 5 10 10 10 10 10




LECTURAS

910 11 12 I3 14 15 16 17 18 19_20_21

DILUCIONES No RATONES 6 7 8

10-3 10 9 3 3 3 3 0 0 0 0 o o 0 0 0 o0 O
10-4 10 0 8 5§ 5 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10-5 10 10 9 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
10-6 10 10 10 9 9 9 9 9 9 8 8 8 8 8 8 8 8
10-7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Pi4

El cdlculo del Htulo del virus se hace de acuerdo al mélodo de Reed y Muench:

M AV AM T M

\4

-3

10 0 10 0 24 24 100
-

10 2 8 2 14 16 87.5
-5

10 6 4 8 6 14 42.8
-6

10 8 2 16 2 18 11.1
-7

10 10 0 26 0 26 0

LD 50 = Log. 1075 - 50-42.8 __ _ Log. 10

87.5-42.8

-5 (0.1620) X 1 = -4.839 Obteniéndose que 1/ml de C.V.S.
4 comtiene 10-4.839 L D 50 (dilucidm
1% .839 a la cual sobreviven el 50% de los

ratomes) .

1

LD 50
LD 50




II. OBTENCION DEL SUERO ANTIRRABICO
1.- Egquema de inmunizacion

Los caballos destinados a la inmunizacién deberdn teney wna

edad que fluchie entre 6 y 9 aftos de edad.
Deben ser vacunados con toxoide tetdnico y permanecer en obser
vacién durante 40 dias aproximadamente.
El esquema de inmunizacion para la produccién del suero anli~
rrdbico consisle en wilizar bdsicamente el CVS al 5% inactivado
por calor, en batio maria durante hora y media a 56°C, mezcla
do con toxoide tetdnico adsorvido en gel de aluminio.
a) Esquema base:
DIAS INOCULO
1,3,5 10 ml de CVS mds 50 Lf de adsorvido
8,10y 12 20 ml de CVS mds 100 Lf de adsorvido
15,1719 40 ml de CVS mds 200 Lf de adsorvido

26 10 ml de CVS

34 15 ml de CVS

42,43,44 y

45 SANGRIAS DE COSECHA

Los plasmas obtenidos son tilulados en forma individual de -

acuerdo al mélodo de Pasui Atanasiu.

b) Esquema refuerzo:
DIAS INOCULO

1 10 ml de CVS 50 Lf de adsorvido
4 20 ml de CVS 100 Lf de adsorvido




DIAS INOCULO

6 10 ml de CVS inactivado mas Tt y g.a.
8 10 ml de CVS
11 20 ml de CVS

18, 19

20, y 21 SANGRIAS DE COSECHA

Tt. y g.a. =~ Toxoide tetdnico adsorvido en gel de aluminio
¢) Plasmaféresis.~- Por 4 dias de sangrado.

Titulacién de los sueros

El método descrito a continuacién consiste en newdralizar por

cantidades vaviables de suero (oblenidas por diluciomes), com can
tidades constantes de wun virus rdbico de prueba previamente titu-
lado.
Una prueba complela es aquella en la cual estdn incluidas las -
siguientes titulactiones:
a) Suero de referencia
b) Tilulacidn del virus reto 300 LD 50
a) Seroneutralizacidon
Con anterioridad es titulado el virus reto, el titulo oblenido -
permite calcular la dilucién a la cual debe emplearse el virus
pava la titulacién de los sueros antirrdbicos.
~-4.839

1 LD50 =10 = 1
69020




Para titular los sueros antirrdbicas se wlilizan 300 LD 50. Por

lo tanto la dilucion mecesario serd la siguiente:

00 _ . __1 = 1:230
69020 230

Los sueros a ensayar son inactivados en baflo Maria durante
30 minutos a 56°C. |
Para la newbralizacién se practican diluciones crecientes del
suero:

1: 500 1: 1000 1: 2000 1: 4000
En una serie de tubos se colocan 0.5 ml de las diluciones del
suero. Cada tubo recibe ademds 0.5 ml. de virus en la dilu-
cién correspondiente a 300 LD50. Esta operacidn tiene por -
objeto diluir la mitad del virus y el suero, lo que dd una dilu~
¢ién final de 150 LD50, neutralizados por diluciones finales de
suero de: 1: 1006  1:2000 1:4000  1:8000

Titulacién del suero de referencia y el suero problema
TUBC 1 2 3 4 5 6 7
SUERO 0.5 ml Iml 0.5ml 25 ml 2.5 ml2.5ml 2.5 ml

DILUYENTE 4.5 4.0 4.5 2.5 2.5 2.5 2.5

DILUCION 1:10 1:50 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000
DILUCION SUERO Iml 1 ml Iml 1 ml I ml
CVS 300 LDg, 1ml 1 ml Iml 1ml 1 ml

1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000




b Titulacion del virus de referencia.

A partir de los 300 LDgy se aumenian las diluciones a 10'1, 1072

103y 107%, se colocan 0.5 ml de cada dilucidn del vivus en tubos
conteniendo 0.5 ml de suero normal de caballo inactivado delutdo
previamente 1:5. Esta dltima dilucidn de virus representa lo siguien

te:

1:230 = 300 LDgg

10-1  1: 4600 6sea 100906 3 66
1072 1: 46000 6sea 100166 446
10° 1:460 000 6 sea 107556 5.6

- ~6.0
10 1:4 600 000 6 sea 10°% .65

Tanto los sueros como el virus, después de agitar los tubos se co
locan en Baio Mania durante hora v media a 37°C.

Posteriormente los tubos son colocados en un baiio de Iielo y se -
inoculan las diluciones a ratones de 10 a 14 g. a razén de 0.03 ml
por via intracerebral, siendo inyectada cada dilucion a un grupo de
10 ratones. Cuando existen varios lotes por probar es conveniente
inyectar el virus y el suero de referencia después de haber inocula
do la mitad de los sueros problema.

Los grupos de ratones se colocan en cujas perfectamenle rolulados

y son observados los ralones que mueren entre el 6o. y 200. &a.

c) Cdlculo ¢ interpretacion de resultados




Mimero de LDs5g empleado en la prueba

DILUCION MUERTOS VIVOS A.MUERTOS A. VIVOS % MORTALIDAD

10-3.66

10 0 20 0 100
1074-66 10 0 10 0 100
1075 66 0 10 0 10 0
10766 0 10 0 20 0

LDy, = log. 2056 - 50 -0 log. 10

LDSO =5.66-0.5=5.16 §5.16 - 2.66 = 2.5

2.5 es el logaritmo de 316, 6 sea que se han utilizado
316 LDSO/ml

SUERO PROBLEMA

DILUCION VIVOS MUERTOS A.MUERTOS A.VIVOS % MORTALIDAD
1: 1000 10 0

24 0 0
1: 2000 8 2 14 2 14
1: 4000 4 6 6 8 57
1: 8000 2 8 2 16 88

EDg, = log. 2000 mds 207 - ;Z log. 2
ED50 = 3.3010 mds (.837) (.3010) = 3.3010 0.2519
3.5529 andilog. = 7426




SUERO PATRON

DILUCION _VIVOS MUERTOS A MUERTOS A.VIVOS JMORTALIDAD

1:1000 * 9 1 16 1 5.9

2: 2000 5 5 7 6 46

1: 4000 2 8 2 14 87.5

1: 8000 10 10 0 24 100
EDgg = log. 2000 mds _50 -~ 46

87.5-46 log. 2
ED50 = 3.3010 mds (.096) (.3010) = 3.3010 0.0289
3.3299 antilog. = 2136
Una dilucidn de 2136 del suero de veferemcia corresponden
a 80 Ulyml. Para calcular las UI del suero problema se
realiza la siguiente relacibn:
80 Ul 1:2136
X 1:7426
X=278.12  Ul/ml

Un mililitro de suero problema confiene 278.12 Ul/ml

III. CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL SUERO
1.~ Técnica de proceso
El proceso que se llecva a cabo en la concentracion y purifica--

cién de los sueros es la sulfatacion, lécrica descrita en la pro

duccidn de suero anlialacvrdn.
2.~ Control del producto a nivel produccidn.

Para poder ser liofilizado el suero dehen ser saiisfaclorias las

siguientes pruebas quimicas biolbgicas.




IV,

Pruebas Quimicas
pH

Electroforesis

C1

Pruebas Bioldgicas
Esterilidad
Pirdgenos

Potencia

SO4

Cresol

Protethas

LIOFILIZACION

Control interno

Se efectiia en el INH las pruebas quiimicas bioldgicas que estdn ya
descrilas.

Control externo

Liberado el producto por control interno, el Laboralorio Nacional

reallza muevamente todas las pruebas quimicas-bioldgicas, si estas

salen satisfactorias el lote puede ser liberado.
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PLASMAFERESIS .-

Para el sangrado de los animales, se immovilizan en

un cepo similar a la que se muestra en la figura No.2. Si los animales

han sido manejados con buen trato, la operacién es sencilla y hasta puede
dejarse prdcticamente suellos, caballos nerviosos & agresivos son peligro

sos y es preferible eliminarlos del programa.

Durante el procesc de immunizacién es convenienle ensayav la operacion
en el cepo, a fin de acostumbrarlos.

El sangrado se practica por la via yugular, la cual se distiende medianie
un torniquete (ahogadero) que se coloca en la base del cuello delanimal.
Una aguja de 4 mm de didmetro y un bisel de 10 mm es adecuada.

Las cdnulas no son recomendables, ya que producen severas cicatrices en

la vena y llegan con el tiempo a tnutilizar la via.

METODO DE SANGRADO.- El primer dia se recogen 6 litros de sangre

en una bolella de 9 litros. Se emplea como anlicoagulante 250 ml de ACD

por cada 4 litros de sangre. La férmula del ACD ¢s la siguiente:

Citralo de sodio 50 4.
Acido cilrico 18 g.
Dextrosa 100 g.

Agua destilada c.s.p. 1000 ml.

La sangre se deja sedimentar en refrigeracién toda la noche y al dia

siguiente se succiona asépticamente el plasma sobrenadante. Las células
rojas se filtran asépticamente a través de un filtro de tela nylon, se dilu-
yen ligeramente con 500 ml de S.5.F. estéril y se colocan en botellas de
transfusion de 9 litros, equipada con un filtro de tela nylon y una entrada

de aire, tal y como se muestra en la figura No. 2.




El segundo dia de samgrado se extrae wuma cantidad de 5 litros y se trans
funde el paquete celular del dia anterior.

La operacion de extraccion de sangre y transfusion del paquete celular -
puede efectuarse sin necesidad de mover la aguja de la vena, basta con

acoplar y desacoplar mangueras a la allura de la unién como aparece en

la figura.

El tercer dina de sangrado se repite exactamente la operacidn anlerior.
El cuarto dia se extraen dnicamente 4 litros de sangre, cuyos eritvocitos
serdn descartados y se transfunde el paquete celular del dia anterior.

En total, se practica sangria durante 4 dias conseculivos con un total de

20 litros de sangre, que proporcionan alrvededor de 10 litros de plasma -

por caballo. Este procedimiento es perfectamente soportado amin por ca-

ballos pequeitos (300 Kg.).

Los plasmas obtenidos sc¢ adicionan de cresol al 2% y se almacenan en -

cuarto frio en botellas de vidrio estériles hasta su ulilizacion. Los ca—

ballos se dejan descansar enlre seis y ocho semanas, al final de las cua

les se reinicia la {nmunizacién.

El Instituto cuenta actualmente con 84 caballos, distribuidos de la siguien

te manera:

caballos destinados para sangria normal

5 caballos destinados para la produccién de Suero Antidifiérico
15 caballos destinados para la produccidn de Suero Anlirrdbico
15 caballos destinados para la produccién de Suero Anlicrotdlico
21 caballos destinados para la produccién de Suero Antialacrdn
25 caballos destinados para la produccion de Sucro Antiteldnico




1 Figl- OBTENCION BE SANGRE DE UNA

COSECHA NORMAL-.




Fig.2.- PLASMAFERESIS




I11. RESULTADOS




RESULTADOS

3

Los resultados obtenidos en la produccion de sueros, se incrementé a -
partir de emplear el método de Plasmaféresis, tal y como lo muestra la
estadistica que a cordimpacién se presenta (extraida en tves aflos de pro-

duccién: 1976 sangrias a suero, con relacidn a los aiios 1977 y 1978 con

obtencion de sangrias a plasmaféresis):

Mairicula Cantidad Cantidad Cantidad

Incremento de Produccitn
del equi- de sangre de sangre de sangre

con relacidon a 1976. (%)

no en 1976 en 1977 en 1978

(1-100) (litros) (litros) {litros) 1977 1978
1 26 51.5 80 198 307
2 20 68 72 340 360
3 destinado a sangria normal
4 destinado a sangria normal
5 destinado a sangria normal
6 23.5 44 60 255 136
7 22 52 54 236 245
8 31 74 69 238 222
9 24 46.5 66 193 275
10 42 69.5 descanso 165 m—-
11 35 51 68 145 194
12 44 68 85 154 193
13 42 68.5 75 163 178
14 24 62.5 75 260 312



Matricula Cantidad

Cantidad  Cantidad

Incremento de Produccidn

del equi- de sangre de samgre de sangre con velacidn a 1976 (%)

no. en 1976 en 1977 en 1978

(1-100) (litros) {litros) (litros) 1977 1978
15 16 82.5 79 515 493
16 31 56 61 180 196
17 Ingresd 60 62 ——— ——
18 27 71 81 262 300
19 18 45 58 250 322
20 21 83 82 395 390
21 20 47.5 55.5 237 277
22 38 73.5 75 193 197
23 33 65 77 196 233
24 17 27 35 158 205
25 22 56 58 254 263
26 37 51.5 57.5 139 185
27 23 49 57 213 247
28 16 42.5 47.5 265 296
29 32 84 88 262 275
30 28 41 52 146 185
31 17 36 47.5 211 27§
32 35 53 61.5 151 175
33 Ingresé 73 82 - -
34 10 47.5 59 475 590
35 20 60 Descanso 300 —-
36 26 54.5 51.5 209

198



Mairicula Cantidad Cantidad

Cantidad  Incrvemenio de Produccion
del equi- de sangre de sangre de sangre con relacidn a 1976. (%)
no. en 1976 en 1977 en 1978

_(1-100) (litros) _(litros) (litros) 1977 1978
37 20 42 4.5 210 222
38 15 43.5 50 290 333
39 17 55 58 323 341
40 18 56 43.5 311 241
41 43 66.5 falleci6 154 ——
42 28 62 81 221 289
43 19 69.5 64 365 336
44 42 61 79 145 188
45 43 63 75 146 174
46 descanso 59.5 61.5 - ———
47 31 48 66 154 212
48 37 88.5 84.5 239 228
49 18 47 71 261 394
50 43 66 74 153 172
51 16 41.5 44.5 259 278
52 11 34 43 5 309 395
53 13 40.5 42 311 323
54 23 78 81.5 335 354
55 matricula vacante
56 17 67 57 394 335
57 12 37 77 308 641
58 26 63 51

196



Maricwla Canfidad  Canlidad  Canlidad  Incremenio de Produccion

del equi- de samgre de sangre de samgre con relacion a 1976 (%)

no en 1976 en 1977 en 1978

(1-100) _ (litvos) __ (litros) _ (litros) 1977 1978
59 22 58 69 263 313
60 26 62.5 67.5 240 259
61 56 80 94 142 167
62 Descanso Descanso 74.5 - I
63 16 73 83 456 518
64 20 52 66 260 330
65 20 vacante vacarde - .
66 16 69.5 83 434 518
67 28 fallecié vacante -— ——
68 10 22 36.5 220 365
69 19 76 57.5 4006 302
70 Ingresd 16.5 48 - ~——
71 Descanso Descanso 11 ——— _——-
72 29 86.5 83 298 286
73 Ingresd 22.5 38 .- -
74 Ingresd 20 80 —— ——-
75 37 77.5 67 209 181
76 19 57 58 300 305
77 Ingresd 75.5 85 -—— -
78 58 67 86 115 148
79 39 78 81 200 207
80 Ingreso 74.5 83



Maricula Cantidad

Cantidad  Cantidad  Incremento de Producciom
del equi- de sangre de samgre de sangre con velacién a 1976 (%)
no en 1976 en 1977 en 1978
(1-100) (itros) (litros) (litros) 1977 1978

81 19 79 80 415 421
82 16 24.5 81 153 506
83 26 71 59 273 226
84 24 86 88.5 358 368
85 Vacante Vacanle 87 ——— -
86 Matricula vacante

87 Ingresé 34 57.5 ~—— ——
88 Ingresd 32.5 57.5 - ——
89 Matricula vacante

90  Matricula vacante

91 37 89.5 fallecid 241 -
92 Matricula vacante

93 Ingresd 20 72 .o ——
94 31 82.5 88 266 283
95 28 49.5 86 176 307
96 Ingresd 24 74 -— -—
97 43 69.5 68 161 158
98 Matricula vacante

99 Ingresd 18.5 41 ——— _——
100 Malricula vacante




Produccion To- Produccion To-_ Produccion To- Incremento com rela-
tal de sangre  tal de samgre ~ tal de Sangre  cidn al afic de 1976 (%)
8 1976 en 1977 en 1978 1977 1978
1951. 5 litros 4851 litros 5570 litros 248.57 285.42

Mim. de Caballos

en produccién en
1976

Nym . de Caballos

en produccibn en

1977

Mim. de Caballos
en produccidon en
1978

74 Equinos

85 Equinos

84 Equinos




I1Vv. DISCUSION




Los resultados obtemidos ain cuando se obtuvieron incrementos de suma

importancia, deben ser tomados como relativos, ya que ain falla mucho

por perfecciomar las técrnicas de inmunizacion y sangrias de cosecha.

Los programas elaborados para tal fin deben sev modificados de tal ma
nera que los caballos puedan ser estimulados en un periodo de tiempo -
mds corto y como consecuencia se puedan sangrar mayor mimero de ve

ces. En esta forma se podrdn sangrar los caballos cada 30-40 dias.

Lo limitado de nuestros recursos necesarios, hace que no podamos ob~

tener aun mas cantidad de sangre.

Este esiudio debe tomarse como base y principio de posterioves estu- -~
dios y modificaciones en técnicas, para poder oblener mejores resulta-

dos en la importantisima labor de la produccién de Suevos Heterdlogos
de uso humano.



V. CONCLUSIONES




Se expusieron las técmicas de elaboracion de 5 sueros difeventes:

ANTIALACRAN, ANTICROTALICO, ANTIDIFTERICO, ANTIRRA-
BICO y ANTITETANICO.

Las técmicas enmunciadas son las que rigen actualmenie dicha ela-
boracitn.

La atencion de los equinos a nivel Medicina Veterinaria es indis-

pensable y definitivo, va que sin ella, la produccitn seria deficien
te y en grado sumo peligrosa.

Los resultados obtenidos por medio de Plasmaféresis fueron del
todo satisfactorios.

Se debe comtar con equinos especificamenle seleccionados para tal
fin.

La creacién de nuevas caballerizas, laboratorios de andlisis cli-
nicos e inslalaciones mds modernas, ya propuestas a la S.5.A.,
podrdn situar al Institulo Nacional de Higlene a la altura de los

mejores Instittos de produccion de bioldgicos que existen actual-
menie.
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