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0OBJETI VO

Uno de los problemas que se presentan en jos cursos de Inmunologia al
estudiar 1a produccidon y control de sueros y vacunas, es que la in-
formacibén relativa a estos productos es demasiado especializada y se

encuentra publicada solo en revistas,

Este manual de lectura previa estd orientado basicamente a recopilar
en forma sistematica la informacidn sobre los productos biolégicos =--
que se utilizan en gran escala en México, debido a la importancia que
tiene este aspecto de la Inmunologia en la formacion del Q.F.B,

Para realizar el presente trabajo de tesis, se tomdé como base el mate
rial elaborado por los alumnos de varios semestres de la asignatura -
Inmunologia (345),realizado bajo la supervisién del la Prof. Q.F.B. -
Magdalena Acosta S., se realizaron una serie de visitas a los Labora-
torios productores de biolbdgicos con el fin de tener la informacidn -

al dia, se complementd ésta en la fuentes bibliograficas y finalmente
se le dié a los capftulos que integran este manual una redaccién uni=
forme.

Como 1@ preparacién y control de estos productos es sumamente dindmica
y se modifica constantemente, este manual tendréd que ser modificado de

continuo, para lo cual, los compafieros de generaciones posteriores lo

irdn actualizando semestre a semestre por medio de visitas a los labo-

ratorios productores y reportando sus experiencias en forma de adenda
a cada capfitulo.
Este manual servird fundamentalmente como fuente de informacién gene-

ral para la preparacion de trabajos de seminario y como cbra de con-

sulta para ampliar conccimientos extraclase.
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REGLAMENTACION VIGENTE PARA LABORATORIOS

FABRICANTES Y DE INSPECCION DE SUSTANCIAS BIOLOGICAS

Todos los. laboratorios que se dediquen a la fabricacidn de pre----
ductos biolégicos.como son ; sueros, vacunas, alergenos, etc... de
ben tener licencia expedida por la Secretaria de Salubridad y Asis
tencia (S.5.A.) . Este organismo oficial debe tener conocimiento

de los métodos utilizados en la manufactura y el control de los pro
ductos bioldgicos etaborados y sus Oficiales Sanitarios comprobarén

en inspecciones anuales que los métodos no han sido modificados.
NORMAS GENERALES PARA LABORATORIOS FABRICANTES.

PERSONAL

La fabricacibn debe ser dirigida por una persona que domine las tégc
nicas de la elaboracién de productos biolbgicos y que conozca los
principios cientificos en que se fundan estas técnicas. Esta per
sona debe tener, ademds, la autoridad suficiente para mantener la -
diciplina entre el personal, en el que debe haber especialistas con
una formacibn adecuada a las necesidades de la fabricacién de los
productos elaborados en el establecimiento. La S.S.A. debe lle-
var un registro en el que consten los nombres y titulos de estos -
especialistas, en particular de los firmantes de los protocolos.

Todo el personal asignado a la fabricacibén, a la ejecucién de las
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pruebas de control y el cuidado de los animales debe estar inmuni-
zado cor vacunas especificas y someterse regularmente @ un recono-
cimiento médico que permita verificar su estado ;linico satisfacto
rio,

£l persoﬁal encargado de los laboratorios de control debe ser dis-
tinto del asignado al departamento de fabricacibn y no debe estar
a las érdenes del jefe de este Gltimo. El establecimiento deberé&
tener por lo menos un Responsable y un auxiliar de Responsable an-
te la S.S.A. de la ldentidad, pureza, conservacibn, preparacidbn, -
dosificacibn y manufactura de los productos, que deber&n ser profe
sionales con tTtulos legalmente reglistrados de Qufmico Farmacelti-
co Bidlogo, o profesionales con tTtulos equivalentes legalmente re

gistrados.
LOCALES E INSTALACIONES

Edificios
L1

Todos los locales y edificios usados para la fabricacién, para la
ejecucién de las pruebas de control y ei mantenimiento de los ani-
males, deben proyectarse de manera que reiinan las mejores condicio
nes para la limpieza, proteccién contra el polvo, los insectos; ro
edores, etc..., y construirse con los materiales adecuados. En -
todos estos locales, a excepcién de las 8reas estériles, habfé'ing

talaciones de agua corriente, caliente y frla, asi como desagiie.
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Se tomardn las precauciones adecuadas para impedir la contaminacién
del sistema de desagiie con efluentes peligrosos y ta diseminacidn
de microorganismos por el aire. El personal dispondrad de los ves
tuarios y dem8s servicios necesarios. Todos los edificios y loca
les deben mantenerse constantemente limpios.

Cuando el local destinado a la fabricacidén de un bioldgico se em-
plee para la fabricacién de otro, se esterilizard antes y después
de fabricar en é1 dicho producto. Toda persona ajena a la produc
cién que penetre a los locales de fabricacién con fines de inspec-

cibn debers estar provista de ropa protectora esterilizada.

Camaras de Temperatura Constante

La instalacibn debe comprender c&maras frigorfficas e incubadoras
de suficiente capacidad, en las que la temperatura pueda mantener-
se constante dentro de los lTmites deseados. Se deberd contar --

con registros constantes visibles,

Areas Estériles

Los locales estériles deber&n ser de las menores dimensiones posi-
bles, de techo bajo y superficie lisa, con objeto de lograr una me
jor limpieza, deber&n estar a presién positiva y el aire sers fil-
trado y esterilizado. El personal laborari con vestuario estéril

adecuado,
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Instalaciones de Lavado y Esterilizacién

El establecimiento dispondrd de las instalaciones adecuadas para -
el lavado, as! como de autoclaves, esterilizadores de calor seco y
filtros esterilizantes. Los aparatos térmicos para esterilizar -

deber&n tener registros de temperatura visibles.

Locales para los Animales

La disposicién y los materiales de construccibn de estos locales -
deben permitir el mantenimiento de las debidas condiciones de 1im-
pleza y proteccidén eficaz contra insectos y otros animales.

Debe haber ademés locales aislados para mantener en cuarentena anj
males recién adquiridos, almacén para pienso, &reas aisladas para
mantener animales en observacibn que han sido inoculados con micrg
organismos pat8genos, locales para mantener animales empleados en
pruebas que no representen peligrosidad, un lugar especial para la
prueba de pirdgenos, un local aislado para realizar autopsias y es

tudios anatomopatolbgicos.

Aparatos

Los instrumentos y aparatos deben ser de alta presicién y se cali-

brar&r y comprobarén con regularidad

INSPECCION DE LA PRODUCCION

-5 -
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Métodos de Produccidn

Los métodos de produccibn estardn aprobados por la S.S.A., Se pre
pararén instructivos donde consten los detalles de todas las fa-
ses de la fabricacibn y del control de calidad de cada producto,
Toda modificacibn se someterd al dictamen de la S.S.A., y solo en
caso de su aprobacibn podr8 ponerse en préctica. Cada producto -
se fabricar8d en un local independiente y con material exclusivo, -
En los locales de fabricacibén no debe haber cepas de microorganis-
mos que no sea las utilizadas en la obtencidn del producto biolé-

gico de que se trate,

Limpieza

Todas las instalaciones, aparatos y materiales usados en la fabri-
cacidn debersn estar limpios y en caso necesario, estériles y exen
tos de pirégenos,

Orden

Todos los recipientes deber&n tener rétulos firmemente adheridos -

que permitan la f&cil identificacién del contenido.

Precauciones contra la Contaminacifn

Todas las operaciones con los microorganismos espordgenos o con Vi

g
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rus se efectuarin en locales exclusivos, aislados y dotados con to
do el material necesario. Se evitar& la formacibn de aerosoles y
se controlard que todos los desechos sean esteri]izados antes de -
proceder a su eliminacibn para evitar contaminaciones en el propio
local, Habré que disponer de suficiente personal para que nigln
miembro de €1, en la misma jornada, trabaje en locales destinados

a distintos productos, Las piezas anatomopatolbgicas deben exami
narse en los locales exclusivos para ello (2.5), distintos a los -
empleados para la fabricacién, Debe reducirse al mfnimo el nimero
de visitantes y no se permitird a éstos la entrada a las &reas es-

tériles,
Cuidado de los Animales

Los animales empleados en la produccién o control no deben presen-
tar ningdn sintoma de enfermedades trasmisibles,y deben estar con-
venientemente alojados; con una alimentacidn equilibrada y en las

debidas condiciones de higiene. Los animales empleados en la pro
duccidén o comprobacién deber&n tenerse en cuarentena por lo menos

durante una semana, con observacién diaria, por un veterinario es-
pecializado en animales de laboratorio. En algunos casos es con-
veniente mantener los locales a temepratura dptima para la especie
de que se trate, También puede ser necesario disponer de razas -
puras. No se permitird la salida del establecimiento de ningin a

nimal vivo o muerto, éstos deber&n ser incinerados.

7.
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ENVASADO Y RECIPIENTES

Salas de Envasado

El envasado debe hacerse en locales exclusivos, que se mantendr&n
en las debidas condiciones de esterilidad y dispondrdn de instala-
ciones apropiadas para trasvasar cantidades especificas de sustan-

cias bioldgicas.

Procedimientos de Envasado

El envasado se llevard a cabo de manera que no se produzca ninguna
contaminacidén o alteracidn del producto y en locales totalmente in
dependientes de los sectores donde se manipulan microorganismos vi
vos y en particular virus, El procedimiento de envasado debe com
probarse al menos dos veces al afo; para é5to se |llenardn como mf~
nimo 500 ampolletas con un medio de cultivo rico, exento de sustan
cias bacteriost8ticas y se incubard el lote completo, La propor-
cién de contaminacién no deberd llegar al 1% y todos los contaminan

tes deber&n ser identificados.

Recipientes

Los reciplentes se cerrardn lo mads pronto posible después de llena

dos, Los tapones deben ser de un material que no provoque altera
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cibn del producto y permita conservar el cierre hermético hasta la

fecha de caducidad del preparado,

PRUEBAS

Todas las pruebas de control se llevaré&n a cabo en locales distin-
tos a los destinados a la produccibn. En las normas formuladas -
para cada producto biolégico, se describirdn las pruebas necesarias

en las distintas fases de produccién,

REGISTROS

Protocolos de Registros y Produccién

Se llevard un registro permanente de todos los datos relativos a -
las diferentes fases de fabricacidén, control, envasado y distribu-
cién, También se dejard constancia escrita de todas las pruebas
realizadas cualesquiera que sean los resultados. Los protocolos
se conservar&n hasta la fecha de caducidad del producto y estarén

a disposicién de la S.S.A..

Registro de Cultivos

Se anotar&n en registros especiales todos los pases que se hayan =

practicado con cada uno de los cultivos existentes en los estable-
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cimientos, Todos los cultivos estar8n rotulados y se conservarén

en orden,

MUE STRAS

De cada lote los Oficiales Sanitarios retirardn una cantidad sufi=-
ciente de muestras para enviarlas al Laboratorio Nacional de Con-

trol de la S.S.A.. El laboratorio productor conservard una reser
va de muestra de cada lote, como material de referencia hasta la -
fecha de caducidad del mismo y para repetir las pruebas si es necg

sario,

ROTULAC I ON

Todos los productos deben llevar una etiqueta que permita identifi

carlos, E) Cbdigo Sanitario de los Estados Unidos Mexicanos de-

termina los datos que deben constar en la etiqueta del envase y -

en el paquete o caja exterior,

Indicaciones mInimas en la etiqueta del envase:

- El nombre del producto (denominacién internacional, marca regis-
trada o ambas cosas) .

- Nombre de la enfermedad a la cual se destina de acuerdo a la no-
menclatura internacional.

- Especificacibn del tipo de animal, gérmen, toxina o veneno qde =

se usd para su preparacién,
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= La razbn social del establecimiento preparador y la direccidén --
del mismo

- El nimero de registro en la S.S.A..

- La leyenda "Hecho en México" o "Envasado en México” v el produc-
to de importacién llevaré el gentilicio del pais de origen prece
dido de la palabra "producto”,

- Contenido neto, peso escurrido o drenado del producto expresado
en unidades del sistema métrico decimal,

= El nimero del lote terminado,

= Requisitos de almacenamiento y fecha de caducidad.

- Las leyendas y textos deben escribirse en espafol en la parte de
Ja etiqueta que normalmente se presenta al consumidor en el mo=
mento de la venta, se puede repetir en otros idiomas pero en ca-
racteres menores y en lugar distinto a fos correspondientes al i
dioma espafiol, en caso que por el tamafio del envase no pueda con
tener todos los datos, quedar§ sujeta a lo que disponga la S5.S5.A..

= Modo de empleo.

- Indicacibn de sustancias capaces de producir reacciones nocivas
y en caso necesario concentracién de las mlsmas, :

- Contraindicaciones que tenga el producto.

- La dosis recomendada y vla de administracién,

= Instrucciones precisas para la descontaminacibén, inutilizacibén o
destruccibén de los envases vacfos, en el caso de que éstos con-

tengan sustancias peligrosas,

DISTRIBUCION Y EXPEDICION

=11 -
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Autorizacidn de Distribucidn

No se autorizaréd la distribucién de nigan lote, mientras no se ha-
yan practicadoy evaluado todas las pruebas necesarias y cumplido -
los requisitos oficiales de control externoy, ademés, si no se ha

establecido una produccibn de calidad constante. St un lote no -
cumple las normas de inocuidad se considerard interrupcién de --
la produccién y solo se reanudard la distribuciébn de lotes cuando

se demuestre de nuevo la constancia o satisfaccién de ltas normas -

de inspeccidn

Expedicidn

Las sustancias bioldgicas se expedir&n con las precauciones debl-
das para que el producto conserve su actividad at llegar al punto

de destino,

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Las indicaciones sobre temperatura de almacenamiento y fecha de ce
ducidad reproducidas en la etiqueta y proyecto de envase, deben eg
tar basadas en datos experimentales y se someteré&n para su aproba-

cién al Laboratorio de Control de la S,S.A.,.

Condiciones de Almacenamiento
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La fecha de caducidad de la sustancia biolb6gica se determinard y -
se fijar&d con el visto bueno de las autoridades del Laboratorio de

Control de la S.S.A,.

NORMAS GENERALES PARA LABORATORIOS DE CONTROL E INSPECCION

ADMINISTRACION Y PERSONAL

El Laboratorio Nacional de Control, estard administrado, directa o
indirectamente por la S5,S.A.. En el caso de que la fabricacién y
la inspeccibn se efectﬁen en el mismo establec imiento, el Laborato
rio Nacional de Control constituird un servicio independiente que
dependerd dlrectamente de la S.S.A,.

El laboratorio dispondrd ademis de técnicos de todas las sustancias

biolégicas que deban someterse a su aprobacién,
LOCALES
Las normas para locales e instalaciones enunciadas en la seccién -

de reglamentacibén, serén apllicables al Laboratorio Nacional de Con
trol, L

ATRIBUCIONES

La S.S,A, expediri licencias a los fabricantes y se encargar$ de -

=13 -



la inspeccibn regular de sus instalaciones. Los fabricantes se -
proveerén de una licencia especial para cada sustancia biol6gica -
que vayan a preparar, licencia que podré retirérseles cuando no se
ajusten a las normas generales y especiales establecidas para dicha
sustancia, Los Oficiales Sanitarios visitarén los locales y veri
ficarén los procedimientos de fabricacibn.

El Laboratorio Nacional de Contro! dispcendr& de animales sanos de
varias especies y razas perfectamente establecidas, en nimero sufi
ciente para llevar a cabo todas las pruebas necesarias.y determina
rd la naturaleza de las pruebas a las que deberd someterse cada pro
ducto, No se autorizaré la distribucién de ningln lote. de una sus
tancia biol8gica que no refina las condiciones exigidas por el Labo

ratorio Nacional de Control,

BIBL!IOGRAFIA

= Organizacio6n Mundial de la Salud, 1966, Serie de informes téc-
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VACUNA  BCG

INTRODUCC I ON

La tuberculosis es una infecciédn muy comin en nuestro medio. El
agente causal es Mycobacterium tuberculgsis. Su via de entrada es
la oral, asi como las vias respiratorias superiores.

Cuando el bacilo penetra en los tejidos de un individuo o de anima
les suscebtibles hay una reaccién tisular inmediata; con prolifera
cién de un gran nimero de células alrededor de los microorganismos
para tratar de aislar el punto infeccioso, se forma asi un acimulo
de células de color gris-perla con los bacilos tuberculosos en el
interior, a estas lesiones se les denomina tubérculos. El proce-
so descrito ocurre en la mayorfa de los individuos en buen estado
de salud, con practicas higiénicas adecuadas y con sus mecanismos
de resistencia activos, Como resultado de esta infeccién los in-
dividuos se transforman en tuberculino reaccién positivos, Cuan-
do la resistencia del huésped es débil debido a la malnutricién, -
al exceso de trabajo o a cualquier otro factor debilitante, los te
jidos no son capaces de secuestrar a los bacilos, continia el cre-
cimiento de éstos destruyendo a las células vecinas y los tubércu-
los pueden coalecer. E] centro del tub&érculo toma una apariencia
caseosa amarillenta y répidamente se extiende la infeccién a todo
el 8rgano. Si ésto ocurre en pulmén el tejido se necrosa, se rom
pe la pared del 6rgano y la infeccidon invade la pared de los bron-

quios.
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El material caseoso contiene millones de bacilos vivos que se eli-
minan por el esputo y al toser. Los tejidos destrufdos dejan ca-
vernas. Algunas veces el proceso infeccioso invade arterias, des
truye la pared de éstas y se presenta hemorragia pulmonar que pue-
de ser fatal,

Adn cuando la infeccibn pulmonar es la mds frecuente, este microor
ganismo puede infectar cualquier tejido desde el epitelial hasta -
el 6seo, siendo también frecuentes las infecciones urogenitales, -
la meningitis tuberculosa y la osteomielitis tuberculosa.

La infeccién puede permanecer latente y presentarse en forma acti-
va cuando hay un descenso en los mecanismos de resistencia de! pa-

ciente,

DEFINICION

Va¢cinum tuberculosis (BCG) exsiccatum es una suspensién obtenida

de un cultivo de la cepa Calmette-Guerin de M,tuberculosis génera
bovino, atenuada, en una concentracién que varfa de acuerdo con la
via de administracién y que se presenta liofilizada; para adminis-

trarse por multipuntura (Vaccinum tuberculosis (BCG) exsiccatum per

cutaneum) debe contener 75 mg/ml; para administracién oral (Vaccinum

tuberculosis (BCG) exsiccatum perorale) 5 mg/ml y para vfa intradér

mica (Yaccinum tuberculosis (BCG) exsiccatum) 0.5 mg/ml.

CEPA
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Origen de la Cepa

La cepa BCG fue aislada por Nocard en bovinos en 1902, Calmette y
Guerin encontraron que perdfa virulencia cuando se cultivaba en me
dio de papa glicerinada adicionada de bilis de buey, después de 230
pases resultd avirulenta incluso en cobayos que es la especie més
sensible al bacilo. La atenuacién abarcd de 1908 a 1920 y ensegui
da se empez8& a administrar pero solo a nifios recién nacidos. En
1928, Calmette demostrdé que las personas con reaccién tuberculino-
negativa contraian la infeccién mas facilmente que las tuberculino-
reaccidn positiva, a partir de entonces se administré la vacuna tam

bién a individuos mayores con reaccidén tuberculino-negativa.

En México se usa la cepa BCG Danesa 1331 con alta capacidad antigé

nica. Se recibe liofilizada, se rehidrata con glutamato de sodio

al 1.5% estéril y se realizan los controles correspondientes (3.3).
Lote de Siembra

Se prepara sembrando tubos con medio de Sauton-~papa (Sp) con la ce
pa rehidratada y se incuba a 37°C de 20 a 30 dfas, se toman mues-
tras para los controles de pureza, identidad y virulencia residual,
Se contindan realizando resiembras hasta un total de ocho, después
se desecha este Jote de siembrz y se procede a abrir otra ampo}leta

para reiniciar la linea de cultivo,

Controles & la Lepa y al lote de Siembra



3

3.

3.3.2

Pureza f{Apéndice 1, 2.0C)

En frotes tefiidos con la técnica de Ziehl-Neelsen debe observarse
bacilos rectos, delgados, &cido-aicohol resistentes,. Ademés se -
realizan siembras en los diferentes medios mencionados en pruebas
bioldgicas para esterilidad bacteriana y micdtica (Apéndice !,6.1)

ya que Mycobacterium no desarroila en estos medios.

ldentidad (Apéndice |, 1.0)

La identificacidn se realiza tomando en cuenta el aspecto morfold-
gico de los bacilos teAidos y la forma tfpica de las colonias desa

rrolladas en un medio sélido.

Comprobacién de la Ausencia de Mycobacteria Virulentas

Se inyectan 6 cuyes de 250 a 300 g con el equivalente de por io me
nos 50 dosis humanas de la vacuna destinada a la inyeccibn intra-
dérmica, por via subcutdnea o intramuscular, se mantienen en obser
vacidén por lo menos 6 semanas con una alimentacidn libre de aditi-
vos que puedan alterar el resultado de la prueba (p.e. antibiéti-
cos) . Al término del periodo de observacidn se sacrifican los a-
nimales y se efecta la necropsia para detectar signos macroscopi-
cos de tuberculosis; lo mismo se hard en los animales que hayan --
muerto antes de terminar el periodo de observacidn, -~

La prueba se considera satisfactoria si ninguno de los cuyes presen

_l8_



4,0

ta signos de tuberculosis y si por io menos las dos tercaras partes
de los animales de prueba sobreviven.

Si muere mas de la tercera parte de los cobayos pero ninguno mues-
tra signos de infeccidén tuberculosa, se repite ja prueba con otros
6 cuyes por lo menos. Si en esta segunda prueba muere mas de la
tercera parte de los animales, se desecha el lote, si no es asfi, -
se acepta.

Si se presentan signos de infeccidn tuberculosa se desechar8 el lo
te de siembra asi como los lotes de produccién que se obtuvieron -
de &1 mientras se realiza una investigacién. Solo se reanudard -
la produccién cuando se haya localizado y eliminado el foco del --

problema.
PRODUCCION DE LA VACUNA

Para la produccién de la vacuna se usa el medio ifquido de Sauton.
Este estd constitufdo de asparagina, glicerina, K,HPOy citrato fé
rrico amoniacal y &ido citrico y tiene un pH de 7.0, Se esteri-
za de 116 a 1187¢C y 10 a 12 b durante 25 minutos. Se emplean ma
traces de 300 ml con 100 ml del medio que se siembran depositando

el indculo en ia superficie, se incuba a 37°C durante 8 dfas. A

este cultivo se le denomina Sy.  Se continlan haciendo resiembras
suscesivas de acuerdo a una secuencia calculada matematicamente pa
ra asegurar un desarrollo 6ptimo y evitar que el bacilo recupere -

su virulencia.



Sp = Siembra en medio de Sauton-papa del lote de siembra
S = Siembra en medio de Sauton
Spy -—-)jpz —>5p3 —> ipa——>{p5——)-i3p6—>jp7 —>jp3
? : i ix J iz i] il
2 . o iz 5 iz 12
*3 9y £3 >3 3 e *

Pureza (Apéndice.i, 2.0)

La apariencia del desarrollo bacterianc muestra la pureza del culti
vo; debe observarse desarrollo en forma de velo grueso, de color a-
marille claro, caseoso y en la parte inferior el medio estard com-
plefamente claro,

De los cultivos con las ca;acterfsticas anteriormente descritas se

hacen frotes que se tifien por el método de Ziehl-Neelsen,
Cosecha

Los desarrollos de Sy, S, vy 53 que hayan pasado satisfactoriamente

2
la prueba de pureza se transfieren a un filtro que lleva adaptado
un émbolo, se lavan los matraces con porciones de glutamato al 1.5%
estéril y se relnen los liquidos de lavado con el cultivo; con ayu
del émbolo se elimina el lTiguido excedente hasta formar una masa -
himeda compacta o''plato'' de BCG que se coloca sobre papel filt;o es

téril para eliminar el exceso de agua hasta que contenga sclo el -.

}O% de humedad.
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L.3

5.0

5.2

5.3

Determinaciédn de Humedad

Consiste en determinar con exactitud la humedad que contiene el --
"'‘plato’ de BLG para poder calcular las diluciones apropiadas segin

la concentracidébn a que va a quedar la vacuna.
Preparacidn de 1a Suspension

Se suspende el desarrollo en solucién de glutamato al 1.5% estéril
usando esferas de acero inoxidable estériles y un agitador mecani-
co para disgregér los actmulos de microorganisﬁos, la concentracibn
de la suspensidn estd dada segin la via de administracion para per

mitir una correcta dosificaciép durante el envasado,

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice I, 6.1)

Comprobacién de la Ausencia de Mycobacteria virulentas (3.3.3)
Cuenta Indirecta de Microorganismos Viables (Apéndice |, 9.1)

Se usa el respirbémetro de Warburg. Se colocan 3 ml de una suspen
sién que contenga 10 mg de microcorganismos/ml en medio de Sauton,

en un matraz de Warburg de 6 ml de capacidad y se mantiene con agi

tacién a 37 C durante 2 h; se mide el consumo de oxfgeno vy el vo-
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6.0

lumen corresponde a la concentracién tebrica de microorganismos =--
que se saca de tablas obtenidas experimentalmente. También se rea
liza la cuenta indirecta por siembra en medio sélido, Para ello
se preparan diluciones de la suspensién ¢con medio de Sauton a -
tener 1:20 000, 1:40 000 y 1:80 000, de cada uno,se siembra 0.1 ml

en medio de Lowenstein o de Ogawa como sigue: 5 tubos para la --

‘primera y segunda diluciones y 10 para la tercera; los tubos se in

L]
cuban a 37 € y se cuenta el némero de colonias a las 4 y 6 semanas,
de estos datos se calcula estadfsticamente el nimero de microorga-

nismos por mg de vacuna.

Concentracibén Total de Microorganismos

Se determina por nefelometrfa leyendo la suspensién a 400 nm y el

valor cbtenido en el aparato se interpola en una curva esténdar ob

tenida usando una suspensifn de partfculas distribufda por la OMS.
pH (Apéndice t1, 4.0)

El pH de la suspensifn antes de liofilizar debe ser de 6.0 a 7.2
ENVASADO

Se dosifica en ampolletas dmbar en volGmenes adecuados segin la via
de administracidn, con agitacidén continua. Se liofilizan y sellan

las ampolletas al vacio.
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7.0

7.3

7.4

7.5

7.6

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice |, 6.1)
Microorganismos Viables (5.3)

Se toman 10 ampélletas al azary sucontenido se suspende con agua

destilada a tener 0.05 mg en 0.1 ml, a partir de esta suspensidon -

se preparan diluciones 1:10 900, 1:20 000 y 1:40 000 las cuales se

siembran en medio de culitivo tal como se describe en 5.3. Se de-
ben encontrar al menos 1 X 106 microorganismos por ml de suspen
sién,

Concentracidn Total de Microorganismos (5.4)

Prueba de Identidad (3.3.2)

Prueba de Reactividad Cut&nrea en el Cuy

Se inyectan 0.1 ml de la vacuna }:}, }:i0, 1:100 y 1:1000 por lo -
menos a &4 cuyes de 250 a 300 g, por vfa intradérmica probando las
cuatro diluciones en cada animal. A la quinta semana se les in-
yectan 0.1 ml de PPD; los resultados deben coincidir con los obteni

dos sitematicamente en los lotes de produccidn.

Comprobacidn de la Ausencia de Mycobacteria Virulentas (3.3.3)
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7.7

7.8

7.9

8.0

Inocuidad (Apéndice |, 8.0)

Humedad Residual (Apéndice I, 1.0)
No mas del 3% ni menos del 1%.
Estabiildad

Se mantiene un lote de por lo menos 6 ampolletas a 37.C y otro lo-
te, también de por lo menos 6 ampolletas a L°c y se determina el -
tiempo en gque el contenido de microorganismos viables de las mues-
tras mantenidas a 37°C es ée 50% con respecto a las muestras mante
nidas a 4°C. El tiempo debe ser mayor o cu: do n:roas igual al ob

tenido en una vacuna de referencia.

Control Externo

En México solo e} Instituto Nacional de Higiene produce esta vacuna
por 1o que no se controla en el Laboratorio Central ¢z la $.5.A. -

sino que se envian muestras periodicamente al State - Serumintitut

de Dinamarca para su control.

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna liofilizada se debe conservar en ampolleta 8mbar protegi
da de la luz, entre 2 y 10°c.
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La vacuna es estable 15 meses después de la Gltima prueba de poten

cia satisfactoria.
9.0 ROTULADO

Ademés de los datos especificados en la Reglamentacibn Vigente pa-
ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biolbgicas debe indicar
lo siguiente:
Vacuna BCG liofilizada
Cepa usada
Cantidad de microorganismos por dosis humana
Estabilizador empleado
Novcontiene conservadores
Volumen total contenido ea el envase después de rehidratar
Volumen y naturaleza del diluyente
Dosis recomendada
Via de administracibn Fa
/
Fecha de caducidad
Consérvese entre 2 y 10°¢C
Protéjase de ta luz

Descartese la vacuna que no se haya empleadoc en las siguientes 8 h

a su rehidratacidn.

10.0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION
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10.1 Presentacibn

Envases con 10 o mis dosis segtn la via de administraciéon con el -

diluyente por separado,
10,2 Esugema de lnmunlizacibn

La vacuna oral se administrari en dosis Gnica a nifios recién naci-
dos que no hayan estado en contacto con enfermos tuberculosos,

Las vacunas por multipuntura, escarificacién e intradérmica se ad-
ministraran a individuos mayores,

La inmunidad resultante es permanente,
"11.0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES
1.1 Indicaciones

Después de administrada la vacuna se esperan 6 meses para llevar -
a cabo la tuberculino-reaccibn, en la mayorta de los casos se en-
cuentra conversidn a tuberculino-reaccién positiva, En caso con-
trario se repite la vacunacién y l; tuberculino-reaccién a los ===

6 meses; en caso de resultar ésta negativa, ya no se aplica la va-

cuna pues se trata de un individuo analérgico.

11.2 Contraindicaciones



La OMS recomienda que no se debe administrar a personas con tuber-
culino-reaccibén positiva,

Sin embargo en los Gltimos afos, el consenso general de los sanita
ristas es que la vacuna BCG debe aplicarse a todos los individuos
independientemente del resultado de la tuberculino-reaccibn, ya ==
que los riesgos al aplicerla a individuos tuberculino-reacciédn po-
sitiva son de menor importancia si se considera que at administrar
la vacuna se tiene mayor seguridad de que el individuo qued§ efec-

tivamente protegido frente a la infeccién,
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VACUNA ANTITIFOIDICA

INTRODUCC | ON

Salmonella typhy penetra al organismo debido a ta ingestién de pro-

ductos contaminados; los alimentos que se consumen crudos pueden -
adquirir el microorganismo por contacto con las manos sucias de por
tadores asintomdticos. Las epidemias con frecuencia son ocasiona-
das por la contaminacibn del agua potable con aguas negras, ésto su
cede especialmente en los casos de desastres. Los mariscos cuando
provienen de zonas donde se descargan aguas negras son también fuen
te de infeccién.

El perfodo de incubacibén es de 10 a 14 dfas, gradualmente se desa-
rrolla fiebre recurrente con tendencia a elevarse, la cefalea inten
sa y la adenitis mesentérica suelen ser los sfntomas més destacados
durante los primeros 10 dfas y van acompafiados de malestar general,
anorexia, naGseas y vémito; dﬁrante este perfodo son comunes el es-
trefiimiento, las molestias abdominales y meteorismo. Hacia la ter
cera semana la flebre se mantiene elevada con variaciones diarias -
entre 39 y kO.SEC asociadas con escalofrfos y sudoracién intensa; -
en ocasiones se presenta delirio y se observa en el paciente una ex
presién turbada y de asombro, La administracidén de antipiréticos
produce un brusco descenso de la temperatura seguido a las pocas ho
ras de un ascenso hasta el nivel anterior; en casos benignos la tem
peratura se mantiene alta durante una o dos semanas y luego tiende

a normalizarse hacia el trigésimo dfa, Son caracterfsticas de es
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ta fase la leucopenia, esplenomegalia y la aparicién de un exantema
constitufdo por brotes de manchas rosadas que se encuentran princi-
palmente en el tronco, este exantema es dificil de detectar en per-
sonas de piel muy oscura, también puede presentarse diarrea.

A nlvel sistémlco el bacilo invade el tejido linf&tico del intesti~-
no y de alli pasa a los ganglios mesentéricos multiplicandose en --
ellos para llegar al conducto torécico,de donde pasan a la circula-
cibén general, debido a &sto durante la primera semana puede reali-
zarse el diagnéstico mediante el hemocultivo,

A partir del torrente ciculatorio se disemina a varios érganos in-
cluyendo rindn; ocacionando bacteriuria. Los microorganismos tam-
bién se localizan en ganglios linfaticos, en bazo; el cual se hace
palpable, en pulmén, médu]a bsea e higado; se multiplica en vias -
biliares y regresa con la bilis al intestino delgado lo cual contri
buye aln mas a la afeccidn de las placas de Peyer, Durante la se-
gunda y.tercera semanas se eliminan gran cantidad de bacilos en l;s
heces fecales, &sto hace posible el diagnbéstico mediante coproculti
VO, Las lesiones mas importantes en esta etapa son: Necresis fo-
cal del higado, inflamaci6bn de la vesfcula biliar, hiperplasia y -
necrosis del tejido linfoide, por ejemplo de las placas de Peyer,lo
cual llega a ocasionar hemorragia y perforacién intestinal que pue-
den ser mortales.

Después de una infeccidén clinica o subclinica, en cierto nimero de
individuos, el bacilo permanece en los tejidos durante perfodﬁs de
tiempo variables y son elim}nados en las excretas, constituyéndose
asi en portadores convalecientes o portadores sanos permanentes gue

il
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2.0

3.0

como se dijo antes, son fuente de inteccién.«//

Los anticuerpos, en tftulos detectables por las técnicas de alutina
cibn, aparecen durante la segunda semana de la enfermedad.

Algunas especies de Salmonella causan gastroenteritis, también lla

mada '' intoxicacibn alimenticia'', entre éstas se tiene a S. typhi-

murium, S. enteritidis y S. derby . Los sfntomas comienzan des~

pués de l.a 3 dias de incubacién y se deben a una irritacibn local
intensa en las mucosas producida por las toxinas liberadas por los
microorganismos ingeridos. No se presenta invasibn del sistema -

circulatorio ni diseminacién a otros &rganos.

DEFINICION

Vaccinum febris typhoidi (calore-phenolo-inactivatum) es una suspen

Gibn en solucibn salina isoténica que contiene 1000 millones. de bac
terias por ml de Salmonella typhi 2, inactivadas por calentamiento
a 56°C durante | h y adicionada del 0.5% de fenol como conservador.

CEPA

La cepa empleada en la preparacidn del lote semilla es Salmonella

typhi Ty2 que se recibe y conserva liofilizada.

Lote de Siembra

El material liofilizado se rehidrata con 0.5 a 1.0 ml de infusibén -
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cerebro -corazdn o con agua peptonada al 1% pH 7.2 y se siembran ca
jas con gelosa nutritiva que se incuban por 24 h a 37°C. Se selec
cionan las colonias con aspecto tipico que se siembran en tubos con
caldo nutritivo y se incuban de 18 a 20 h a 37°C. Con el desarro
de los tubos se siembran matraces con caldo nutritivo y se incuban

de 18 a 20 h a 37°C.
3.2 Controles a la Cepa v al Lote de Siembra

3.2.1 Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice 1, 6.1)

3.2.2 Pureza (Apéndice t, 1.2)
Se realizan frotes que se tifen por el método de Gram, se deben ob-
servar al microscopio exclusivamente bacilos Gram negativos, si hay
presencia de cualquier otro tipo de microorganismo el cultivo se de
secha,

3.2.3 Prueba de ldentidad (Apéndice 1, 1.3.2)

Se realiza por medio de reacciones de aglutinacibén empleando la --

suspensién de bacterias vivas y sueros antiSalmonella typhi (anti-Vi

anti-H y anti-0 ) de alto tftulo. Con los sueros anti-Vi y anti-H
se deberin obtener reacciones positivas de acuerdo al titulo de los
sueros, en tanto que con el anti-0 la aglutinacidn serd ligera o ne

gativa, Después de calentar la suspensidn durante 60 minutos en
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bafio de agua hirviendo , la aglutinacién obtenida con el suero anti-0

serd la correspondiente al titulo de dicho suero.
3.2,4 Prueba de Virulencia

Se emplea un lote de ratones de 15 a 20 g que se inocula por vfa in
traperitoneal . con 0.5 ml de una suspensidn en solucibn salina iso-
ténica conteniendo 5 X 106 microorganismos por ml, obtenidos de un
cultivo de menos de 24 h de la cepa. Por lo menos el 50% de los

animales inoculados deberdn morir en un perfodo de 72 h, (-~
L,0 OBTENCION DE LA VACUNA
4,1 Siembra

Se emplean frascos de Roux conteniendo gelosa nutritiva preparada a
partir de carne, Se siembran cada uno de los frascos de Roux con -
6 a 8 ml de la suspensidn del lote de siembra y se Incuban horizon-

talmente a 37°C durante 18 h,
4,2 Cosecha

Los cultivos se observan macroscopicamente y se desechan los que --
presenten desarrollo atipico. A cada frascos de Roux se le adicio
nan de 10 a 15 ml de solucidn salina isotbnica amortiguada con fos-
fatos pH 7.2 , se agita suavemente para desprender el desarrollo ---
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4.3

4,3.1

.Y

bacteriano y se toma una muestra para realizar un frote gue se tefi
ré al Gram, Las suspensiones que den resultados satisfactorios se
re(nen en frascos de centrifuga con succidn y filtrando a través de
gasa. Se centrifuga a 3500 rpm durante 40 minutos, se elimina el

sobrenadante y el sedimento se resuspende en solucibn salina isot6-
nica amortiguada, las suspensiones contenidas en cada frasco de cen

trifuga se prueban nuevamente por tincién al Gram,
Reunibn de Concentrados

Las suspensiones que pasaron satisfactoriamente las pruebas de pure
za, se relnen en un frasco Pyrex de 20 litros, en seguids se reali-

za la cuenta nefelométrica,
Cuenta Directa de Microorganismos //
;

Se toma una muestra de la suspensibn concentrada, después de homoge
nizarla perfectamente se diluye | a 20 y se lee en el nefelbmetro a
500 nm y se determina la concentracidn de bacterias comparando con
el estdndar de la 0.M.S. que consiste en una suspensibn de particu-
las de sflice y que equivale a 10 Ul de opacidad por ml de suspen-

sién bacteriana.
Inactivacibn

Se le adapta al frasco un termbmetro estéril y se coloca en un bafo

w
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LR

b5

5.0

5.1

de agua previamente calentado a 56 + | C, cuando la temperatura de
la suspensidn bacteriana llega a 56°C se empieza a contar el tiempo
de calentamiento de | h,

Durante el calentamiento la suspensién se agita con frecuencia,

Prueba de Inactivacién (Apéndice |, 3,0)

Se siembran dos tubos conteniendo caldo nutritivo con 0.5 ml de la
suspensién y dos cajas de gelosa nutritiva con 0.2 ml , se incuban
durante 24 h a 37°C. Si se observa crecimiento en cualquiera de -
los cultivos, se repite el proceso de inactivacién con calor y nue

vamente se realiza la prueba,

Dilucidn Final de la Vacuna

En base al contenido de microorganismos (4,3,2) se realiza la dilu-
cién final a tener 1000 millones de bacterias por ml, empleando co-
mo diluyente solucibén salina isotbénica amertiguada a pH 7.2 a la que

se le adiciona la cantidad necesaria de fenol para tener 0,5% como

concentracién final,

CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

Pureza (3.2.1)
T



5.3

5.4

5.5

5.6

fdentidad (3.2.2)

Concentracibn de microorganismos

Se realiza como se describe en (4.3,2), sin hacer dilucién.

Prueba de Inocuidad (Apéndice I, 8,0)

Prueba de Potencia (Apéndice 1, 9,7)

Animales de Prueba: Se utilizan ratones susceptibles a S, typhi -
con un peso de 14 a 16 g y de un solo sexo, Se emplean como mfni-
mo 4 grupos de no menos de 12 animales para cada lote de vacuna; vy

un lote de 40 animales para el control del microorganismo de prue-

ba, Loa ratones se inmunizan con 0.5 ml por vfa intraperitoneal -
con las diluciones de la vacuna de referencia y de cada uno de los
lotes de vacuna en estudio, Estas diluciones se preparan con solu
cién salina isoténica y son 1:40, 1:200, 1:1000 y 1:5000, Por lo

menos el 30% de los ratones asiénados a cada grupo debe sobrevivir

el periodo de inmunizacidén de 7 dfas,

Microorganismo de prueba: Se emplea como cepa de prueba una que -
haya demostrado tener una DLgg de 10 gérmenes/ ml que se conserva -
liofilizada. Se rehidrata y se siembra en caldo nutritivo, se in-
cuba 48 h a 37°C, se resiembra en gelosa nutritiva y se incuba 24 h
a 37°C, con el desarrollo se hacen frotes que se tifien al Gram para

verificar la morfologia y pureza de la cepa, El cultivo que se em
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plea para hacer la prueba no debe ser de més de 18 h y de no mas de
5 pases suscesivos, El desarrollo se suspende en solucibén salina
isoténica, se filtra y se ajusta nefelométricamente a tener 109 mi -
croorganismos por ml, de esta suspension se parte para hacer dilucio
nes con solucién salina isotdénica conteniendo respectivamente -----
20 000, 2000, 200 y 20 microorganismos por ml y después se diluye -
con mucina al 5% para tener 1000, 100, i0 y | microorganismo en ---
0.5 ml, La primera dilucién es la dosis de prueba y las tres 4l-
timas se utilizan para la determinacidn de la DLSO-

Desarrollio de la prueba: Todos los ratones inmunizados tanto con
la vacuna de referencia como con las vacunas de prueba, se inoculan
por via intraperitoneal, comenzando con los vacunados y terminando
con los testiqos y no debe transcurrir un tiempo mayor de dos horas
y media desde el momento en que se recoge el desarrollo bacteriano
hasta que se inocula el Glitimo ratén, Los ratones testigos se i-
noculan en grupos de 10 con 1000, 100, 10 y | microorganismos sus-
pendidos en 0.5 ml de mucina.

De la suspensidn en solucidn salina que contiene 20 microorganismos
por ml, se siembra | ml en una placa de gelosa nutritiva para reali
zar la cuenta de microorganismos viables,

Esta placa se incuba 24 h a 37°C y se cuenta el nimero de colonias
desarrol ladas que debers ser cercano a 20.

Después de la inoculacidén con el cultivo de prueba, se ajusta el nd
mero de animales a 10 por cada dilucidn y se observan diariamente -
durante tres dfas. Se anotan las muertes y sobrevivientes de cada

dilucidn y se calcula la DESO por el método de Reed-Muench. La va
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5.7

5.7.1

5.7.2

5.7.3

5.7.4

cuna de prueba deberd mostrar por lo menos una proteccibén igual a -

la de referencia.

Los ratones testigos inoculados con la dot s de prueba deber&n mos-
trar una mortalidad del 80 al 100%. Con Jos resultados de los gru
pos de ratones testigos inoculados con las diluciones del microorga
nismo de prueba, se calcula la DLSO'

Controles Quimicos

pH (Apéndice 1, 4.0)

De 6.8 3 7.2

Contenido de Protefnas Totales {(Apéndic 11.1)

Debe contener no menos de 0.95 mg/ml

€loruro de Sodio (Apéndice i, 8.0)

No més de 0.9% de cloruro de sodio

Fenol (Apéndice |1, 9.0)

No més de 0.5%

ENVASADO
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Se envasa en frascos dmpula con agitacibn continua.
7.0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMIKADO ENVASADO
7.1 EsterHi'dad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice |, 6.1)
7.2 lidentidad (3.2.2)
7.3 Inocuidad (Apéndice i, 8.0)
7.4 Potencia (5.6)
7.5 Controles Quimicos
7.5.1 pH (Apéndice I-l, 4.0)
De 6.8 a2 7.2
7.5.2 Protelnas Totales (Apéndice 1, 11,1)
No menos de' 0.05 mg/ml
7.5.3 Cloruro de Sodio {Apé&ndice 11, 8.0)
No mas de 0.9%
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7.5.4 Fenol (Apé&ndice i1, 5.0)

8.0

9.0

No mas de 0.5%

ALMACENAM|ENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna debe conservarse a una temperatura de 2 a 10°C.
La fecha de caducidad no debe ser posterior a 2 afos después de la
cosecha de los cultivos, y no debe ser posterior a i8 meses de la -

Gltima prueba de potencia satisfactoria.

ROTULADO

Ademés de los datos eSpecfficados en la Reglamentacibn Vigente para
Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biolbgicas, debe indicar lo.
siguiente:

Vacuna antitifofdica

Cepa empleada

Contenido en millones de bacterias por ml

Conservador y su concentacibn

Cloruro de sodio y su concentracibn

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 0.5 ml

Via subcutanea

Fecha de caducidad

Consérvese de 2 a 10°C
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16.0

10.1

10.2

Agitese antes de usarse

PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

Present;cién

Frasco &mpula con 5 ml o con 25 ml (10 y 50 dosis respectivamente) .
Esquema de Inmunizacibn

Se aplican dos dosis de 0.5 ml con intervalo de una a dos semanas,
en los nifios la dosis es de 0.25 ml por via subcuténea.

En caso de riesgo profesional y en zonas endémicas, se recomienda -
un refuerzo anual,

INDICACIONES Y REACCIONES SECUNDARIAS

Indicaciones

Inmunizacién activa contra la fiebre tifoidea.

Reacciones Secundarias

Se aprecia dolor, rubicundez e inflamacibn en el sitio de la }nyec-

cibn, los sfntomas generales pueden llegar a ser severos e incluyen

pirexia, malestar general, cefalgia y en raras ocasiones se puede =
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llegar a presentar vémito, diarrea y dolor abdominal.
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VACUNA ANTIPERTUSSIS

i NTRODUCC 1 ON

E] agente causal de la tosferina, Bordetella pertussis penetra al -

organismo por las vfas respiratorias superiores,

El contagio se produce por el pfliigge o por contacto con portadores,
Los sintomas B¢63k6;iéo§ At que se pueda confundir con el resfria
do comin, vy consisten en cefalea , ligero acenso de temperatura,
dolores musculares y ardor en la garganta,

El periodo de incubacién es de dos semanas, al cabo de las cuales -
se presenta una etapa catarral con tos que va en aumento, E} baci
lo se instala en la mucosa de la traguea y brongquios e interfiere -
con el movimiento ciliar, al lisarse los microorganismos se liberan
endotoxinas que irritan/a las células superficiales dando lugar a -
un incremento de los sintomas catarréles y a una marcada linfocito-
sis; mas tarde puede presentarse necrosis en el epitelio con infil-
traciones polimorfonucleares, inflamacion peribronquial y neumonia
intersticial. Los bacilos se localizan entre los cilios de las vi
as respiratorias superiores por lo que esta etapa es la mas conta-

giosa,
03 ; . L [ovs dd
En la etapa paroxfistica que dura de 4 a 5 semanas se presentan los

accesos de tos frecuentes acompafiados del silbido caracteristico de

esta enfermedad y se produce un r&pido agotamiento, pudiendo estar
f\ | ( p
AL P Ry AN AL L B
asociado con convulsiones, vomito y cianosis, durante Jesta etapa au

9~ ~ f).L L= SRR T W

--menta el riesgo de complicaciones por infecciones colaterales con -

¢

/
neumococo y otras bacterias/que producen neumonia bronguial, Pos-
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2,0

teriormente se presenta una etapa de recuperacidn muy lenta que se
prolonga de dos a tres meses.

La tosferina es una enfermedad tipica de la infancia que proporcio-
na inmunidad permanente. Su indice de mortalidad es muy bajo en -
si misma pero se ve aumentado por las complicaciones colaterales y
por la desnutricidn.

A esta infeccidn no se le da la importancia que realmente tiene, ya
que puede presentarse una Secuela encefalfitica que con relativa fre
cuencia causa transtornos neurolbgicos que pueden ]legar hasta el -
retraso mental irreversible asi como trastornos permanentes de la -

funcién respiratoria,
DEFINICION

Vaccinum pertussis es una suspensién de B,pertussis en fase | inac-

tivada pcr la adicidn de timerosal al 0.05%, refrigeracibn a S.C --
por dos semanas y calentamiento a 56’C durante 30 minutos, o bien -
por la adicién de formalina al 0.07% y calentamiento a 56°C durante
Il h, y que contiene 10 000 millones de bacterias por dosis indivi-
dual humana y timerosal al 0.01% como conservador,

Casi nunca se emplea sola, sino mezclada con los toxoides tetanico

y diftérico adsorbidos en foafato de aluminio.

CEPAS

Para su preparacidn se usan las cepas 509 y 134 asi como las aisla-
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3.2.2

das ea - la localidad, estas cepas completan el cuadro antigénico ne-

cesarito y se mantienen liofilizadas.
Preparacibén del Lote de Siembra

Se rehidrata una ampolleta de! cultivo liofi]izad6 de cada cepa con
I ml de peptona al I% estéril y se siembra en cajas con medio de -
Bordet~Gengou incubéndolas a 35°C por 72 h, a cada cultivo se le -
realizan pruebas de identidad y pureza; los que satisfagan éstas, -
se siembran en ctajas de medio de Bordet-Gengou que se incuban 48 h
a 35°C; del desarrollo se siembran tubos con el mismo medio y se in
cuban en iguales condiciones.

Con cada tubo se siembra .un matraz Erlenmeyer de 500 ml conteniendo
100 m1 de medio HBP-1 que se incuba a 35°C por 24 h con agitacién -

rotatoria {200 rpm).

Controles a las Cepas y al Lote de Siembra

Pureza (Apéndice |, 2.0)

Se reallzan frotes que se tifien al Gram; deberdn observarse exclusi
vamente cocobacilos Gram-negativos con tendencia a formas cadenas -

cortas.
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3.2.2,2

3.2.3

3.2.4

Caracteristicas del Desarrollo (Apéndice I, 1.1)

En medio de Bordet-Gengou deberan observarse colonias gris-perla, -
lisas y brillantes a las 48 h de incubacién a 34 6 36°C. En gelo-
sa sangre debe observarse desarrollo con actividad hemollTtica a las
L8 6 72 h. No debe haber desarrolio en gelosa nutritiva si el mi-
croorganismo estd en fase 1, ya que cuando/cambla de fase si se pro

duce desarrolio,
Prueba de Agletinaciébn (Apéndice (, 1.3.2)

Se mezclan 0,1 ml de la suspensidén bacteriana que contenga | X 10

microorganismos por ml con 0.1 ml del suero antipertussis fase | en
diluciones seriadas 1:100, 1:500, 1:1000 y 1:2000, en tubos de "~---
12 X 75 mm, se agita y se adicionan 0.5 ml de solucién salina isotf
nica para facilitar la lectura que se realiza sobre la cara céncava
del espejo de un microscopio para observar mejor la aglutinacibn, -

el titulo obtenido debe aproximarse al del suero Inmune empleado.
Virulencia en Ratén

Se inoculan dosis de 50 000 a 500 000 microorganismos contenidos en

0.03 ml, por via intracerebral a ratones de 12 g que deberdn morir

en 5 a 6 dfas. 0

I Sy
0 weeala 9.0 Wl 4\,

-~

Dermonecrosis en Conejo
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h.o

Se inyectan 0.1 ml de una suspensibn que contenga 1000 millones de
microorganismos por ml, por via intradérmica a conejos albinos, des
pués de 48 a 72 h, se deberd observar una zona de necroslis hemorrs-

gica caracteristica en el sitio de la inoculacién,
PREPARACION DE LA VACUNA

Se usa el medio liquido HBP-| gque contiene; &cidos casaminicos, al-
midén soluble, glutatién, &cido nicotfnico, NaCl, KC}, KoHPO3, ———-

MgCl'7H,0, CaCi,, FeSOu, CuSOu, el pH final debe ser de 6.9 .
Siembra

Con el desarrollo de cada matraz Erlenmeyer (3.1) se siembran garra
fones de 4 litros conteniendo 1,5 litros de medio HBP-1, se incuban
a 35°C por 18 h con agitacion rotatoria (125 rpm) y de este desarrg
1lo se inoculan garrafones de 4 litros contenisndo 1,5 litros del -
mismo medio que se incuban 48 h a 35°C con agitacion rotatoria (--

125 rpm) .
Cosecha

Se revisan macroscdpicamente los cultivos; los que presenten desa-
rrollo atfpico se desechan. De los cultivos aceptados sz realizan
frotes para la prueba de pureza y el contenido de los frascos de de

sarrollo correspondientes a cada una de ltas cepas que muestren re--
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4.3

b.3.1

L.3.2

bk

b,h,1

sultado satisfactorio se pasan a frascos de centrifuga filtrando la
suspensidn a través de gasa. Se centrifuga a 3000 rpm durante 60
minutos, el sobrenadante se desecha y el sedimento se resuspende en
solucibn salina amortiguada estéril. A estas suspensiones se les
realizan las pruebas de esterilidad bacteriana y micoética y de pure

za y se relinen para constituir la '"'suspensibén individual"

Controles Intermedios a la ""Suspensidn Individual"

Pureza (3,2.1)

Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice |, 6.1)

Mezcla de las '"Suspensiones Individuales"

Si las pruebas anteriores son satisfactorias se procede a reunir --
los concentrados de las cepas en partes iguales, enseguida se reali
za la cuenta nefelométrica, que se hace antes de inactivar, para e-
vitar un resultado errdneo provocado por la lisis de los microorga-
nismos durante el proceso,

Cuenta Nefelométrica

Se determina la concentracibr de bacterias comparando contra un es-
tandar de la OMS que consiste en una suspensidén de vidrio Pyrex que

se lee a 530 nm, que equivale 2 10 Ul de opacidad por ml de suspen-
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sidén y corresponde a 10 000 millones de microorganismos en 0.5 ml,

4,5 inactivacidn

Se ajusta el pH de la suspensién a 7,0 y se adiciona timerosal al -
10% hasta temer una concentracidn final de 0,05% se almacena a 4 C

durante una semana y enseguida se somete a calentamiento a 56°C por
30 minutos;Use incuba 24 a 36°C y se almacena a 4°C mientras se rea
liza la prueba de inactivacidn, si &sta no es satisfactoria se repi
te el perfodo de calentamiento una vez més y se realiza nuevamente

la prueba, si no es satisfactoria todavia se prolonga el tiempo de
refrigeracidén y se vuelve a probar hasta que se Obtengan.resultados

satisfactorios,
L4L,5,1 Prueba de Inactivacion (Apéndice |, 3.0)

Se siembran alfcuotas de la suspensidn en medio HBP-1 s8lido y 11~

quido, incub8ndolas a 35°C por 7 dfas; no debe haber desarrollo,
4,5.2 Pureza (3.2.1)
4,5,3 Atoxicidad

Se pesan dos lotes de por lo menos 10 ratones machos de 4 a 6 sema-

nas y 14 a 16 g cada uno. Un lote se inocula por via intraperito-

neal con un volumen de vacuna que contenga por lo menos 5000 millo-
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5.0

5.3

nes de microorganismos, y el otro con igual voiumen de solucidén sa-
lina isoténica (grupo control), A las 72 h se vuelven a pesar los
grupos debiendo tener un peso por lo menos igual al inicial, Des-
pues de 7 dfas deberan presentar como minimo el 60% de la ganancia
de peso del grupo control,

Si muere algin ratdn la prueba se repite y en esta segunda prueba -

la mortal idad no debe exceder al 5% .

CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bécteriaﬁa y Micbtica (Apéndice I, 6.1)
tnocuidad (Apéndice 1, 8,0)

Prueba de Potencia (Proteccidn al Ratén) (Apéndice 1, 9.7)

Animales; se emplean ratones de 14 + 4 g del mismo sexo que se dis-
tribuyen al azar en dos lotes de 60 animales y uno de 40 , Los
dos lotes de 60 se distribuyen en tres sublotes de 20, en &stos
se probard la vacuna est8ndar y la vacuna problema respectiva-
mente, el otro lote se divide en cuatro subgrupos de 10, de és-
tos, uno se empleard como control de la virulencia en la dosis
de prueba y con los otros tres se determinarad la DLso

Microorganismo de prueba; se utiliza la cepa 18-323 que se mantiene
liofilizada y para su utilizacibn se dan tres pases en medio de

Bordet-Gengou, se prepara una suspensidn del desarrollo del ter

_L,9_



cer pase, de 20 a 24 h de incubacién a 35°C, en solucién de Aci
dos casamInicos al 1% en NaCl al 0,6% amortiguada, con pH de --
7.1 , se ajusta el contenido de microorganismos a 10 unidades -
de opacidad y se esta suspensién se diluye a una unidad de opa-
cidad (IO9 microorganismos/ml), y enseguida se diluye a que con
tenga IOS microorganismos en 0,03 m! (Suspensién de prueba).

De esta suspensidn se preparan diluciones 1:50, 1:250 y 1:1250
para el cédlculo de la DLSO %

Inmunizacién de los animales; se diluyen las vacuna en incrementos
de 5 (tres diluciones cada una) y se inmunizan los ratones in-
yectando 0.5 ml por via intraperitoneal, el lote testigo no se
inmuniza pero se mantiene en las mismas condiciones que los in-
munizados, El intervalo entre la inmunizacibn y la aplicacibn
de 1a dosis de prueba serd de 4 dfas y por lo menos el 94% de
los ratones inmunizados deber& sobrevivir,

Aplicacibén de la dosis de prueba; Se inoculan loshdos lotes de ani-
males inmunizados y 10 ratones del lote testigo con 0,03 ml de
la suspensibén de prueba por vfa intracerebral y los tres lotes
restan;es de los ratones de control se inoculan con las dilucig .
nes de la dosis de prueba conteniendo respectivamente 2000, 400
y 80 microorganismos en 0,03 ml ,

La inoculacién se realiza comenzando con los animales vacunados
y terminando con los testigos; no deberd transcurrir mas de 2,5
horas desde el momento en que se recoja el desarrollo bacteria-
no y se inocule al Gitimo de los animales, Una vez terminada

la inoculacidn, se comprueba la viabiiidad de !a dosis de prue-
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5.4

Sk

5‘1+02

ba sembrando ! ml de la suspensién que contenga 80 microorganis
mos en 0,03 ml, dilufda 1:5, en una placa con medio de Bordet-
Gengou y se incuba a 35’C durante 72 h, La cuenta indirecta -
debgré equivaler por lo menos a la cuarta parte de la concentra
cibn calculada a partir de la opacidad,
Tres dias después de la inoculacibn se eliminan los excedentes/de =
los sublotes para que queden 16 animales en cada uno (Los m;erto§u
durante este perfodo se deben al traumatismo de la inyeccidn intra-
cerebral y no se consideran para la prueba). Se mantienen en ob-
servacidn durante 14 dfas anotando el nimero de sobrevivientes y --
muertos para cada dilucibn, los animales que muestren parélisis o -
aumento del volumen del craneo al final del perfodo de observacién,
se consideraradn como si hubieran muerto, Por lo menos el 90% de -
los animales del lote confrol para la virulencia de la dosis de prue
ba deheran morir en este perfodo,
La poténcia de la vacuna se calcula por el método de Wilson y Wor-

chester y no debe ser menor a 4 Ul por dosis individual,
Controles Qulmicos

pH {Apéndice I}, 4,0)

De 6.8 a 7.4

Protefnas (Apéndice 11,11,.1)

I
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5.b4.3

o
.
o

7.2

No deberd exceder de 0,03 ng/ml,

Timerosal (Apéndice 11, 13,0)

Deber& determinarse para ajustar el contenido final de la vacuna sg

la o mezclada a 0.01% ,

ENVASADO

Si el producto pasa satisfactoriamente todas las pruebas anteriores
s2 envia al départamento de mezclas finales donde se adiciona a los
toxoide tetdnico y'diftérico adsorbidos en fosfato de aluminio, se
ajusta la concentracidn de timerosal a 0.01% y se envasa con agita=
cidn continua (vacuna triple).

Puede adem&s adsorberse en fosfato de aluminio y envasarse como va=~

cuna antipertussis adsorbida sola,

CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL (DPT)

Como pricticamente toda la produccidn de vacuna antipertussis se em
plea para la preparacibn de la vacuna triple, aqui se describen el
control para dicha vacuna,

Esterilidad Bacteriana y Micdtica (Apéndice |, 6,1)

Identidad
Za5 281



Deben. obtenerse resultados satisfactorios en las pruebas de identi-
dad para:

Vacuna antipertussis (3.2,2,2)

Toxoide tetdnico (Apéndice 1, 9.5) 15 ULf por dosis humana.

Toxoide diftérico (Apéndice |, 9.5 ) 15 ULf por dosis humana,

Para realizar las pruebas de identidad y cuantificacién de las ULf,
se debe solubilizar el adyuvante con citrato de sodio para poder ob
servar la floculacién y la aglutinacidn en el caso de vacuna anti-

pertussis,
7.3 Inocuidad (Apéndice i, 8,0)
7.4 Potencia
Vacuna antipertussis (5,3)
Toxoide tet8nico (Apéndice |, 9.6) 2 Ul por ml de suero.
Toxoide diftérico (Apéndice t, 9.6) 2 Ul por ml de suero,
7.5 Controles Quimicos
7.5.1 pH (Apéndice 11, 4,0)
De 5.4 a 7.0
7.5.2‘-Fosfato de Aluminio (Apéndice !i, 7.0)
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7.5.3

7.5.“

7.5.5

8.0

8.3

No m8s de 4,0 mg/ml expresado como aluminio,

Timerosal (Apéndice 11, 13,9)

Mo més del 0,01%

Formol Residual (Apéndice 1}, 10.0)

No mis de 0.02%

Protetnas (Apéndice 1t, 11,1}

No hay limite establecido,

CONTROL AL PRODUCTO TERMIMADO ENVASADO (DPT)

Esterilidad Bacteriana y Micodtica (Apéndice 1, 6.1)

Identidad (7.2)

Potencia (7.4)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUC!DAD

Se debe conservar entre 2 vy 10°¢c y evitar que se congele.

La fecha de caducidad no serd mayor a 18 meses después de realizada

la Gdltima prueba de potencia satisfactoria a la vacuna antipertu- -
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ssis y no se debe distribuir el lote después de 12 meses de fabri-

cado.
ROTULADO

Adem&s de los datos indicados en el Reglamento General para Labora-
torios Fabricantes de Sustancias Bioldgicas, debe indicar lo siguien
te:
Vacuna DPT (Diftérica-Pertussis-Tetdnica) adsorbida
Concentracidén expresada en:
Millones de microorganismos por dosis individual humana (antiper
tusis)
ULf por dosis individual humana (toxoides diftérico y tetanico)
Conservador empleado y su concentraciobn oA ad
Adyuvante empleado y su concentracibn
volumen total contenido en el envase
Dosis : 0.5 ml
Via de administracidn: Intramuscular profunda
Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10°¢C

No se congele
PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

Presentacibn

La vacuna DPT se presenta er cajas con tres ampolletas de 0.5 ml ca
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da una, en frascos ampula con 1.5 ml (tres dosis) v 7.5 m! (quince -

~

dosis).
11.2 Esquema de |nmunizacidn

La vacuna triple se administra en tres dosis de 0.5 ml cada una por
via intramuscular profunda con intervalos de uno a tres meses, empe
zando a los tres meses de vida, una cuarta dosis al afo de la terce
ra y un refuerzo antes del ingreso a la escuela.

La proteccién contra la tosferina y la diftéria es necesaria solo -
durante la infancia en tanto que se debe estar protegido frente a -
tétanos durante toda la vida por lo que se debera dar como minimo -

un refuerzo cada 10 afios con toxoide teténico adsorbido.

12.0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES
12.1 Indicaciones

La vacuna triple se adminstrara a nifios entre dos meses y 6 -~ ---

anos de edad.

La vacuna simple adsorbida se administrard a los donadores de suero

antipertussis de origen humano.
12.2 Contraindicaciones

La vacuna esta contraindicada en mayores de 6 afos y en personas con

antecedentes convulsivos.
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1.0

TOXOIDE TETANICO

INTRODUCCION

El agente causal del té&tanos es Clostridlium tetanl, A diferen-

cia de otros tipos de Clostridia, no ocasiona necrosis local, su -
acclén es neurotdxlca, Los bacilos o sus esporas penetran al or
ganismo a travé€s de de heridas ablertas; cualquier accidente es po
tencialmente tetanfgeno si la herida se produjo con un objeto su=-
cio, especialmente si estd contaminado con heces de herbivoros.

El uso de estiércol como fertilizante hace que los accidentes en =
dreas verdes tengan un alto riesgo de contaminacién con tétanos.
Esta infeccién se considera riesgo profesional en jardineres, cam-
pesinos, deportistas, personal que maneja ganado, personal médico,
de laboratorios y bioterios, plomeros y soldados. Los accliden=-
tes que se producen en las playas cereanas a la desembocadura de -
rfos y canales de aguas negras también tienen un alto riesgo de =--
contaminaciébn con tétanos, Debido a la amplia diseminacién de las
esporas de C,tetani cualquler herida expuesta tiene la posibilidad
de infectarse con este microorganismo,

El perfodo de incubacidn es de 4 a 5 dfas aunque se puede prolongar
por varias semanas, los sfntomas prodrémicos cuando se presentan =
consisten solo en inquietud y cefaleas leves, En las primeras fa

ses de la enfermedad se presenta rigidez muscular con molestias en



2.0

la regibn maxilar, cuello y regién lumbar; es tipica de esta fase
la rigidez de la nuca, el espasmo de los misculos de la mastica---
cidén (boca de candado) y de los misculos faciales {risa sardénica).
Al avanzar la enfermedad se presenta sensacibn de tirantez en el -
térax, rigidez en la pared abdominal, en la espalda y en los miem-
bros, posteriormente sobrevienen espasmos ténicos y dificultad pa-
ra respirar, toser y deglutir, hay sudoracién profusa y fiebre mo-
derada; las convulsiones son favorecidas por estimulos externos =--
por ejemplo ruidos, luz intensa etc... Durante este perfodo pue-
de sobrevenir la muerte del paciente por asfixia durante la convul
sién; si el paciente sobrevive, la intensidad de los espasmos em-
pieza a decrecer en el curso de la segunda semana aunqgue el perio-
do de reCuperacién se alarga a veces hasta por varios meses antes
que el‘restablecimiento sea completo. En zonas rurales es todavfa
comin el tétanos neonatal ocasionado por las malas condiciones hi-
giénicas durante la atencién del parto.

La mortalidad por esta enfermedad depende de la gravedad de la in
feccion y de la oportunidad con que el paciente recibe la antito-

xina.

DEFINICION

Toxoidum tetani es un producto purificado derivado de la toxina ob
tenida del (. tetani cultivado en un medio lfquido apropiado, deto

xificada por la adicidn de formalina a tener 0.35% e incubacién a
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3.0

37qC durante 23 dias y adicionado de timerosal como conservador,

Se presenta solo (fluido), adicionado de fosfato de aluminio como
adyuvantz (toxoide adsorbido), mezclado con toxoide diftérico, va-
cuna éntipertusis y adyuvante (DPT) y mezclado con toxoide diftéri

co y adyuvante (DT).
CEPA

Para la produccidn del toxoide en México se usa la cepa Zagreb que

se recibe y conserva liofilizada.
Conservacidn de la Cepa

Se rehidrata la cepacon | 6 2 ml de medio flufdo de fioglicolato,
se siembra en un tubo con 30 ml del mismo medio y se incuba a 37.C
por 24 h, El contenido de este tubo se pasa a un frasco con 3 i
tros de medio de Miiller y Miller modificado y se incuba de 24 a 48
horas a 35 C procediéndose a la prueba de pureza, si ésta es satis
factoria, se centrifuga la suspensién a 2 000 rpm por 25 minutos,
se descarta el sobrenadante lavando el sedimento con solucibn sali
na isotbénica, se resuspende en leche descremada y luego se envasa
en ampolletas que se liofilizan, sellan al vacio y se almacenan a

L7c,
Lote de Siembra
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3.3

3.3.1

Se rehidrata el contenido de una ampolleta con medio fluido de tio
glicolato y se siembra en un tubo con el mismo medio que se incuba
a 37°C por 24 h, se toma muestra para la prueba d: pureza y si es-
ta es satisfactoria se siembran los tubos necesarios para el lote
de siembra que se incuban en las mismas condiciones, Semanalmen-
te se dan pases para preparar los lotes de siembra y cuando se de-
tecta una disminucion en el titulo de la toxina en los lotes de pro
duccidn, se descarta la cepa y se comienza con otro cultivo liofi-
lizado. Los cultivos que se dejan para obtener los lotes de siem

bra subsecuentes se conservan en congelacién,

Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Pureza (Apéndice 1, 2.0)

Se hacen frotes del desarrollo que se tifien con Gram; se deben ob-
servar bacilos Gram-positivos no esporulados.

Se siembran muestras del desarrollo en medio de gelosa-sangre y so
ya-tripticasa agar que se incuban 7 dias a 3S‘C en aerobiosis y en
medio Sabouraud que se incuba 7 dias de 18 a 22°C.

No debe haber desarrollo en ningin caso.

OBTENCION DEL TOXOIDE

Para la obtencidon del toxoide se deben observar ademas de las nor-

mas especificadas en el Reglamento General para Laboratorios Pro-
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ductores de Biolbgicos las siguientes: '"Todas las operaciones de
fabricaciéon hasta la detoxificacidén deberan hacerse en locales com
pletamente separados y utilizando materiales y personal exclusivos'
"No se .debe colocar en el mismo cuarto de incubacibén a la toxina y
al toxoide'', "El personal que labora debe ser exclusivo para este
departamento y ‘fe debe contar con ropa (incluyendo zapatos), para
uso ihico de la Zoha de produccion'', 'Estdn prohibidas las visitas
soc iates',

Para la produccion se usa el medio liquido de Miller y Miller modi
fitado que Tontiene glucosa, cistina, vitaminas, caseina hidroliza
de, NaCl, MgSOu'7 H20 y FeC13 a un pH de 6.9 a 7.0, este medio se
esteriliza a 121°C durante 33 minutos en garrafones de 20 litros -
de tapacidad colocando 15 litros de med}o, el medio se enfria a -=
37°¢t después de la esteril;zacién en bafio de agua con hielo. El
enfriamiento rapido y el volumen de medio crean las condiciones de
anaerobiosis necesarias para el microorganismo y adem&s al comenzar
el desarrollo de éste, se desprende HyS que desplaza el aire de los

garrafones y se logra la anaerobiosis completa.
Siembra
Con el desarrollo de los tubos se siembran los garrafones con medio

de Miiller y Miller modificado, se incuba 6 dias a 35 C y luego 3 di

as a L’C para aumentar la liberacién de toxinas por lisis,



4.1.3

Pureza (3.3.1)

Solamente se hacen frotes tedidos con Gram,

Calculo de Unidades Lf (Apéndice |, 9.5) CM_);J”:’_L\

Se diluye la antitoxina patrén hasta tener 50 LF/ml con solucién a
mortigqadora de fosfatos pH 7.4; se mezclan cantidades crecientes
de esta antitoxina empezando con 0.3 ml hasta 0.8 ml con 0.5 ml de
la toxina de produccién y se completa a 2.0 ml con solucién amorti
guadora, se incuba a 50°¢C y se observa en gque fubo ocurrié la flo-
culacién en primer término. Generalmente esto sucede en 20 o 30

minutos. Se calculan las ULf por mi,

Cadlculo de la Dosis Minima Letal (DML) (Apéndice I, &L.1)

Paﬂa Lormpre b P SC /pu,u,, PRy /}ﬂacw,z: 747{\’,'10 s /'—\a,v ey -
(f-llt\, co¥] L~ At #(’w——czs’odk({_

Se toman muestras del cultfvo que se centrifugan 20 minutos a ---
3 000 rpm y se separa el sobrenadante, con éste se hacen diluciones
con solucidébn de peptona al 1% en cloruro de sodio al 0.5% que com-
prendan desde l)(IO-I hasta IXIO-6; con cada dilucién se inoculan lo
tes de ratones de 18 a 20 g con 0.5 ml por via subcutinea, se obser
van durante 5 dfas anotando el tiempo de muerte de los ratones, se
multiplica la mdxima dilucién en que murleron los animales por un
factor calculado experimentalmente en funcidn del tiempo de muerte
y que se encuentra en la siguiente tabla.

(Ref. ; Arch. Exp. Path. Pharmak.:197,536, 1941)
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4.2.1

h.3

Tiempo Factor Tiempo Factor Tiempo Factor

h h h
V2 sl o 22 Sl TR (e BO8 . .i.. VWO
18 ...... b5 66 ...... 2.9 L7 oy 1.05
PRt s I8 7o e SR A 120 ....... 1.00
S Tt Qe R - el PR i L {17 T, e 0.%6
36 ...... 6.3 84 ...... 1.} | 57t R 0.93
PR L SRS 138 ....... 0.90
Lo R e 9B i Bl b ....... 0.83
St ate. o RAE0 Y02 . g% eieo Vel TS50 s oigs mes. FoT7D

Detoxificacidn

Se adiciona a la toxina formalina al 35% hasta alcanzar una concen
tracién final del 0.35%, se incuba a 37.C durante 23 dias y se rea
liza la prueba de atoxicidad.

o 7& mvn-/b% / Ly TORE L~

Atoxicidad (Apéndice 1, 5.0)

Se toman muestras del toxoide y se inyectan 5 ml, por via intramus
cular a un minimo de 5 cuyes de 350 a 450 g, se observan durante -
23 dfas, no deberadn morir ni presentar sintomas de tétanos como son;
dificultad al girar para ponerse en pié, par8lisis en las extremida
des posteriores o encurvamiento de la columna vertebral y ademds -
los animales deben ganar peso; ésto se controla pesidndolos cada ter
cer dia, Los resultados son satisfactorios si sobreviven los anji
males y ninguno presenta sTntomas de tétanos, si no es asf se con-

tinGa la detoxificacibn y se repite lta prueba,

Purificacién y Esterilizacién
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Se ajusta el pH de 7.0 a 7.2 con NaOH IN y enseguida se procede a
clarificar en un filtro prensa para eliminar los restos del desa-
rrollo bacteriano, el toxoide se purifica y concentra por filtra-
cibn inversa para eliminar los componentes del medio de cultivo y
otras protefnas de bajo peso molecular, se adiciona timerosal al -
0.01% como conservador y se esteriliza por filtracibn a través de
membrana.
5.0 CONTROL AL PRODUCTO INTERMEDIO A GRANEL
5.1 Esterilidad Bacteriana y Micbtica {Apéndice I, 6.1)
5.2 Célculo de las ULf (u,z.z
5.3 Controles Qufimicos
5.3.1 pH (Apéndice !}, L, 0)
De 7.0 a 7.1
5.3.2 Formol Residual (Apéndice 11, 10.0)

No mas de 0,25%

5.3.3 Protefnas (Apéndice 11, 11.0)
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5.3.4

6.0

7.0

7.3

No hay limite establecido.

Timerosal (Apéndice 11, 13.0)

No més de 0.01%

MEZCLA FINAL

E! toxoide concentrado se envia al departamento de mezclas finales
donde se adiciona fosfato de aluminio, toxoide diftérico y vacu-
na antipertusis (Vacuna triple DPT), o bien se mezcla con fosfato
de aluminio y toxoide diftérico (DT) o solamente con el adyuvante
(Toxoide tetdnico adsorbido TT).

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL (TOXOIDE TETANICO ADSORBI!DO)
Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice |, 6.1)

inocuidad (Apéndice |, 8.0)

Potencia (Apéndice 1, 9.6)

Se usan por lo menos 10 cuyes de 500 g que se inmunizan con la mi-
tad de la dosis total para el humano, se dejan de 6 a 8 semanas vy
se cuantifican los anticuerpos presentes en el suero, El produc-

to se acepta si el suero de los cuyes contiene un minimo de 2 Ul -
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7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.4.4

8.0

de antitoxina/m} o si la respuesta es por lo menos igual a la de -

un toxoide de referencia.

Controles Quimicos

pH (Apéndice 1!, 4.,0)

Entre 7.2 vy 7.4

Fosfato de Aluminio (Apéndice 11, 7.0)

No mas de 4 mg/m! expresado como aluminio.

Formo! Residual {Apéndice i, 10.0)

No m&s de 0.02%

Timerosal (Apéndice 11, 13.0)

No m&s de 0.01%

ENVASADO

Se envasa en frascos &mpula o en ampolletas, con agitacién conti-~

nua,
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9.3

10.0

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO
Esterilidad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice |, 6.1)
ldentidad (4.1.2)

El cadlculo de las ULf se considera prueba de identidad en el pro-

ducto terminado, es necesario disolver el adyuvante con citrato de
sodio para apreciar la floculacibn. En el caso de la vacuna tri~
ple, después de solubilizar el adyuvante se centrifuga para elimi-

nar las bacterias.
Potencia (7.3)
ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Se conserva entre 2 y 10°C y no debe congelarse.
El produkto es estable hasta 2 afios después de la Gltima prueba de

potencia satisfactoria,

ROTULADO

Ademas de los datos especificados e el Reglamento General para La
boratorios Productores de Bioldgicos, debe indicar 1o siguiente:

Toxoide tetdnico adsorbido
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12,0

Cantidad de toxoide expresada en ULf por dosis humana
Conservador empleado y su concentracibn

Adyuvante empleado y su concentracidn

Concentracibén de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 0.5 ml

Via intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10°¢c

No se congele

PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

Presentacién

Se presenta en ampolletas con 0.5 ml conteniendo 10 ULf del toxoi~
de o0 en frascos ampula con dosis miltiples. El toxoide fluido se

presenta solo en dosis individuales,

Esquema de Inmunizacidn

El toxoide tet8nico adsorbido se administra a personas mayores de
6 afios en dos dosis de 0.5 ml separadas por intervalos de uno a --
dos meses, una tercera al afo de la sequnda y un refuerzo cada -=--
10 afos.

La vacuna triple se administra en tres dosis de 0.5 ml cada una, =
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13.0

13.1

separadas por intervalos de | mes empezando a los 3 meses de vida y
una cuarta dosis un afio después de la tercera, es muy reccmendable
dar un refuerzo antes de que el nifio ingrese a la escuela y poste-
riormente se dan refuerzos cada 10 afios con toxoide tetdnico adsor
bido.

La mezcla de toxoides diftérico-tetdnico adsorbidos estd indicada
para aquellos individuos mayores de 6 afos que no han sido inmuni-
zados con la vacuna triple, y que son susceptibles a 1a difteria -

(reaccién de Shick positiva verdadera) .

INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

Indicaciones

Cuando se ha completado y mantenido el esquema de inmunizacién es

recomendable, pero no absolutamente necesario, administrar el toxoj

de flufdo gpspués de un accidente potencialmente tetanigeno con el

I T WY
/3*&\ff;i§g lograr un aumento en el titulo de antitoxina,

13.2 Contraindicaciones

Hipersensibilidad al toxoide teténico.

No se administrard el toxoide a personas con esquema de vacunacién
incompleto en caso de accidente potencialmente tetanfgeno; en ese
caso se debe administrar la antitoxina y posteriormente continuar

el esquema de vacunacibn.
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TOXOIDE DIFTERICO

INTRODUCC | ON

E] agente causal de la difteria es Corynebacterium diphteriae. 3

Su patogenicidad radica en la capacidad de liberar exotoxinas. e
Aunque la infeccibn es exclusiva para el hombre, la exotoxina es pa
tébgena para el cuy, conejo, perro, gato y aves.

La enfermedad se trasmite a través del fliigge y se presenta por lo
general a nivel de las mucosas del tracto respiratorio superior,

El periodo de incubacién es de 2 a 6 dias y los sintomas ﬁrodrémi-
cos son variados y poco significativos, generalmente se presenta -
palidez, anorexia, quebrantamiento, ocasionalmente vémitos ¥y una muy
ligera elevacién de temperatura, enseguida se empieza a generar la
exotoxina que produce necrosis en el epitelio y ésto ocasiona un -
exudado de fibriﬁa y leucocitos que producen las pseudomembranas -
de color blanco-grisaceo caracteristicas de esta infeccibén, los bor
des de las pseudomembranas sangran y el proceso necrdético genera un
olor caracteristico; estas membranas pueden ocasionar dificultades
respiratorias e incluso asfixia, lo cual hace necesaria la traqueg
tomia. Los trastornos respiratorios se deben a que la exotoxina
inhibe la formacidn de citocromo B. Cuando el caso es grave, la
exotoxina ocasiona infarto ganglionar en el cuello lo que da lugar
al proceso inflamatorio conocido como “cuello de toro”. La exo-
toxina liberada llega a torrente circulatorio provocando alteracio

nes en otros 6rganos, por ejemplo, degeneracién parenquimatosa en

= g2



2.0

3.0

corazbn, higado, rifones y cdpsulas suprarrenales, paradlisis del -
paladar blando, de los misculos oculares y de las extremidades.
Otras formas de la infecci6n son: Difteria cuténea (tfpica de zo
nas tropicales), en los labios, en la vagina, en la vulva y en he-
ridas pero todas estas formas son raras. Cuando se presenta la -
muerte se debe generalmente a obstruccidédn de las vias respirato-
rias, paro cardiaco o ambas causas.

En nuestro medio esta infeccibn estd casi erradicada, Se presen-

tan casos de portadores sanos del bacilo que son de importancia e-

. pidemiolbgica.

DEFINICION

Toxodium diphteriae es un derivado de la toxina obtenida de C, diph

teriae cultivado en un medio lfquido apropiado, detoxificada por la
adicién de formalina y que lleva timerosal al 0,01% como eonserva-

dor.

CEPA

Se usa la cepa lisogénica Park Williams-8 (PW-8) para la produccién
de la exotoxina. Esta cepa se recibe y conserva liofilizada, para
lo cual se sigue un método semejante al descrito en toxoide tet&ni

co (3.1).

Lote de Siembra
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3.2

Se rehidrata el contenido de una ampolleta con medio de Michigan y
se siembra en un tubo con el mismo medio que se incuba inclinado -
de 32 a 34°C durante 48 h, se toman muestras para la prueba de pu-
reza y si ésta es satisfactoria se siembran los tubos necesarios -
para el lote de siembra, Semanalmente se dan pases para preparar
los lotes de siembra y cuando se detecta una disminucidon en el tf7-
tulo de la toxina en los lotes de produccidén se descarta la cepa y

se comienza con otro cultivo liofilizado.

Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Pureza

Se realizan frotes que se tinen al Gram, se deben observar bacilos
rectos o ligeramente curvos. La cepa PW-8 se comporta en forma -
irregular en cuanto a la tincibén de Gram, El1 desarrollo es tipi-
co en forma de velo observandose el medio de cultivo completamente

claro.

OBTENCION DEL TOXOIDE

Para la produccién se usa el medio de Miller y Miiller que contiene;
vitaminas, cistina, cistefna, 3cidos casaminicos, maltosa y iones
de Na, Mg, Ca y Fe. La cantidad de Fe contenida en el medio es -

critica, siendo la 6ptima de 0.14 yg/m!.
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L1
4.1.2
4.1.3

Siembra

Los tubos de! lote de siembra se incuban de 32 a 34°C por 24 h co-
locandolos en un &ngulo de inclinacibn de ZO'respecto a la horizon
tal con el fin de asegurar una méxima superficie de desarrollo, se
repite la prueba de pureza y si es satisfactoria se siembran 100 =
cajas de Povitsky de 5 litros que contengan 500 ml de medio Miller
y Miller, se incuban 6 dias de 32 a 34'C. Se revisa cada caja pa
ra comprobar que el aspecto del desarrollo es el tipico y se rel-

ne el contenido de las cajas en frascos Pyrex de 20 litros. Ense
guida se procede a clarificar en un filtro prensa y se toman mues-

tras para el céalculo de las ULf, DML y determinacidn de! N-amino.
Calculo del Nitrégeno-amino (N-amino) (Apéndice 11, 14.0)
Calculo de las ULf (Apéndice |, 9.5)

Se diluye la antitoxina patrén hasta tener 100 Lf/ml con solucién
amortiquada con fosfatos pH 7.2 a 7.4; se mezclan cantidades cre-
cientes de esta antitoxina empezando con 0.3 a 0.8 ml con 1.0 ml -
de la toxina de produccidén y se completa el volumen a 2.0 ml! con -
solucibn amortiguadora. Se incuba a 37 C y se observa en que tubo

ocurrié la floculacién en primer término. Se calculan las ULf/ml,

Calculo de la Dosis Minima Letal (DML) (Apéndice |, 4.1)



Se hacen diluciones con solucién salina amortiguada que comprendan
desde 1:100 a 1:700. Se inyectan cuyes de 250 a 300 g con 5 ml -
por via intraperitoneal y se observan durante 72 h. En base a la
maxima dilucidon en que murieron los cuyes a las 72 h,se calculan -

las DML por ml.

Detoxificacibn

Se adiciona formalina al 37/ seg(n la cantidad calculada en base -
al nitrégeno amino, se esteriliza la solucidon por filtracién a tra
v€s de membrana y se deja reposar a 22°C una semana ajustando el pH
a que no varje de 7.0 + 0.1, después se deja otras 3 semanas de --
30 a 34°C para que termine la detoxificacion y se realiza la prue-

ba de atoxicidad.

Atoxicidad (Apéndice I, 5.0)

Se inoculan 3 conejos Nueva Zelanda de 2.5 Kg con 0.1 ml del toxoi
de por vla intradérmica en la zona del dorso previamente depilada

y se observan durante 72 h; ninguno debe presentar eritema en el -
sitio de la inoculacibn. Si no es asf, se continda la detoxifica
cidn por mas tiempo y se repite la prueba hasta tener resultados -
satisfactorios.

Otra prueba consiste en inyectar |.0 ml que contengan por lo menos
200 Lf por via subcutdnea a un minimo de 5 cuyes de 250 a 350 g y

se observan durante 30 dias. Los animales que mueran en este pe-
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L.3

5.0

5.3

riodo deberéan someterse a la necropsia buscando signos de la accién
de la toxina especialmente en las c3psulas suprarrenales. La prue
ba se considera satisfactoria si sobreviven los animales y ninguno
presenta signos de intoxicacion, Si no es asf, se continia la de
toxificaci6n y se repite la prueba hasta tener resultados satisfac

torios.

Purificacidn y Esterilizacién

El toxoide se purifica y concentra por filtracién inversa para elji
minar los componentes del medio de cultivo y otras protefnas de ba
jo peso molecular, se adiciona timerosal al 0.01% como conservador
y se esteriliza por filtracién a través de membrana.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice |, 6.1)

Célculo de las UL (4.1.2)

Se acepta el producto si contiene 1 200 Lf/mg de nitrbgeno protei-

co como minimo,
Potencia (Apéndice |, 9.6)

Se determina cuantificando los anticuerpos presentes en el suero de

_77..



5.h4

5.4.1

5.4.2

5.4.3

5.b.4

6.0

cuyes inmunizados y no debe ser inferior a 2 Ul/ml.
Pruebas Quimicas

pH (ApénAFce i, 4.0)

Entre 7.2 y 7.4

Nitrégeno Proteico (Apéndice {1, 11.0)

No hay 1imite establecido pero este dato sirve para correlacionar-

Iolcon la potencia en ULf y determinar si el producto se acepta.
Formol Residual (Apéndicelll, 10.0)

No més &el 0.02%

Timerosal (Apéndice !, 13.0)

No mas del 0.01%

MEZCLA FINAL

E! toxoide concentrado se envia al departamento de mezclas fi&ales

donde se adiciona de fosfato de aluminio y de toxoide teténico, o

bien se mezcla con toxoide tetdnico y vacuna antipertusis (vacuna
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triple, DPT).

7.0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL (TOXOIDE TETANICO-DIFTERICO

ADSORB! DO)

7.1 Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice I, 6.1)

7.2 Prueba de tnocuidad (Apéndice I, 8.0)

7.3 Pruebs de Potencia (5.3)

7.4 Pruebas Quimicas

7.4.1 pH (Apéndice 11, 4.0)

7.4.2 Fosfato de Aluminio (Apéndice 11, 7.0)

No més de 4.0 mg/m] expresado como aluminio.

7.4.3 Formol Residual (Apéndice |1, 10.0)

No m&s de 0.02%
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7.4.4

8.0

9.0

9.3

10,0

Timerosal (Apéndice |1, 13.0)

No m&s de 0.01%

ENVASADO

Se envasa en ampolletas o frascos ampula con agitacién continua.

CONTROL AL PRODUCTO TERM!INADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice 1, 6.1)

Prueba de ldentidad (Apéndice |, 9.5)

El c8lculo de las ULf se considera prueba de identidad, Es necesa

rio disolver el adyuvante con citrato de sodio para apreciar la fig

culacibn,

Potencia (5.3)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Se conserva entre 2 y 10°c y no debe congelarse.

El producto es estable 2 afos después de la Gltima prueba de poten

cia satisfactoria.
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11.0 ROTULADO

Ademés de los datos especificados en el Reglamento General para La
boratorios Productores de Biolbgicos, debe indicar lo siguiente:
Toxoides Diftérico y Tetdnico adsrobidos

Cantidad de los toxoides expresada en ULf por dosis humana
Conservador y su concentracibn

Concentracibén de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Dosis: 0.5 ml

Vfa: Intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y IO-C

No se congele
12,0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION
12.1 Presentacibn

Se presenta en ampolletas conteniendo 10 ULf de toxoide teténico y

20 ULf de toxoide diftérico o en frascos ampula con dosis miltiples.
12,2 Esquema de Inmunizacidn
Se administra a las personas mayores de 6 afos que no fueron vacu-

nadas con la triple (DPT), Se recomiendan 2 dosis con intervalos
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13.1

de uno a dos meses y una tercera dosis al afo de la segunda.
INDICACIONES ¥ CONTRAINDICACIONES

Indicaciones

Este produ;to debe administrarse a personas con riesgo profesional
de difteria, personal médico y paramédico, después de haber reali-
zado la prueba de Shick. Esta consiste en inyectar por via intra
dérmica 0,1 ml de toxima diftérica conteniendo /50 de DML para el
cuye y se observa a las 48 y 72 h, Si no se presenta ninguna al-
teracidn en el sitio de la inyeccién se considera al individuo pro
tegido frente a la difteria ya que la antitoxina presente en su or
ganismo neutralizé la toxina inyectada (Shick negativo). Si apa-
rece un eritema en el sitio de la inyeccidn, éste puede deberse a
la acci6n de la toxina (Shick positivo) o bien a una reaccibn de -
hipersensibilidad frente al producto (Shick positivo falso), para
determinar cual es el caso se repite la prueba utilizando toxoide
diftérico en lugar de la toxina inyectando 0.! ml de una dilucién
1:20 de la dosis humana y realizando la lectura de 48 a 72 h des--
pués de su aplicacion; si se forma nuevamente el eritema, signifi-
ca que el individuo estad hipersensibilizado al toxoide y no debe -
vacunarse, Si no hay cambio en el sitio de la inyeccidn se conside
ra que la priemra reaccidén se debidé a la toxina y el individuo es

Shick positivo verdadero, en este caso debe aplicarse el toxoide.
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Contraindicaciones

No se administrard el toxoide a personas Shick megativas ni a las

Shick positivos falsos.

BiBLIOGRAFIA

= Organizacidbn Mundial de la Salud, 1960, Serie de informes téc-

nicos, 17: Informe, Ginerbra, 32.

= Secretaria de Salubridad y Asistencia, Control de Enfermedades

Trasmisibles, 1972, México, 51.

= Wiesmann, E., Microbiologia Médica, 1974, Salvat Editores, Bar

celona, 61.
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VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA ORAL

TIPO SABIN

INTRODUCCON

El agente causal de la poliomielitis es un Picornavirus que presen
ta tres tipos: 1, 2 y 3, s6lo diferenciables serolbgicamente. Es
tos tipos son patbgenos Gnicamente para el hombre y los primates.
La via de entrada del virus es la oral, replicdndose en un princi-
pio en el tejido linfatico, especialmente en amigdalas y en placas
de Peyer; puede alcanzar sistema nervioso central por via sangui-
nea donde causa dafios a nivel de médula espinal y de bulbo raquf-
deo. Puede cursar asintomatica como poliomielitis menor o aborti
va caracterizada por fiebre, malestar, faringitis con o sin cefal-
gia y vébmito, o causar desde paralisis en menor grado hasta la ---
muerte por falla respiratoria o cardfaca en la poliomielitis bul-
bar. La parte mas dafada son las neuronas motoras de ta médula -
espinal ocasionando paradlisis flacida irreversible.

En los casos de paralisis el periodo de incubacidn es de una a dos
semanas y las primeras manifestaciones son de fiebre y dolor de ca
beza durante los primeros tres dias, aunque en el aduito a veces -
no se manifiestan, al cuarto dfa se presenta un descenso leve de la
temperatura y al siguiente dfa aumenta mas (curva de dromedario) vy
empieza a aparecer somnolencia, inquietud , sintomas meningiticos
ademas de manifestaciones paraliticas en las extremidades.

Esta infeccidn proporciona inmunidad tipo-especifica permanente y
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2.0

3.0

se presenta principalmente en nifos porque a esta zdad hay mas suje
tos no inmunas, aunque no se excluyzn adultos e incluso ancianos.
La infeccibn es propiciada por las malas condiciones higiénicas vy
aunque existe la posibilidad de paralisis, el indice de ésta respec

to a los infectados es muy bajo, entre 0.5 y 1.0 por mil.

DEFINICION

Vaccinum poliomyelitis perorale typus !, 11, 11l (Vacuna antipolig

mielitica tipo Sabin) es una suspensién de poliovirus atenuado de
los tipos |, 2 y 3 obtenida en cultivos primarios de tejido de ri-
fién de mono, conteniendo una cantidad apropiada de cada uno de los

tres serotipos.,

CEPAS

Se requieren cepas de los tres serotipos, las empleadas son: Fes
LSc,2ab de tipo 1, P 712,ch,2ab de tipo 2 y Leon,IZa‘b del tipo 3,
que son las obtenidas por el Doctor Sabin,

Estas cepas no deben haber sufrido ninglin pase en lineas celulares
continuas y Unicamente podran realizarse como maximo tres pases en

cultivos primarios a partir de la cepa original.

Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en cultivo de tejido de riién de mo-
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3.2

.o

no, en la misma forma que se describe a continuacibn para el lote

de produccibn y se conserva repartido en alicuotas a -60°C.
Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Se realizan los mismos controles que se describen para producto a
granel. En la prueba de neurovirulencia en monos (5.3) ademas de
las vias de inoculacidn descritas, se inyectan por via intra -
muscular 5 ml de la suspensién semilla, repartiendo este volu-
men en varios sitios, después de 2i dias se hace una eva--
luacibn comparativa con un lote similar que se inocula con una sus

pension de refarencia.
OBTENCION DE LA VACUNA
Preparacién de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de rifibn de mono del gé€nero Cercopi
thecus (€, aethlops)a los cuales se les ha realizado previamente -
la prueba de la tuberculina y que se deben mantener durante 40 df-
as antes de la prueba en condiciones ambientales semejantes a su -
lugar de origen.,

Si el indice de mortalidad durante la cuarentena sobrepasa el 5% -
mensual; se prolonga la observacién durante 40 dfas.

Los monos que hayan pasado satisfactoriamente el perfodo de abser-
vacfén se anestesian y trabajando en condiciones de esterilidad se
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extraen los ‘rifones que se colocan en cajas Petri. Los animales
se someten a necropsia en busca de lesiones de origen tuberculoso
o viral (especialmente las producidas por el virus B). Los rifo-
nes se descapsulan y reducen a fragmentos de 3 alh mm, Se pasan a
un aparato de tripsinizacién de flujo continuo durante 3 a & h, em
pleando solucidén de tripsina al 0.25%. Las células tripsinizadas
se lavan con solucidn de Hanks adicionado de hidroiizado de lacto-
albdmina, Z% de suero de ternera y 200 Ul por ml de penicilina y -
estreptomicina, centrifugando a 1000 rpm durante 10 minutos a 5°C,
el paquete celular se suspende en solucibn de Hanks y se determina
el nimero de células viables mediante el método de coloracién con
rojo neutro y se ajusta a 600 000 células/ml.

Con el 75% de esta suspensibn se siembtan frascos de Roux de 3 li~-
tros con 400 ml cada uno, con el 25% restante se siembran frascos
de un litro con 100 ml cada uno y que servirdn como controles de -
esterilidad viral de los cultivos tisulares; todos los frascos se
incuban a 36°C durante 5 dfas al.final de los cuales se elimina la
solucidén de Hanks y se adiciona medio de Earle con 0.4% de glucosa
y con hidrolizado de lactoalbimina, después de 48 h de incubacién
se cambia el medio de Earle separando muestras de éste para su con

trol (&.1.1).
Controles a los Cultivos Celulares Antes de inocular
Se investiga la ausencia de virus contaminantes mediante siembra -

de las muestras de los sobrenadantes en cultivos de tejido de ri-
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4,2

L.3

L.k

ién de mono y de conejo (4.4,1). Los frascos de control se obser
van cuidadosamente para comprobar la ausencia de efectos citopa-

ticos.
Inoculacibn de los Cultivos Celulares de RiAén de Mono

Cada frasco del lote de produccidn se inocula con 2 & 3 ml de vi-
: 4 3.5
rus semilla conteniendo aproximadamente 10 DiCTgy » se dejan --

los frascos control sin inocular y se incuban todos los frascos

a 34 + 0.1°C hasta el momento de la cosecha,
Cosecha

La cosecha se efect@a cuando el efecto citopatogénico es completo,
LB a 72 h después de la inoculacidn. Los cultivos se someten a -
un ciclo de congelacidén-descongelacidén y se relGnen los fluidos pro
cedentes de los frascos que se hayan preparado con los rifiones de

un solo mono, a esta mezcla se le denomina ''suspensibn individual'',
Se separan muestras para control y la suspensién restante se alma-

cenz a -60 C.

Pruebas a los Frascos de Control de los Cultivos Celulares de RiAdn

de Mono

Subcuitivo en Lineas Celulares Susceptibles
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Los cultivos celulares que se dejaron sin inocular con los poliovi
rus (4.2) se incuban en las mismas condiciones que los frascos sem
brados con el virus y se observan microscbpicamente en el momento

de la imoculacién del lote de produccién, en el momento de la cose
cha y 14 'dfas después de la inoculacidén, Los mismos dfas en que

se hacen las observaciones se cambia el medio de mantenimiento y -
se mezclan alfcuotas de los sobrenadantes de todos los frascos de

control que se inoculan en diluciones 1:1 a 1:3 en sistemas celula
res primarios de tejido renal de mono Cercopithecus (diferente al

usado para la produccién), de mono rhesus, de alguna )linea de célu
las humanas como tejido renal o de amnion y tejido renal de conejo;
los cultivos se observan peribdicamente durante 14 dias y si al fi
nal de la observacidn hay duda del resultado, se manti.nen otros -
1h dlas en observacién y si persiste la duda se reinc: la otro cul
tivo obtenido de la misma especie pero de diferente ar imal y usan-
do la misma técnica. Al hacer la Gltima observacibn se realiza -

la prueba de hemadsorcién.
Prueba de Hemadsorcién

Algunos de los frascos de control, asf como los tubos de los distin
tos subcultivos de la prueba anteriormente descrita, ¢ .ometen a
la investigacidn de la presencia de agentes productorﬁs~3e hemadsor
cidén, para ello, al final de la observacidon se elimina e( fluido -
sobrenadante de los frascos y tubos y se cubre la monocapa celular
con una suspensién de eritrocitos de cuygal 0.5% en solucién amor-
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4.5

b.5,1

4,5.2

tiguadora de fosfatos, se deja 30 minutos a 4°C, se lava el culti-
vo con solucién salina isotbébnica y se observa al microscopio la ad
sorcidn de los gloébulo rojos sobre la capa celular; si los glébulos
rojos no se adhieren a la capa celular, significa que no hay conta
minacién por agentes virales productores de hemadsorcién y la prue

ba es satisfactoria.

Controles 2 Cada Suspensién Viral Individual

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

Tftulo del Virus (Cilculo de la DICTgo) (Apéndice 1, 9.2)

El contenido de virus se determina por titulacibén de las DICTgy en
cultivos de tejido renal de mono Cercopithecus, utilizando como --
punto de comparacibén un Patrén Internacional de Referencia.

Prueba de ldentidad (Seroneutralizacién) (Apéndice |, 1,3.3)

Se neutralizan 3 alfcuotas de la suspensiémn individual con una can
tidad igual de cada uno de los tres sueros hombélogos incubando 4 h
a 36°C y 12 h a 5°C; se inoculan lotes de 5 tubos de cultivos de -

células renales de Cercopithecus con 0,5 ml de cada una de las mez

clas y 1.0 ml de la solucidn de Earle adicionada de hidrolizado de

-lactoalbdmina se incuban a 36°C durante 3 dfas y se observan los -

tubps; el lote de tubos que no presente dafio celular corresponderd
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L.5.5

al tipo de poliovirus presente en la suspension individual.

Investigacidn de Micoplasma

Se realizan siembras en placas de Micoplasma-agar y caldo-Micoplas
ma que se incuban en aerobiosis y en anaerobiosis (5% de C02 y 95%
de Nj) a 36°C. Se incuban las placas cuando menos Ik dfas, y el
caldo no menos de 3 ni mas de 5, realizando subcultivos del caldo.
Tanto las placas como los tubos se someten a la prueba de colora-

cibn con azul-azur de metileno de Dienes.

Investigacidén de M. tuberculosis

Se inyectan 5 cuyes tuberculino-reaccibn negativa con 0.5 ml de la
suspensidn individual por via intraperitoneal y 0.1 ml por via in-
tracerebrat. Se observan durante 42 dfas toméndoles la temperatu
ra rectal diariamente durante los primeros 21 dias. Los animales
que mueran antes de las primeras 24 h deben ser reemplazados de in
mediato pues su muerte se debe al traumatismo de la inyeccion, =
Al término del periodo de observacidn, la mortalidad total no debe
ser mayor del 20%. A los animales sobrevivientes se les realiza

nuevamente la prueba de la tuberculina que se lee a las 48 h y de-
be ser negativa, Si los resultados no son satisfactorios, se re-
pite la prueba con 10 cuyes y si esta segunda prueba no es satis-

factoria se desecha la suspensién individual,

Se siembran ademis alicuotas de la suspensidn en medio de Lowestein
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y Jensen con y sin glicerol que se incuban a 36°C por 42 dias y no

deberd haber desarrollo.
L.,5.6 Prueba en Ratdn Lactante

Cada suspensidn de virus se ensaya =n un mfnimo de 20 ratones de -
menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se les inyecta
6.01 m} de la suspensidon individua! por via intracerebral y 0.} m}
por via intraperitoneal, Las muertes ocurridas en las siquientes
24 h se deben al traumatismo de la inyeccidn y no se consideran pa
ra la prueba. Se observan durante 2] dias y los que mueran o pre
senten signos patolégicos pasadas las primeras 24 h se someten a la
autopsia para descubrir la presencia de agentes extrafios; este exa
men se hace macroscépicamente por inspecci6n directa y por subino-
culaci6n de suspensiones procedentes de 6rganos adecuados por via
intracerebral e intraperitoneal a por lo menos 5 ratones lactantes.
Ast mismo se haran suspensiones de los 6rganos de los animales so-
brevivientes excepto piel v se inoculardn a 5 ratones mas. Se ob
servan diariamente durante 14 dfas, La prueba se considera satis
factoria si sobreviven peor lo menos el 80% de los ratones y ningu=

no presenta signos de infeccidn.
4,5.7 Prueba en Ratdén Adulto

Cada suspensién individual se ensaya como mfnimo en 20 ratones de
25 a 30 g de peso; cada animal se inyecta con 0.03 m! de la suspen
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4.5.8

sién individual por via intracerebral y 0.5 ml por via intraperito
neal. Las muertes ocurridas en las siguientes 24 h se deben al -
traumatismo de la inyeccién y no se consideran para la prueba. &
Se observan durante 21 dias, y los que mueran o.presenten signos -
patolégicos pasadas Jas primeras 24 h se someten a la autopsia pa-
ra descubrir la presencia de agentes extrafios. Si la mortal idad
es mayor del 20% se repite la prueba con 40 ratones. Al témmino
del periodo de observaci®n todos los animales se someten a la ne-
cropsia y en caso de duda se harén subinoculaciones con suspensio-

nes de los érganos sospechosos a ratones de 25 a 30 g de peso.

Prueba para la Deteccibén del Virus B

Se inoculan 10 conejos de 1.5 a 2.5 Kg con 10 ml de la suspensién

viral; 1.0 ml por via intradérmica y 9.0 ml por via subcuténea, re
partiendo este volumen en varios sitios. Los animales se mantie-
nen en observacién por 2} dias, los que mueran antes de 24 h se --

substituyen por otros.

" La prueba es satisfactoria si sobrevive el 80% de los animales y -

ninguno presenta lesiones en el sitio de aplicacién de la suspen-

sién , ni muestra sefales de infeccidn generallzada por virus B o

por algin otro agente viral,

Si la mortalidad es mayor del 80% se repite la prueba con 10 cone-
jos y ninguno debe morir, Tanto los animales que se mueran como

los que sobrevivan se someten a la necropsia por personal especia-
lizado.
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L.5.9 Investigacién del Virus SVL‘0

Si al inocular el flufdo obtenido durante la tercera observacién =
de los frascos de control (4.4.,2) se aprecia efecto citopitico, pe
ro al reinocular otro cultivo del mismo tipo de células no hay da-
fio celular, se inyectan por lo menos 5 ratones y un conejo con frac
clones del cultlvo; si los animales no muestran signos de infeccidn
ni mueren, se considera que la suspensidn esta exenta de contamina
cidén viral, Si en la reinoculacién se aprecia dafo celular pero
no se produce alteracién en los animales, se considera que la sus-
pensién estd contaminada con virus SVyg y se procede a descartar -

la cosecha.
4L.5.10 Pruebas en Cultivos de Células Susceptibles
L,5.10.1 Prueba en Cultivo de Células Renales de Mono

Se neutralizan alfcuotas de la suspensidon individual con suero in-
mune homblogo obtenido en caballo y se incuba 4 h a 36'Cy 12 h a‘
5°C; de esta mezcla se preparan diluciones 1:1, 1:2 y 1:3 y se i-
noculan 0.5 ml de cada una,més 1.0 m] de solucién de Earle adicio-
nada de hidrolizado de lactoalbimina, a lotes de 20 tubos con culti
vo de células de ri@bn de mono Rhesus y 20 de Cercopithecus diferen
tes a los usados en produccién, Se incuba en forma rotatoria a -
36°¢C y se observa a los 5, 10 y 14 dfas; se hard un subcultivo de
los tubos con células renales de Cercopithecus en el mismo tipo de

_914__



4,5.10.2

L5, H

tejido y no deberd observarse dafio celular en los tubos.
Prueba en Cultivos de Células Renales de Conejo

Se preparan 15 a 20 tubos con cultivo de células renales de conejo
de 2 a 3 semanas de edad y se inoculan con 0.5 ml de la suspensidn
individual conservada a -40°C ; después de 1 h de absgrcibén se a-
diciona 1.5 ml de solucién de Earle adicionada de hidrolizado de -
lactoalbdmina y 5% de suero de ternera, se incuban en forma rotatg
ria a 36 C durante 14 dfas observando los tubos a Io; 6, 10 y 14 -
dfas. No debera apreciar;e efecto citopético y en caso de duda se
observaré -por mas tiempo .y se realizard un subcultivo en el mismo

tipo de células y con igual técnica.

Prueba de Capacidad de Replicacién a 40°C (rct/40°C)

Se hacen diluciones de IO"l a 10-8 de la suspensién individual y -
se inoculan lotes de 10 tubos de cultivo de células renales de Cer
copithecus con O.S m! de cada dilucién por duplicado y con 1.0 mi
de solucién de Earle, una serie se incuba a 40 + 0.1°C y la otra a
36.5 + 0.17¢C, Siete dfas despuds se leen los tubos y se calcula
la DICTgq por el método de Reed-Muench (4.5.3).

La rct/40°C se calcula por diferencia entreel tituloa36.5°Cyel
titulo a h0°C, debiendo ser 105 DICTSO mas alta la incubada a36.5°C

para el polivirus tipo 3, vy 106 DICT_, m&s alta para Jos tipos | y

50

2, Si la diferencia en los titulos es menor, indica que la cepa -
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est& recobrando su virulencia y debe descartarse,
4.6 Mezcla de las Suspensiones Individuales
Solamente podrén mezclarse las suspensiones individuales que hayan
pasado satisfactoriamente las pruebas anteriores, y a esta mezcla
se le realizan los siguientes controles antes de la filtracidn,
L. 6,1 Titulo del Virus (4,5,2)
4,6.2 Prueba rct/40°C (4,5.11)
4,6,3 Prueba para la deteccién del Virus B {(4,5.8)
4,6,4 Investigacion de M, tuberculosis (&.5.5
Se realiza con 15 cuyes
4,7 Clarificacién
La mezcla de las suspensiones individuales que pasaron satisfacto-
riamente todas las pruebas anteriores se pasa a través de filtros
adecuados y se congela a -40°C mientras se realizan los controles

a producto clarificado

5.0 CONTROLES AL PRODUCTG CLAR!FiCADO
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8.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.1t

5.12

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice 1, 6.1)

Tftulo del virus (4,5,2)

Prueba de ldentidad (4.5.3)

Investigacién de Mycoplasma (4.5,4)

Investigacién de M, tuberculosis (4.5.5)

Prueba en Ratén Lactante (4.5,6)

Pruebs en Ratén Adulto (4,5.7)

Prueba de Detecci6én de Virus B (&,5.8)

Investigacién del Virus SV (4.5.9)

Pruebas en Cultivos Celulares Susceptibles (4,5,10)

Prueba rct/40°C (k,5,11)

Prueba de Neurovirulencia

Se emplean monos Rhesus (Macaca mulata) o Cynomolgus que se mantie-

nen en las mismas condiciones descritas para los monos de produc-
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6,0

cién pero en locales aislados,

Se iroculan 10 monos con 1.0 ml de la suspensiébn del virus clari
ficado y 10 animales con 1.0 ml de una dilucidn 1:10, por via intra
talémica, Los animales se mantienen en observacién de 18 a 21 -
dias, al término de este periodo se sacrifican y se realizan estu-
dios histopatolégicos de muestras tomadas del talamo, mesoencéfalo,
nbédulo elongado, cuello cervical y médula a nivel de vértebras lum
bares,

Se inoculan ademés 5 monos con 0,2 ml de la suspensidén | del virus
clarificado; 5 con una dilucién 1:10: S5 con 1:100; 5 con 1:1000 y

5 mas con }:10 000, La inoculacién se hace por via intrarraquidea
a nivel de la quinta vértebra lumbar, Los animales se mantienen
en observacién de 18 a 21 dias, al término de este perfodo se sa-
crifican y se llevan a cabo los estudios histopatolégicos de la re
gion de la médula cercana al sitio de la inoculacién y de otros ni
veles tanto de médula como del sistema nerviosoc central,

La prueba se considera satisfactoria si por lo menos el R0% de los
animales no muestran slgnos de paralisis mono o bilateral, ni sig=~
nos clinicos que puedan atribuirse a la vacuna.

Los resultados de esta prueba deben ser iguales o mejores que los
obtenidos con un lote de referenclia que deberad probarse cuando me

nos cada dos afos,

ENVASADO

Si el producto pasa satlsfactoriamente todas las pruebas descritas
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7.0

7.2

7.3

7.4

8.0

anteriormente, se procede a mezclarlo con el estadbilizador ! E1 mas
usado es sacarosa al 50% pues ademis mejora el sabor de la vacuna),
y a envasarlo en frascos &mpula de color &mbar, Enseqguida se con-

gela y se almacena a -20°C.

CONTROLES AL PRODUCTO TERMIMADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice |, 6,1)

Prueba de lnocuidad (Apéndice |, 8,0)

Se emplean 10 ratones que se inoculan por via intraperitoneal con

0.5 ml de la vacuna y 5 cuyes que se inoculan por via intraperito-
neal con 5,0 mi, Los animales se mantienen en observacién duran-
te 10 dias,

Prueba de Potencia {(4,5,2)

Prueba de !dentidad (4,5.3)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna debe mantenerse congelada a ~20°C hasta el momento de su
distribucidn y a menos de 0°C hasta que su empleo , evitando --

que se descongele. Cuando se va a utilizar, se descongela y se

déebe mantener de 2 a 10 'C durante un maximo de 90 dias; después -
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de este periodo se debe desechar la vacuna esterilizando el enva-
se.

La fecha de caducidad no serd posterior a 2 afos de la fecha en que
se haya practicado la Gltima determinacién de la concentracién con

resultados satisfactorios.
ROTULADO

Ademéas de los datos especificados en la Reglamentacién Vigente pa-

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancia Biol6gicas debe indicar:

Vacuna antipoliomielitica oral de virus vivo atenuado

Cepas utilizadas

Obtenida en células renales de mono

Concentracién de cada 'tipo del virus, ;xpresado en DICTgq por dosis
humana

Estabilizadores y su concetracién

No contiene conservadores

Volumen total contenido en el envase

Dosis: 0.1 ml

Via: Oral

Fecha de caducidad

Consérvese a -20 C o a una temperatura menor

Una vez descongelada consérvese entre 2 y to’c

Descartese la vacuna que no se haya empleado en los sigujen-
tes 90 dias después de su descongelamiento, esterilizando -

el frasco.
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Protéjase de la luz

10,0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE IKMUN|ZAC!ION

10,1 Presentacién

Frasco &mpula con 1,0 ml (10 dosis), frasco ampula con 5.0 m! (50

dosis).

10,2 Esquema de |nmunizacioén

Se administran tres dosis por via oral a nifios mayores de 3 meses

a intervalos de 30 dias.

1.0 [INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

11,1 Indicaciones
Inmunizacién activa contra la poliomielitis.

11,2 Contraindicaciones
No existen razones por las que no se pueda administrar a cualquier
persona mayor de 3 meses, sin embargo algunos sanitaristas opinan
que en personas mayores de 4 afios, podria presentarse antagonismo

del virus vacunal con la flora del aparato digestivo,
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YACUNA ANT ! SARAMP1ONGSA

INTRODUCC [ON

El sarampién es una enfermedad endémica tipica de la infancia, de~
bido a su elevada contagiosidad y a la inmunidad permanente que de
ja. El virus se transmite por el aire a través del pflligge la -~
contaminacién también puede llevarse a cabo por via transconjunti-
val,

La infeccibn tiene un periodo de incubacién de 9 a 12 dTas hasta -
la aparicién del perfodo prodrémico, que esti caracterizado por fie
bre, estornudos, tos, catarro, conjuntivitis, que en ocaciones pue
de ser severa, la aparicién de las placas de Koplik, {ue son m&culas
rojas o Glceras con un centro blanco-azuloso en la mucosa bucal) vy
tres dfas mas tarde aparece el exantema maculopapuloso tfpico del
sarampidn en la cabeza y posteriormente en el pecho, tronco y extre
midades. Los primeros dfas de incubacidn, se caracterizan por una
multlplicacibn generalizada de este paramixovirus, sobre todo en -
los tejidos linf&ticos. La multiplicacidn general del virus pro-
duce laringitis, bronquitis y otras manifestaciones, pudiendo en -
algunas ocaciones producir encefalomielitis. Los virus son elimi
nados con las secreciones nasales, faringeas y conjuntivales. Eg_
tre las complicaciones estd la neumonfa sarampionosa del lactante

y la encefalitis mencionada anterformente, que ée presenta en | de
cada 1 000 casos de sarampidén grave y que tiene un 15% de letali-

dad o de curaciones con secuela permanente, Durante la infeccibn
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/2.0

el tracto respiratorio se vuelve mas susceptible al ataque de bac-
terias, dando como secuela, bronquitis, bronconeumonia y otitis me
dia, Al cabo de 3 2 5 dias el exantema va desapareciendo paulati

namente junto con la fase febril dando paso a la convalesencia.

DEFINICION

Vaccinum morbillorum vivum es una suspensién de virus sarampionoso

atenuado, obtenida en cultivos primarios de tejido de embrién de po
tlo o de otro origen, conteniendo por lo menos | 000 DICT50 por do

sis humana.

CEPA

Las cepas mas empleadas son: La Schwarz, Edmonston B, Belgrado, --
Zagreb, Leningrad-16. Estas cepas no deben haber sufrido ningin
pase en lfneas celulares continuas y estaran exentas de neuroviru-
lencia. Unicamente podré realizarse, como méximo, diez pases en

cultivos primarios a partir de la cepa original.

Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en cultivos de tejido de embrién de
pollo o de otro origen en la misma forma que se describe a continug
cién para el lote de produccién y se conserva repartido en alicuo-

tas a -60°C.
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3.2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

4.0

4,

Se realizan los mismos controles que se describen para el lote de

produccibn.

OBTENCION DE LA VACUNA PREPARADA EM CULTIVOS CELULARES DE EMBRION

DE POLLO

Preparacién de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de embridén de pollo, El pie de --

crfa debe proceder de una granja sin antecedentes de infeccién por

Salmonella, viruela aviar, Mycobacterium tuberculosis aviar, virus

de Rous, virus de la leucosis aviar, micoplasma y otros agentes pa
tégenos para estas aves, Los animales productores de huevo deben
nacer y desarrollarse en ambiente estéril en el propio laboratorio,
Se utilizan embriones de 10 dfas, los huevos se sumergen en una so
Tucibén acuosa de yodo al 1% y se acomodan en charolas adecuadas pa
ra eliminar el exceso de la solucién de yodo. Trabajando en condi.
ciones de esterilidad se extraen los embriones y se colocan en ca-
jas Petri; se eliminan las cabezas, patas, alas y vfsceras y el res
to de los embriones se reduce a fragmentos de 2 a 3 milimetros.

El tejido se lava dos veces con solucién salina isoténica amorti~
guada con fosfatos y una tercera vez con solucién de tripsina al -
0.25%. Se deja que el tejido sedimente, se decanta el sobrenadan

te y el tejido se pasa a un matraz de tripsinizacidn, se agrega mas
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L. 2.1

solucibn de.tripsina, dejando a temperatura ambiente con agitacién
magnética contfrua durante 30 a 45 minutos. Las células tripsini
2zadas se pasan a un frasco de centrifuga y se lavan tres veces con
medio de Earle adicionado del 0.5% de lactoalb&ﬁina. Se determi-
na el nimero de células viables mediante el método de coloracién -
con rojo neutro, se ajusta la concentracidén a 600 000 células via-
bles/m]! con medio 199 adicionado de 0.5% de suero de ternera, Los
frascos para la obtencién de los cultivos celulares se siembran con
esta suspensidn y se incuban a 35.C de 24 a 48 h, se elimina el me
dio de crecimiento, separando muestras de &ste para su control, y

se agrega medio 199 a cada frasco.

) tnoculacidn de los Cultivos Celulares de Embribn de Pollo

Cada frasco se inocula con 0.5 ml de virus semilla, dejando el 10%
de los frascos sin inocular como controles de esterilidad viral,
Se incuban a 32 + 0.5°¢C (dependiendo de la cepa) hasta el momento

de la cosecha,

Lavado de las Monocapas Celulares Inoculadas

Al dfa siguiente de la inoculacidn se lavan los tejidos para elimi
el interferbn y el suero de ternera que pudiera estar presente, pa
ra ésto ed sobrenadante;se elimina por acpiracién, y se adiciona -
medio 199 lavando suavemente la capa celular, este medio se elimi-

na por aspiracién y finalmente se adiciona mé&s medio 199 a cada ~--
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4.3

bk

b.h

frasco. Los frascos control se tratan de la misma manera inmedia

tamente antes de lavar los frascos inoculados.

Cosecha

La cosecha se efectda cuando el efecto citopatogénico es casi com-
pleto, 6 a 8 dTas después de la inoculacidn. Los cultivos se con
gelan colocando los frascos en un bafio de hielo seco-alcohol, inme
diatamente se descongelan y el contenido se extrae mediante vacio

reuniéndolo en un solo frasco graduado, se agrega un volumen igual
de estabilizador {contiene: KOH, KH, POy, KzHPOA, &cido glutédmico
y lactosa), se separan muestras para control que se conservan a ~--

-70.C y la suspensién del virus se almacena a -60°C.

Pruebas a los Frascos Control de Tejido de Embrién de Pollo

Subcultivos en Lineas de Células Susceptibles (Apéndice 1, 6.2.2)

Los cultivos celulares que se dejaron sin sembrar con el virus sa-
rampionoso (4.2) se incuban en las mismas condiciones que los fras
cos sembrados con el virus y se observan al microscopio para detec
tar efecto citopatico por un perfodo no menor de 14 dias a partir

de la siembra del lote de produccibén, si el proceso del lote dura

mas de 14 dias, el perfodo de observacidén se prolonga aln mas, =
Al final del perfodo de observacidn o al tiempo de la cosecha del -

virus, se refinen alicuotas de los sobrenadantes de todos los fras-
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cos control y por lo menos 5 m! de la mezcla se inocula en lineas

celulares de tejido renal de mono Cynomolgus, de Cercopithecus, de
alguna lTnea de células humanas como tejido cardiaco, Fl-Amnion, -
K.B., WI-38, células amnioticas humanasy tej]do de embridén de pollo.
Estos cu]tivo§ se observan periédicamente durante 14 dias al final

de los cuales se realiza la prueba de hemadsorcidn,
" L4.4,2 ) Prueba de Hemadsorcién (Apéndice 1, 6.2.2)

Dos de cada cinco frascos de control, asf como los tubos de las dis
tintas lineas de subcultivos de la prueba anteriormente descrita, -
se someten a la investigacibn de la presencia de agentes producto-
res de hemadsorcibn, para ello, al final de los 14 dfas de observa
cién se elimina el flufdo sobrenadanteyde los frascos y tubos, se
lavan las monocapas y se adiciona una suspensidn de glébulos rojos
de cuy, se refrigera a 5°C durante 30 minutos, se lava la capa ce-
lular y se observa al microscopio la adsorcion de }os glbbulos ro-
. jos sobre la capa de tejido celular, si los gldébulos rojos no se a
dhieren a la capa de células significa que no hay contaminacién por
agentes virales productores de hemadsorcién y la prueba es satis--

factoria,

L. 4,3 'Investigacién del Virus de la Leucosis Aviaria. Prueba de RIF --

(Factor de Resistencia a la Infeccién)

Se prepara un cultivo primario de embriones de 11 dias de incuba-
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cidn; que provengan de animales en los que se ha comprobado que es
t&n libres de virus RIF. Cuando la monocapa celular alcanza del
85 al 100% se procede a hacer subcultivos tripsinizando las cé&lu-
las, éstas se lavan y se ajustan a una concentracién de 2 X 105 cé
lulas viables/ml para preparar los subcultivos que se incuban a --
37°C en atmdsfera con una mezcla de aire y COZ, pH 7.4 y humedad -
relativa de 90-100%. Seis horas después de preparado, el primer
subcultivo se inocula con el sobrenadante de los frascos de con-
trol. Se siguen haciendo subcultivos hasta un total de seis. =
La investigacidn de RIF se realiza por el método de formacién de -
placas, para ésto se utilizan cajas de Petri de plastico que tienen
una cuadricula grabada. La prueba de RIF se hace con las suspen-
siones de células obtenidas de los subcultivos cuarto, quinto y sex
to realizandose de la siguiente manera: La suspensidén de células
tripsinizadas se ajusta a 2.5 X IO5 células viables/ml y se siem-
bran en las cajas de Petri a las cuales se les da un movimiento de
rotacibn para distribuir homogéneamente las células sobre la super
ficie de las cajas, se incuban con atmésfera de COZ y cuatro horas
después se inoculan con 0.1 ml de una dilucidén adecuada del virus
de) Sarcoma de Rous (RSV) de la cepa Bryan CT925; este virus se ob
tiene de tumores de pollos infectados y se conserva en ampolletas
a -85°C. Veinticuatro horas después de la inoculacidn se elimina
el medio de crecimiento vy se coloca el medio de recubrimiento, que
debe estar a una temperatura no mayor de 43°C; &ste es un medio =--
que ademas de los nutrientes lleva agar. Al cuarto o quinto dfa

de incubacidén se adiciona medio nutritivo y al sexto dia se agrega
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rojo neutro; al séptimo dia se observa para ver si hay efecto citg
patogénico, éste puede involucrar grupos de células o bien células
aisladas, que se aprecian agrandadas conteniendo acimulos de granu
laciones de color rojo intenso, Este efecto cftopatogénico se i-
nhibe cuando las células del embrién de pollo contiene virus de la
leucosis aviaria, Las células normales presentan una coloracién

roja menos intensa y tienen un aspecto uniforme. La prueba es sa
tisfactoria si se observa efecto citopdtico. Los resultados se -
comparan con controles RIF-negativos constituldos por cultivos de

tejido sin sembrar con este virus, y controles RiF-positivos inocy
lados con 100 DICT5g de virus RIF. Estas mismas pruebas se reall
zan sobre una muestra de células tripsinizadas de los frascos cen-

trol de cada lote de produccibn de vacuna.

Investigacién de Micoplasma

Se realizan siembras en placas de micoplasma-agar y caldo-micoplas
ma que se incuban en aerobiosis y en anaerobiosis (5% de (D, y 95%
de N;) a 36°C. Se incuban las placas cuando menos 14 dfas y el -
caldo no menos de 3 ni mds de 5, realizando subcultivos del caldo.
Tanto las placas como los tubos se someten a la prueba de colora-

cién con azul-azur de metileno de Dienes,.

Controles a la Suspensibn de Virus Antes de la Clarificacibn

Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice 1, 6.1)
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4,5.2

4.5.3

L.5.4

Titulo del Virus (Apéndice |, 9.2)

El contenido del virus se determina por titulacidon de las DICTS0 5
en cultivos de tejido de enbrién de pollo o células de la linea Ve
ro, utilizando como punto de conparacion un Patron de Referencia -

Internacional de virus sarampionoso.

Prueba de jdentidad (Seroneutralizacién) (Apéndice I, 1.3,3)

Se diluye una muestra de la suspensibn del virus a tener aproxima-
damente 100 DICT50, se adiciona suero antisarampionoso de titulo -
conocido. Una muestra similar de la suspensibn se mezcla con sue
ro normal procedente de la misma especie de que proviene el suero

inmune, Se Incuban ambas mezclas a 25°C por una hora asi como u-
na muestra de la suspensién de virus diluido; se siembra 0,1 ml de
esta suspensidn en cada uno de 10 tubos con cultivo de tejido de -
embrién de pollo, ¥ 0.2 m! de las mezclas de suero y virus en cada
uno de 5 tubos con el mismo tejido. Se incuban a 32°C por 18 df-
as en forma estacionaria. A los siete, catorce y dieciocho dfas

se observa el efecto citopatogénico. Los tubos sembrados con la

mezcla virus-suero inmune deben ser negativos, los tubos sembrados
con la mezcla virus-suero normal y los inoculados con el virus so-

lo deben mostrar resultados positivos,

Investigacidn de M,tuberculosis
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Se investigard la presencia de M, tuberculosis humano, bovino y a-
viar sembrando muestras en medio de Petroff y de Lowenstein-Jensen
con y sin glicerol que se incuban de 36 a 38°¢ (para el bovino y -
humano) y a 40°C (para el aviar) durante 42 dfas, ' No debe haber
evidencia de desarrolio.

Un minimo de 5 cuyes de 350 a 450 g de peso se inoculan por via in
traperitoneal con 5 ml de la suspensidén y se mantienen en observa-
cidén durante 42 dfas. Los que mueran pasadas las primeras 24 h -
se someter&n a autopsia macroscépica seguida de un estudio micros-
cbpico y cultivos para descubrir Ja posible presencia de M, tuber-
culosis, todos los animales que sobrevivan al final del perfodo de

observacibén se examinar8n de un modo andlogo. ta prueba es satis

factoria si sobrevive el 80% y ninguno presenta signos de infeccién,
L,5.5 Prueba en el Ratén Lactante

Cada lote de producciébn del virus se ensayar& en un minimo de 20 -
ratones de menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se
les inyecta 0.0l ml de la suspensién por via intracerebral y 0.1 ml
por via intraperitoneal. Las muertes ocurridas antes de 24 h se

deben al traumatismo por las inyecciones. Los ratones se observan
diariamente durante 14 dfas como minimo, Todos los ratones que -
mueran o presenten signos patolégicos pasadas las primeras 24 h de
la prueba, se someten a autopsia para descubrir la presencia de a-
gentes extraifos; este examen se hace macroscdpicamente por inspec-

cidn directa, y por subinoculacién intracerebral e intraperitoneal
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de suspensiones procedentes de &rganos adecuados a otros 5 ratones
lactantes como minimo que se observan diariamente durante 14 dfas.
La prueba se considera satisfactoria si al finel del priodo de ob-
servacién sobrevive por lo menos el 80% de los Eatones inoculados

y si ninguno de ellos presenta signos de infeccion.
4.5.6 Prueba en Ratén Adulto

E}l lote de produccidbn del virus se ensaya como minimo en 20 ratones
adultes de 15 a 20 g de peso; cada animal se inyecta con 0.03 ml -
de la suspensibn por via intracerebral y 0.5 ml por via intraperi-
toneal. Los ratones se mantienen en observacibn durante 21 dfas
como minimo. Las muertes ocurridas antes de 24 h se deben al trau
matismo de las inyecciones, Pasadas las primeras 24 h, todos los
ratones que mueran o presenten signos patolbgicos se someten a au-
topsia para descubrir la presencia de agentes extrafios. Este exa
men se hace macroscdpicamente por inspeccibn directa y por subino-
culacibén intracerebral e intraperitoneal de suspensiones proceden-
tes de 6rganos adecuados a otros 5 ratones como minimo que se man-
tendran en observacibébn durante 2i dfas més. La prueba se conside
ra satisfactoria si al final del periodo de observacibén scobrevive
por 1o menos el 80% de los ratones inoculados y si ninguno de ellos

presenta signos de infeccién,

4.5.7 Pruebas en Embiones de Pollo
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Inoculacién en cavidad alantoidea.

Se hacen reaccionar 50 ml de la suspensién viral con suero antisa-

ramplonoso de alto titulo obtenido en cabras, se deja la mezcla u-

na hora a temperatura ambiente. Se inoculan 150 embriones de 8 a

10 dfas en la cavidad alantoidea con 0.5 ml por embribén, 10 mis se

inoculan con una mezcla a partes iguales de estabilizador y medio

199 y se dejan 10 embriones sin inocular como control y 10 como con

troles adicionales. Todos los embriones se incuban de 35 a 37.C

por 7 dias observ&ndolos dos veces diarias; las muertes que ocurran

en las primeras 24 h no se toman en consideracién ya que se deben
al traumatismo de la inoculacién. Al final del periodo de incuba
cion los embriones se prueban en:

- Signos patoldgicos.

- El fluido alantoideo se prueba en aglutinacidn con glébulos ro
jos de pollo.

- Se buscan lesiones en membrana corinalantoidea.

- En caso de duda los fluldos alantoideos se subinoculan en seis
embriones adicionales para descartar la presencia de algin agen
te tragnisi5|e.

Si durante el periodo de observacién ocurren muertes, deben reali-

zarse en los flufdos alantoideos las pruebas antes mencionadas asi

como una siembra en medio fluido de tioglicolato USP que se incuba

7 dias de 35 a 37'C; en caso de tener desarrollo bacteriano se pre

paran frotes que se tifen al Gram para determinar la morfologTa de

los hicroorganismos.

Inoculacibn en saco vitelino.
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© 4.5.8

k,5.9

Se mezclan 50 m! de la suspensidn viral con suero antisarampionoso
de alto tftulo obtenido en cabras, la mezcla se deja una hora a --
temperatura ambiente. Se inoculan 150 embriones de 7 a 9 dfas en
saco vitelino, con 6.5 m! por embridén, 10 mas de inoculan con la -
mezcla estabilizador-medio 199, se dejan 10 embriones como contro-
les y 10 como coﬁtroles adicionales, todos los embriones se incu-
ban de 35 a 37°C durante 7 dfas observéndolos dos veces diarias, -
al final del perfodo de incubacién los embriones gue sobreviven se
prueban en:

- Signos patolégicos.

- Presencia de cuerpos de inclusibén en tejido de saco vitelino.
Para ésto se hacen frotes con el tejido de saco vitelino que se
tifien por el método de Macchiavello; en caso de existir contamj
nantes se observan al microscopio c;erpos de inclusidén que to-
man un color rojo sobre fondo azul.

- En caso de duda los fluldo alantoideos se subinoculan en seis -
embriones adicionales para descartar la presencia de agentes --

trasmisibles.
Investigacién de Mycoplasma (4.4.4)
Prueba en Cultivos de Células Susceptibles
Se toman muestras de suspensidén de virus sin clarificar, se neutra

lizan con suero antisarampionoso de titulo elevado y se siembran,

con esta mezcla, cultivos celulares de tejido renal de mono verde,
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Cynomolgus, tejido de embridén de pollo y de alguna linea de células
humanas como tejido cardiaco, tejido amniético humano, Fl-Amnion,-
K.B., WI-38, Estos cultivos se observan peridédicamente durante -
l4 dfas al final de los cuales se les realiza la prueba de hemad-

sorcién (4.4.2).

\ Prueba de RIF

Se emplean cultivos secundarios de tejidos de embriones de pollo -
procedentes de animales comprobados Rif negativos preparados como
se ha descrito en (4,4.3), que se inoculan con:

Mezcla 1. Suspensién del virus sarampionoso sin clarificar ni
diluir con estabilizador, adicionado de suero antisarampionoso de
alto tftulo:

Mezcla 2. 100 OICT50 de virus RIF mas suero antisarampionoso
de titulo elevado,

Mezcla 3. 100 D|CT50 de virus RIF adicionado del estabilizador
empleado en la misma concentracidn que se agregd a la vacuna de la
mezcla 1.

Control positivo. Unicamente virus RIF.

Control negativo, Cultivos de células sin ifnocular,

Las mezclas anteriores se siembran en dos o m&s frascos con culti-
vos de células y se procede a hacer hasta seis subcultivos que se

prueban con virus RSV como se describié en 4.,4,3, La presencia -
de virus RIF se detecta por el grado de inhibicién del efecto cito

patogénico de RSV comparado con los controles negativos,
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4,6

Clarificacidn

Antes del envasado de la vacuna, se procede a descongelar la suspen
sién viral colocando los frascos en bafo de agua a 37‘C, se agrega
celita estéril a tener 0.1% p/v y se filtra, el filtrado se mezcla
nuevamente con celita estéril y se repite la filtracién, se agrega
1.0% de albimina sérica humana estéril. La operacidon del filtrado
se hace en frio, Se toman muestras para control y se procede a -

envasar en frascos dmpula &mbar y se liofiliza,
CONTROLES AL PRODUCTO CLARIFICADO
Prueba de Neurovirulencia

Se utilizan de 20 a 22 monos Cynomolgus j&venes, clTnicamente sa-

nos, tuberculino-reaccién negativa, a los que previamente se les -
investigan anticuerpos frente al sarampidn y poliovirus i, 2 y 3.

Los monos se anestesian y se procede a hacer la inyeccibn intrata-
témica de 0.5 ml de la suspensidon del virus en cada hemisferio, por
vfa intrarraquidea de 0.5 ml y por via intramuscular | ml, asf co-
mo 200 mg de acetato de cortisona y 300 000 U! de penicilina tam-

bién por via intramuscular. La dosis total del virus inoculado a
cada mono no deber& ser inferior a una dosis para el hombre. Es-
tos animales se mantienen en observacién 17 a 21 dfas inspecciondn
dolos diariamente para detectar signos de parlisis o de cualquier

infeccifn interrecurrente. Los animales que mueran en las prime-
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6.0

ras 24 h después de la inyeccibn podrd reemplazarse por otro. Al
final del perfode de observacién se toma una muestra de sangre de
cada mono, se anestesian profundamente, se perfunden con formalina
y se toman secciones de! cerebro y de la médula‘espinal. De las
muestras tomadas del cerebro y de la médula espinal se hacen estu-
dios histopatolbgicos buscando evidencia de agentes patégenos que
pudieran estar presentes en la suspensidn del virus, En la mues-
tra de sangre se investiga la presencia de anticuerpos frente a sa
rampién y por 1o menos el 80% deben tener un tftulo mfnimo de ----
0.2 Ul/ml, Se hace la necropsia de los animales poniendo especial
cuidado en buscar signos patolbgicos en pulmbén y cavidad pleural.
Si los estudios histopatoldgicos no son concluyentes se hacen sub-
inoculaciones, Si los resultados de las pruebas son satisfacto-
rios en el 80% de los animales se acepta la vacuna, Para descar-
tar la posible introduccidén accidental de virus sarampionosos natu
rales se utilizaradn como testigos cuatro o mds monos, que Se manten
drén en las mismas jaulas de los animales inoculados o en jaulas -
separadas y se tendrén en observacién de 27 a 31 dfas; al hacer la
inoculacién de los animales de prueba y 10 dias despuds de héber-
los sacrificado se tomaran muestras de sangre de los monos control

y no deberd contener anticuerpos frente al sarampidn.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y MicStica (Apéndice 1, 6.1)
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6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

7.0

Prueba de Inocuidad (Apéndice I, 8.0)
Prueba de Potencia (4.5.2)

Se realiza como se describe en 4.5,2, el tftulo del virus no debe

ser menos de 1 000 DICT50 por dosis humana.

Prueba de ldentidad (4.6.3)

MHumedad Residual (Apéndice i1, 1.0)

No mé&s del 3% ni menos del 1%.

Solubilidad (Apéndice ti, 3.0)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUC|DAD

La vacuna liofilizada debe conservarse siempre a una temperatura -
entre 2 y 10°¢.

La fecha de caducidad no serd posterior a doce meses de la fecha -
en que se haya practicado la Gltima determinacibn de la concentra-
cibn del virus con resultados satisfactorios.

ROTULADO

Adem&s de los datos especificados en la Reglamentacién Vigente pa-
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ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biol&gicas, debe indicar
lo siguiente:

Vacuna antisaramplonosa de virus vivo atenuado.

Cepa utilizada.

Tejldo en cual se propagé el virus,

Concentracibén expresada en DICTS0 por dosis humana.

Estabilizador empleado.

No contiene conservadores,

Volumen total contenido en el envase después de rehidratar,
Volumen y naturaleza del diluyente,

Dosis: 0,5 ml.

Vfa subcuténea.

Fecha de caducidad.

Conservese entre 2 y to°c.

Protéjase de la luz,

Descédrtese la vacuna que no haya sido empleada en las siguientes -

8 h a su rehidratacién,
PRESENTACION Y ESQUEMA DE lNMUNFZACION
Presentacion
Suspensién inyectable liofilizada. En dosis individuales de -v--
0.5 ml una vez rehidratada, o tambié&n en envases de 10 dosis. £l

empaque debe contener el liquido para la rehidratacidn,
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10.0

L/}ﬂ;l

10.3

Esquema de lnmunizacidn

Una sola dosis por via subcutanea.

INDICACIGNES, CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS
indicaciones

Inmunizacibn activa contra el sarampidn. Se aplica a partir del
octavo mes de vida, aunque es mas seguro para lograr la inmuniza--

cidn, aplicarlia cuando el nifio tiene un afio de edad.

Contraindicaciones

Contraindicada en las personas sensibles a las proteinas de embrién

de pollo.
Efectos Secundarios

Despiés de 5 a 12 dias de aplicada la vacuna puede presentarse fie

bre y exantema.
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VACUNA ANTIVAR!OL|CA
}.0 INTRODUCCION

La viruela es una enfermedad infecciosa causada por un Poxvirus,

De acuerdo con la gravedad de la infeccibn se considera que hay dos
formas: "Variola mayor' (viruela clisica) que es una enfermedad gra
ve con una mortalidad de 40 a 50% y 'Variola minor' o alastrim que
es m&s benigna, con una mortalidad menor del 1%; también existen ca
sos de viruela hemorragica en la que al segundo o tercer difa se ini
cia un exantema hemcrragico difuso, seguido de eqﬁimosis y de hemo-
rragias y que es mortal,

La viruela fue uno de los mis grandes azotes de la humanidad hasta
que se generalizd el empleo de la vacuna que Edward Jenner introdu-
jo en 1798. En nuestro pais el (ltimo caso reportado fué en 195} y
a nivel mundial no se ha Eegistrado ningdn caso a partir del afo de
1978.

La enfermedad tiene un periodo de incubacidn de 10 a 12 dias; los -
sintomas comienzan bruscamente con fiebre, cefalea, pérdida del ape
tito y nausea, en pocos dfas aparecen en la piel y mucosas, lesiones
que evolucionan de maculas a pdpulas, vesiculas y pdstulas que co-
mienzan a secarse de 10 a Il dias después de la aparicidén de la ma-
cula, Los p;cientes que se recuperan de esta infeccibn presentan
cicatrices indelebles y es frecuente que el virus desarrolle en la
cornea con lo cual se pierde absolutamente la visién,

Los pacientes no son infecciosos durante el perfodo de incubaciébn,
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2.0

3.0

sino hasta que parecen los signos en\la§ mucosas que es cuando el -
virus estd presente en las secreciones nasales y orales; las lesio-
nes cutaneas son infectivas en cuanto ocurre la ruptura de las vesji
culas o de las pastulas, ademas el virus es lo suficientemente re-

sistente para persistir en estado infeccioso en las costras y en la
ropa de cama del enfermo por periodos prolongados.

La recuperacibn en la viruela confiere inmunidad para toda la vida;

la inmunidad adquirida por la vacunacién con el virus vaccinia es -

menos prolongada , sin embargo, en la mayoria de los paises ha sido
eliminada la exigencia de vacunar contra la viruela, pero la vacuna

sigue ofeciéndose a quien la solicite.

DEFIN{CION

Vaccinum variolae es una suspensidn en solucion salina isotdnica de

virus vacunal vivo, obtenido de pistulas desarrolladas en la dermis
de animales, conteniendo por lo menos 5 X 107 Unidades Pustulizan;
tes por ml, y adicionada de glicerina al 50% y fenol al 0,5% .

También puede cultivarse el virus en membrana corioalantoidea de em
brién de pollio o en cultivos de tejidos apropiados, estas vacunas -

no llevan glicerina ni conservador y se .presentan liofilizadas.

CEPA

La cepa utilizada en México procede del Instituto Lister de Inglatge
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rra de donde se recibe liofilizada. EIl nilmero de pases efectuados

a partir de esta cepa no debe exceder en ningln caso de diez,
Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en pases alternados conejo-carnero -
con la técnica que se describe a continuacibn para el lote de pro-
duccibn y se conserva a -20'C. El virus obtenido en conejo recibe
el nombre de lapina, Se emplean lotes de seis conejos de 2,5 a -
3.0 kg, que tenga la piel libre de lesiones y de lunares de pelo -~

grueso,

3.2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

k.0

Se realizan los mismos controles que se describen para el lote de -

produccibn,
PRODUCCION DE LA VACUNA EN CARNERO
Animales

Se emplean carneros, de preferencia hembras, de aproximadamente ---
40 kg, que no presenten eyidencia de enfermedades, especialmente de
la piel, ectoparésitos o infecciones de las vias respiratorias,

Se tasquila completamente al animal y se bafia con agua tibia y ja-

bén, poniendo especial cuidado en la limpieza de las pezufas las --
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cuales se rebajan con una cuchilla, Los animales se mantienen en
cuarentena cuando menos dos semanas en locales con iluminacién difu
sa y una temperatura entre 25 y 28°C, durante la cuarentena se toma
la temperatura rectal dos veces al dfa. Se les realiza la prueba
a la tuberculina que debe ser negativa, asf como también se investi
ga la presencia de anticuerpos anti-poxvirus en el suero, los carne
ros que tengan cualquier evidencia de enfermedad durante el perfodo
de cuarentena se descartan,
]

Los pisos, paredes, techos y tarimas de los pesebres se deben lavar
y desinfectar diariamente con una solucién de cloruro de benzalco-

nio.
Inoculacibn

Antes de la inoculacidn se rasura al animal exceptuando la cabeza,
extremidades y el costado que queda sobre la mesa de operaciones al
sujetarlo sobre ella. Se bafia completamente al animal con agua y
jabén neutro, teniendo especial cuidado en limpiar perfectamente -
las pezudas,

Se coloca y sujeta al animal sobre una mesa y se lava la zona de i~
noculacién diez o m&s veces con agua y jabdén neutro, Todos los la
vados se hacen de la zona central a la periferia. Se da un lavado
con alcohol de 96% para desengrasar la piel. El dltimo lavado se
hace con abundante agua estéril para eliminar el alcohol y sin to-
car con las manos la zona.

Para realizar la inoculacidn el operador se recubre con ropa esté-
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/5.3

ril, seca la zona aseptizada con toallas estériles y afsla el campo
con compresas también estériles.

La zona de inoculacibn se cubre con la suspensibn del lote de siem~
bra y se escarifica la piel con la parte roma de un bisturi o con ~
un peine de agujas metdlicas procurando romper la epidermis sin pro
vocar sangrado * se cubre nuevamente la zona de inoculacidén con la
suspension del lote de siembra.

Se dejz en reposo al animal durante unos minutos para que seque el

inGculo y se pasa al establo de incubacioén,
tncubacidn

Los animales se pasan al establo de incubacibén alojandolos en pese~
bres individuales, con tarimas gue seslavan cada vez que el animal
orina o defeca. La comida y el agua de bebide deben esterilizarse,
el local tendrd iluminacibn indirecta y una temperatura entre 22 y
254

A los cinco dfas se procede a la cosecha del material contenido en

las plstulas que constituye la "'pulpa'’’.
Cosecha de la Pulpa

Se coloca al animal sobre la mesa, se sujeta y se procede a aplicar
le anestesia profunda, Se lava la zona inoculada, del centro a la
periferia unas diez veces y se trata con cloruro de benzalconio al
0,01% cubriéndola con una compresa estéril y dejando actuar el de-
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sinfectante por 20 minutos. Mientras tanto se sacrifica el carnero
por sangria de la yugular y finalmente se lava la zona de inocula-
cidn con abundante agua estéril, E! operador se cubre con ropa es
téril vy afsla el campo con compresas. El contenido de las plstu-
las, se recoge con una cucharilla de Volkman estéril y se deposita
en un vaso de pracipitados estéril, previamente tarado, se pesa y -
se guarda en el congelador a -20°C mientras se procede a realizar -
la necropsia del animal; si se encuentra alguna evidencia de enfer-

medad infecciosa se desecha la pulpa,
Trituracidn

La pulpa colectada se adiciona de tres partes p/v de soluclidén sali-
na amortiquada y se tritura por 20 minutos en un homogeniéador re-
frigerado, La suspensibn se pasé a través de una malla de acero -
inoxidable con objeto de eliminar el pelo que crecid en la zona de
inoculacién durante el periode de incubacidn, asi camo las particu-
las grandes de tejido y se congela a -20°C mientras se realizan las

pruebas de control.
Controles intermedios a la Suspensién Viral
Cuenta Total de Microorganismos Extrafios a la Vacuna

Se hacen diluciones de la suspensiéon 1:10, 1:100 y 1:1000 con solu-

cidn amortiguadora de Mc,lhlvaine 0.004 Mol/litro; cuando menos tres
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4,6.2

4,6.3

muestras de 1 ml de cada dilucidén se siembran en gelosa nutritiva,
se incuban primero 72 h entre 18 y 22°C y después U8 h entre 32 y
37°¢, siguiendo la técnica de cuenta directa en placa por siembra -
profunda. Se incluye un control de la solucién amortiguadera que
se emplee para preparar las diluciones, A partir del nimero de cg
lonias que se desarrollen en las placas, se calcula el nimero de mi
croorganismos viables por ml extrafios a }a vacuna, Si este nlimero
excede a 500, la suspensibn deberd sujetarse a un tratamiento de pu

rificaciébn,

Investigacibn de Estreptococo Hemolftico y Estafilococo Coagulasa -

Positivo

Cuando menos |1 ml de la diluciédn 1:100 de la suspensibn viral se -
cultiva en tres o més placas de gelosa sangre que se incuban 48 h a
37°C, y si se encuentran colonias hemollticas de Streptococcus hemo

liticus o Staphylococcus aureus coagulasa positiva, la suspensién se

desecha,

Slnvestigacidn de Coliformes

Por lo menos tres muestras de la dilucidn 1:100 de la suspensidén vi
ral se cultivan en medio EMB. Las placas se incuban 48 h a 37°C.

Si se encuentran coliformes indica contaminacién fecal y la suspen-
sion deberd someterse a un tratamiento de purificacidén y se revisar
rén las condiciones del establo durante la incuSacién ya que la po-
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b.6.4

sitividad de la prueba indica higiene deficiente,
Investigacibn de Araerobios Esporulados Patbgencs

Se slembran 0.1 ml de ta vacuna en 10 tubos con medio fluido de tig
glicolato y se someten a 6§°C por una hora para inactivar a los mi~
croorganismos ;o esporulados y se incuban a 37°C durante una semana,
Se observa el desarrollo y de cada tubo que presente reduccidn, se
inocula a cada uno de por lo menos 5 ratones por via intramuscular
una mezcla de 0,2 ml de cultivo y 0.1 m! de una solucidén de cloruro
de calcio al 4%, recientemente preparada, y una mezcla de 0.5 ml de
cultivo con 0,1 m! de solucién de cloruro de calcio a cada uno de -
por lo menos dos cuyes por ta misma vfa, Los animales deben estar
en observacidn una semana y si alguno de ellos presenta sintomas de
tétanos o muere de una infeccidén por gérmenes anaerobios esporulados

se deschard la vacuna,
PREPARACION DE LA SUSPENSION GLICERINADA Y FENOLADA

En caso de no ser satisfactorias las pruebas de pureza microbiana,
I; vacuna puede tratarse por ultracentrifugacién con gradientes de
densidad para eliminar contaminacionés no peligrosas, Se adiciona
a la suspensibn solucidn salina amortiguada conteniendo glicerina y
fenol a tener una concentracidn final del 50% y del 0,5% respectiva
mente. En el caso de que la vacuna se presente liofilizada, no se

debe agregar glicerina ni fenol, sino un diluyente adecuado y time--
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rosal al 0.01% como conservador y se realiza la prueba de potencia.

‘Potencia (Apéndice {, 9.1,2.2) {Calculo de las UP)

‘Prueba en Membrana Corioalantoidea de Embrion de Pollo

Para el calculo de las Unidades Pustulizantes (UP), se emplean em-
briones de 15 dias de incubacibn a 38°C. Se usan 5 embriones por
cada dilucién de la vacuna en estudio y de la de referencia y cinco
controles negativos. Se revisan por transiluminacién y se marca -
la zona que ocupa la camara de aire, se elige el sitio de inocula-
cidén que serd una zona poco vascularizada, Se perfora la cémara -
de aire y se hace un corte en el sitio de inoculacidn , el corte de
be abarcar el cascarbn y su membrana ;ero sin llegar a la corioalan
toidea, sobre el corte se colocan dos gotas de solucidén amortiguado
ra de Mc,lhlvaine pH 7.2 ., Se hace una ligera succibén por la per=
foracidon de la camara de aire con lo que la membrana coriocalantoidea
se desprende de la del cascarbn,

10

2, 10"3, hasta 10 ', Cada

Se prueban las diluciones seriadas 10~
embridn se inocula con @.1 ml de las diluciones y los controles ne-
gativos con solucidn amortiguadora de Mc.lhlvaine y se incuban de -
35 a 37°C durante 72 h,

Se cosechan las membranas corioalantoideas poniéndolas en formol al
0.1% y se realiza la cuenta de las pGstulas por obser?acibn con ayu
da de una lupa para efectuar el célculo en base al promedio del nG-

mero de pGstulas y la dilucién correspondiente, obteniendose asf la
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“5.1.2

cantidad de UP/ml en el material original. La semilla debe tener
una potencia de mas de 5 X 108 UP/ml y la suspension glicerinada y
fenolada 5 X 107, si el resultado es considerablemente mayor, se di
luye con solucibn salina adicionada del 50% de glicerina y el 0.5%

de fenol en base al tfTtulo de la vacuna,
Prueba en la Dermis de Coenjo

Se utilizan conejos de 2.5 a 3,0 kg. Para la prueba se elimina el
pelo del dorso a tirones, ya que el empleo de depilatorios inactiva
al virus, con un sello de goma se marcan 8 areas rectangulares de -
2,5 por 5,0 cm y mediante un escarificador se levanta cuidadosamen
te la piel de estas zonas, Las diluciones de la vacuna en estudio
y de la vacuna de referencia que se emplean son 1:1 000, i:3 000, -
1:10 000 y 1:30 000, debiendose probar en un mismo animal la vacuna
en estudio y la de referencia, Con 0.2 ml de cada se impregna una
zona escarificada,
El resultado se lee al sexto dfa y se expresa en términos de la con
fluencia de plGstulas en la zona de inoculacién correspondfente a ca
da dilucidn, Para que la vacuna sea satisfactoria debe obtenerse
un prendimiento similar al de la vacuna de referencia y aproximada-
mente de la siguiente intensidad:

}1:1 000 .......c...... 80 2 100% de confluencla

1:3 000 .ecvaceoaseees 40 a 60% de confluencia

1:10 000 ..........0000 20 a 30% de confluencia

L3000 i L .es 3 a 10 pGstulas
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6.0

6.3

6.4

6.5

7.0

Si se obtiene un mayor prendimiento la prueba se repite partiendo -
de diluciones 1:2 y 1:3 de la suspensibn para determinar cual debe
ser la dilucion que muestre un prendimiento similar al descrito,
CONTROL: AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Cuenta Total de Microorganismos Extrafos a la Vacuna (4,6.1)

Prueba de lnocuidad

Se inoculan 5 cuyes con 0,5 ml del producto terminado a granel por
vla subcuténea, después de una semana los animales no deben presen=-
tar abeeso en el sitio de la inoculacibn, sino unicamente una indu-
racibn ligera,

Prueba de Potencia (5.1)

Fenol (Apéndice 11, 9,0)

No mas del 0,5%

Cloruro de Sodio (Apéndice 1, 8,0)

No mas del 0,5%

ENVASADO
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8.3

Se envasa en tubos capilares cerrados por un extremo, empleando va-

cfo y se sella el otro extremo a la flama,

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADOQ

Cuenta Total de Microorganismos Extrafos a la Vacuna (4,6,1)

Se toman al azar de 15 a 20 capilares que se colocan en solucidn de
fenol al 0.5%, durante unos minutos, se>limpia el exterior con una
compresa de gasa estéril y trabajando junto a la flama del mechero
se vacfTa su contenido con ayuda de una pera de hule, en un tubo de
ensayo estéril, Se mezcia para homogenizar la suspensibn y de es
ta se parte para realizar las diluciones para la cuenta total de -

microorganismos extrafios a la vacuna y la prueba de potencia.

identidad

Al realizar la prueba de potencia, la vacuna debe producir lesiones
caracterfsticas en la membrana corioalantoidea de embrién de pollo

o en la dermis de conejo.

Potencia (5,1)

El limite de aceptacibédm cuando la prueba se realiza en embrién de -
poilo es de 5 X 107 UP/m]l, cuando se lleva a cabo en conejo el pren
dimiento debe ser similar al obtenido en la vacuna de referencia,
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Prueba de Estabilidad Acelerada

Una muestra de cada lote se incuba de 35 a 37'C durante una semana
y se prueba la potencia por el método de UP/ml en embrién de polle,
La prueba es satisfactoria si baja cuando mucho dos logaritmos, -=--

(5% 10° UP/m1).

JALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUC!DAD

En el laboratorio productor, la vacuna a grane! puede almacenarse -
por un tiempo practicamente indefinido a -20°C y el producto envasa
do hasta por nueve meses en das mismas condiciones,

La fecha de caducidad es de 3 meses siempre y cuando se conserve a
menos de 0'C ; usualmente en el congelador de los refrigeradores co

munes,

ROTULADO

Adem8s de los datos especificados en el Reglamento General para La-
boratorios Fabricantes de Sustancias Biol6gicas, la etiqueta de la
caja debe indicar lo sigulente;

Vacuna antivaridlica de virus vivo atenuado

Cepa utilizada

Animal (o tejido) en el cual se propagd el virus

Concentracién expresada en UP/ml

Conservador empleado y su concentracibn



11,0

12,0

12,1

Estabilizador empleado y su concentracién

Concentracién de cloruro de sodio

Nimero de tubos capilares contenidos en la caja y dosis en cada uno
Via: Multipresién o multipuntura

Fecha de caducidad

A
Consérvese a menos de 0 C

PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

Presentacibn

Tubos capilares con 10 dosis individuales cada uno, en cajas de 100,

Esquema de Inmunizacién

La vacunacién debe hacerse después de cumplido el afio de edad para

reducir el peligro de encefalitis postvacunal.

La vacunacibén se realiza colocando una gota de vacuna sobre la piel

previamente aseptizada y aplicando multipresién o multipuntura,

INDICACIONES, COMTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

Indicaciones

Se emplea en la inmunizacidén activa contra la viruela,
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Contraindiaciones

La vacuna antivariblica est8 contraindicada en individuos con lesig
nes en la piel, ya que en este caso puede presentarse la '‘vacuna ge
neralizada' que reviste una gravedad igual a fa de la virueia y pue

de tlegar a ocasionar la muerte,

Estd absolutamente contralndicada durante el embarazo,

Efectos Secundarios

Puede presentarse encefalitis postvacunal!, vacuna generalizada, ec-

zema vacunal e infecciones secundarias en el sitio de la vacunacibn,
CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA A LA VACUNACION

Son tres las reacciones que se obervan:

- La reaccién de primovacunacién (RPV) o de prendimiento tfpico =-
primario (PTP) se manifiesta en el sitio de la aplicacion por la
presencia a las 24 6 48 h de una macula que evoluciona a pépula
en 3 6 4 dias, a vesfcula a los & a 6, a plistula al noveno y for
macidén de costra entre los 15 y 2i dfas, dejando una clcatriz in
deleble,

Esta reaccidén de primovacunacibn es de esperarse cuando el indi=-
viduoc es vacunado por primera vez e indica que no tenfa inmunidad,
Si no hay prendimiento primario sera necesario repetir la vacuna
cién hasta conseguir la reaccibén de RPV,
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Reacciébn acelerada (RA), aparece una vesfcula aproximadamente al

quinto dfa que evoluciona a plstula mas tarde y toda la reaccidn

antes descrita se completa en un perfodo de 10 dlas,

Indica que existe inmunidad parcial,

Reaccidén inmediata (RlI). Presenta solo la fase de mécula y p&-

pula, evoluciona de 24 a 48 h y desaparece en un méximo de 3 dias
més,

Indica que la persona es inmune y la reaccibn se debe a que es -

hipersensible al virus,
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VACUNA ANT|RRUBEOLA
INTRODUCC | ON

E! virus de la rubeola (Rubellavirus) solo es patégeno para el hom
bre y no se trasmite a animales de experimentacién,

El virus penetra al organismo mediante el pfliiggee infecta la muco
sa rinofarfngea.

El perfodo de incubacién es de 2 semanas y los s intomas prodré-
micos son breves o casi inexistentes; el cuadro clfnico comienza ~
sGibitamente con. la éparicién de exantema rosado, fiebre e infarto
en los ganglios cervicales, suboccipitales y postauriculares tipi-
cos de la enfermedad pero que son faciles de confundir con sfntomas
de otros padecimientos, En adultos, se puede presentar témbién do
lor de cabeza, endurecimiento de las articulaciones, sensacién de
lasitud e inflamacién moderada de la garganta.

En s7 la infeccién es moderada y poco peligrosa, mas el riesgo ver
dadero de la infeccibn radica en la posibilidad de que las mujeres
no inmunes (aproximadamente el 15% en nuestro medio), contraigan -
la enfermedad durante el embarazo, debido a que el virus tiene e-
fecto teratogénico: Ceguera (cataratas, retinopatfa, glaucoma), --
sordera (degeneracién cloquear), defectos cardfacos congénitos (es
pecialmente la persistencia de] conducto arterioso, a veces acompa
fiado por estenosis de las arterias pulmonares)y retardo mental fre
cuentemente con microcefalia, Los efectos no teratogénicos inclu
yen retardo en el crecimiento, osteftis, plirpura trombocitopénica,
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hepatoesplenomegalia, anemia hemolftica y neumonfa intersticial.

En general si la infeccibébn ocurre en el primer trimeste del embara
zo sobreviene el aborto, en los meses siguientes la posibilidad de

dafio él feto va disminuyendo aunque se dan caso; de retraso mental

alin cuando la infeccién ocurra al octavo mes del embarazo.

La mejor manera de evitar estas complicaciones consiste en la vacy
nacibn de todas las mujeres en edad de concebir que no sean inmunes
al virus; para detectarlas se debe realizar la prueba de inhibicibn
de la hemaglutinacién desarrollada por el doctor Stewart en 1967 y

vacunar a aquellas en que se demuestre que no tienen anticuerpos -

frente al virus de la rubeola.
DEFINICION

Vaccinum rubella vivum es una suspensién de virus obtenido en cul-

tivo primario de tejido de rifén de conejo conteniendo por lo menos
1 000 DICT50 y no mas de 25 J9 de sulfato de neomicina por dosis -

humana.

CEPA

Se usa la cepa Cendehill aislada en cultivo de cé&lulas renales de
mono verde y atenuada por pases repetidos en cultivo primario de -
rindn de conejo. En la produccién no se deben realizar mas de --
cinco pases a partir del lote de semilla con el cual se llevd a ca
bo la prueba de campo.
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Lote de Siembra

E! lote de siembra se prepara de la misma forma que se describe pa
ra la preparacibn del lote de produccibn y se conserva repartido en

alfcuotas a -60°C.
Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Se realizan las pruebas de identidad por seroneutralizacibn, de es
terilidad bacteriana y micOGtica y de potencia de la misma manera -
que se describen para el lote de produccibn; ademés, se debe reall
zar la prueba de neurovirulencia en monos. Si esta prueba es sa-

tisfactoria el virus semilla podrd usarse en la produccibn,

OBTENCION DE LA VACUNA PREPARADA EN CULT!VOS CELULARES DE RINON DE

CONE JO

Esta vacuna se puede obtener en cultivo de células de embribn de -
pato o en cultivo de células renales de conejo, aqul se describe -
la segunda técnica que es la que se usa para la produccibn de la -

vacuna que se distribuye en México.
Preparacién de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de riidén de conejo a los que se les

ha realizado previamente pruebas para detectar anticuerpos frente
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a virus adventicios, Estos animales deben haber nacido y crecido
dentro del laboratorio bajo un control riguroso y deben permanecer
bajo control durante seis meses cuando menos, antes de iniciar la
produccién,. Los animales que cumplan con estos requisitos se anes
tesian y trabajando en condicliones de esterilldad, se extraen los
ridones que se colocan en cajas Petri. Los conejos se someten a -
la necropsia en busca de lesiones que evidencfen tuberculosis, mi-
xomatosis, fibromatosis, viruela de conejo y otras enfermedades t]
picas de etllos,

Los rifones se descapsulan y reducen a fragmentos de 3 a 4 mm, se
pasan a un aparato de tripsinizacién, se lavan dos veces con solu-
cién salina isoténica amortiguada con fosfatos y una tercera vez -
con solucién de tripsina al 0,.25%, se deja sedimentar y el sobrena
dante se decanta, Se adiciona mas solucidn de tripsina y se deja
45 minutos a temperatura ambiente con agitacién continua, Se cen
trifuga, se decanta el sobrenadante y las células tripsinizadas se
lavan con solucién de Hanks adicionada de hidrolizado de lactoalbd
mina, 8% de suero fetal de ternera y 50 M9 de neomicina (solucién
de Melnick "A", de crecimiento), se centrifuga a | 000 rpm durante
10 minutos y a una temperatura de SiC. Se determina el ndmero de
células viables mediante el m&todo de coloracién con rojo neutro y
se slembran frascos de Roux con esta suspensidén, se incuban 5 dfas
a36'cC y al cabo de estos se elimina el medio de crecimiento y se
adiciona solucion de Earle adicionada de hidrolizado de lactoalbi-
mina y 0.4% de glucosa (solucién de Melnick "B'", de manteniniento),
después de 48 h se cambia el medio de mantenimiento por medio fres
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co y se separan muestras del medio para control de esterilidad vi-

ral (4.4.1),
Inoculacidn de los Cultivos Celulares

Cada frasco se inocula con 0.5 m! del virus semilla dejando el 25%
de los frascos sin inocular como controles de esterilidad viral,

Se incuban de uno a dos dfas a 35°C.
Cosecha

La cosecha se efectidla reuniendo los cultivos que se someten a un -
ciclo de congelacién-descongelacién y se reidnen en un frasco, a és
te se le adiciona un volumen igual de estabilizador (contiéne KOH,
KH,POL, &cido glutédmico y lactosa), se separan muestras para con-

trol y la suspensibn restante se almacena a -60°C.
Pruebas a los Frascos Control de Tejido de Rifién de Conejo

Subcultivos en Lineas Celulares (Apéndice I, 6.2.2)

Los cultivos celulares que se dejaron sin inocular con el virus se

milla se incuban en las mismas condiciones que los frascos sembra-

dos con el virus y se observan al microscopio durante el periodo de

incubacién para detectar efecto citopatico. Se toman muestras para

- detectar contaminacion por Nosema cuniculi usando tincién de Giemsa

o inmunofluorecencia. Los sobrenadantes de los frascos de control
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4.5,2

se reinen con el fluido retirado antes de inocular y se siembran -
5 ml de esta mezcla en cada uno de por lo menos 5 tubos con culti=-

vos de lineas celulares de humano, simio y rifion de conejo, se ob

servan durante 4 dias y no debe aparecer efecto éitopético debi-
do a la presencia de virus adventicios. Al final del periodo de

incubacibn se realiza la prueba de hemadsorcidén a todos los tubos.

Prueba de Hemadsorcién (Apéndice |, 6.2.2)

A los frascos de control y a los tubos de las distintas 1ineas ce-
lulares de (4.4,1) se les realiza la prueba de hemadsercién; para
ello al final de la observacibén se elimina el flufdo sobrenadante
y se adiciona una suspensién de eritrocitos de cuy al 0,5% en solu
cién amortiguadora de fosfatos, se.refrigera 30 minutos a 5°C, se
lava la capa celular y se observa al microscopio la adsrocién de -
los eritrocitos, Si los glbbulos rojos no se adhieren a la capa
de células significa que no hay contaminacibébn con agentes producto

res de hemadsorcién y la prueba es satisfactoria,

Controles a la Suspensién del Virus antes de la Clarificacién
Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice 1, 6.1)

Titulo del Virus (Apéndice I, 9,2)

El contenido del virus se determina por titulacibn.de las DICT50 -

en cultivos de rifidn de conejo, utilizando como punto de compara-
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cién un patrén de referencia de virus de la rubeoila.
4.5.3 ldentidad (Seroneutralizacibn) (Apéndice i, 6.2.3)

Se diluyé una muestra de la suspensidn del virus hasta tener =-~---
100 DlCTSO/ml, se adiciona suero antirrubeola de alto titulo, u-
na muestra similar de la suspensién viral se mezcla con suero nor-
mal procedente de la misma especie de que procede el suero inmune,
Se incuban ambas muestras por una hora a 25°C as! como una muestra
de la suspensibn de virus diluido; se siembra 0.1 ml de esta suspen
sién en cada uno de 10 tubos con cultivo de células de rifidn de co
nejo, y 0.2 ml de las mezclas suero-virus en cada uno de 5 tubos -
del mismo tejido. Se incuban a 32°C por 18 dfas en forma estacig
naria. A los 7, 14 y 18 dias se observa el efecto citopatogénico;
los tubos sembrados con la mezcla virus-suero inmune deben ser ne-
gativos, en tanto que los sembrados con virus-suero normal y virus

dilufdo soleo, deben mostrar resultados positivos.

4.5k Investigacién de M, tuberculosis

Se investigaré la presencia de M, tuberculosis humanc sembrando --
muestras en medio de Petroff y de Lowenstein-Jensen con y sin gli-
cerol que se incuban de 36 a 38°C por 42 dTas, no debe haber eviden

cia de desarrolio,
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Prueba en Ratén Lactante

Cada lote de produccién del virus se ensayard en un minimo de 20 -
ratones de menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se
les inyecta 0,01 ml de ta suspensién por via intracerebral y 0,1 mi
por vfa intraperitoneal; las muertes ocurridas entes de 24 h se de
ben al traumatismo de las inyecciones, Los ratones se observan =
diariamente durante 14 dfas como minimo, Todos los ratones que =
mueran o presenten signos patoldgicos pasadas tas primeras 24 h de
la prueba, se someten a2 autopsia para descubrir la presencia de a-
gentes extraflos; este examen se hace macrosclpicamente por inspac-
cién directa y por subinoculacién intracerebral e intraperitoneal

de suspensiones de tejidos adecuados a otros 5 ratones como minimo
que se observan diariamente durante 14 dfas, La prueba se consi-
dera satisfactoria sl al final da2l perfodo de observacidn sobrevi-
ve por lo menos el 80% de los animales inoculados y ninguno presen

ta signos de infeccitbn,

Prusba en Ratén Adulto

El lote de produccidn del virus se ensaya como mfnimo en 20 ratones
adultos de !5 a 20 g; cada animal se inyecta con 0.03 ml de la sus
pensién por vfa intracerebral y 0.5 ml por via intraperitoneal.

Los ratones se mantienen en observacién durante 21 dfas como mfni-
mo. Las muertes que ocurren antes de 24 h se deben al traumatis-
mo de las inyecciones, Pasadas las primeras 24 h todos log rato-
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nes que mueran o presenten signos patolbgicos se someterédn a autop
sia para descubrir la presencia de agentes extranos. Este examen
se hace macroscdpicamente por inspeccibn directa y por subinocula-
cibn intracerebral e intraperitoneal de suspensiones de tejidos a-
propiadoé a otros 5 ratones como minimo que se mantienen en obser=
vacién por 21 dfas més. La prueba se considera satisfactoria si

al final del periodo de observacién sobrevive por lo menos el 80%

de los animales inoculados y ninguno presenta signos de infeccién.

4,5,7 Prueba en Embriones de Pollo

Inoculacibn en la cavidad alantoidea

Se hacen .reaccionar 50 ml de la suspensidn viral con suero antirru
beola de alto titulo, Se deja la mezcla | h a temperatura ambiente.
Se inoculan 150 embriones de B a 10 dfas en la cavidad alantoidea
con 0.5 ml por embrién, 10 m&s se inoculan con una mezcla a partes
iguales de estabilizador y medio de mantenimiento, se dejan 10 em-
briones sin inocular como control y 10 mé&s como controles adiciona
les, Todos los embriones se incuban de 35 2 37°C por 7 dfas ob-
servandolos dos veces diarias; las muertes que ocurran a las primg
ras 24 h no se toman en consideracidén ya que se deben al traumatis
mo de la inoculacibn, Al final del perfodo de incubacibn se prue
ban en:

A, Signos patolégicos,

B. El flufdo alantoideo se prueba en aglutinacién con glébulos ro

jos de pollo.
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C. Se buscan lesiones en la membrana corioalantoidea.

D. En caso de duda los flufdos alantoideos se subinoculan en seis
embriones adicionales para descartar la presencia de algin a-
gente trasmisible,

Si durante el periodo de observacidn ocurren muertes, deben reali-

zarse en los flufdos alantoideos las prusbas antes mencionadas asi

como una siembra en medio flufdo de tioglicolato USP que se incuba

7 dfas de 35 a 37°C; en caso de tener desarrollo bacteriano se pre

paran frotes que se tifien al Gram para determinar la morfologfa de

los microorganismos.

Inoculaéién en saco vitelino

Se mezclan 50 ml de la sQSpensién viral con suero antirrubeola de

alto tftulo, la mezcla se deja | h a temperatura ambiente. Se i-

noculan 150 embriones de 7 a 9 dfas en saco viteliro con 0.5 mi{ --

por embrién, 10 m&s se inoculan con la mezcla estabilizador-medio
de mantenimiento, se dejan 10 embriones como contrcles y 10 mas co

mo controles adicionales, Todos los embriones se incuban de 35 a

37°C durante 7 dfas observéndolos dos veces diarias, al final del

perfodo de incubacién los embriones que sobreviven se prueban en:

A, Signos patolégicos.

B. Presencia de cuerpos de inclusibn en el saco vitelino., Para
éstc se hacen frotes con el tejido del saco vitelino que se ti
fden por el método de Machiavello; en caso de existir contami-
nantes, se observan al microscopio cuerpos de inclusidn que to

man un color rojo sobre fondo azul,
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€. En caso de duda los flufdos alantoideos se subinoculan en seis
embriones adicionales pra descartar la presenc a de algfln a-

gente trasmisible,

Estas dos pruebas se realizan también con muestras el virus sin -

neutralizar,

inoculacién en Cultivo de Células de Rifibn de Mono

Un volumen de la suspensidén viral diluldo al equivalente de por lo
menos 500 dosis humanas se neutraliza con suerc antirrubeola de al
to titulo de origen no-humano ni simico, la muestra se incuba 1 h
a temperatura ambiente y se inoculan 0.5 ml & por lo menos 5 tubos
con cultivo de células de riidn de mono €ercopit! - us o Erythroce-
bus patas se incuban de 35 a 37'C durante 14 df: omo mfnimo ob-
servandolos diariamente, la vacuna es satisfactor 3 si no hay evi-
dencia de efecto citopatico. Esta prueba se realiza también con

muestras del virus de producci8n sin neutralizar,

Pruebas en Otros Cultivos de Células

Se toman muestras de la suspensidn del virus que se neutralizan --
con suero antirrubeola de alto tftulo y se siembran en cultivos ce
lulares de rifén de mono Rhesus, de mono Cynomolgus y de comnejo asf
como en cé&lulas humanas, Se incuban durante 4 dfas y no debe hg

ber evidencia de la presencia de virus adventicios.,
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Esta prueba se realiza también con muestras del virus de produccién

sin neutralizar,

Inoculacién de Conejos

Una muestra de por lo menos !5 ml de cada lote de produccidn debe
probarse por inoculacién en conejos. Se usan 5 conejos sanos de
1.5 a 2.5 Kg que se inyectan con |.0 ml cada uno por via intradér-
mica en varios sitios y 2.0 ml por vla subcuténea. Los animales
se observan por 30 dfas y todos los que mueran o presenten signos
de enfermedad despuds de las primeras 24 h se sometersdn a autopsia
examinando érganos y cersbro, La prueba es satisfactoria si so-
brevive por lo menos el 80% de los animales y si niguno presenta -
lesiones de cualquier tipo en el sitio de inoculacién que puedan -
eyidenciar la presencia de agentes extrados en la suspensién del -

virus,

Prueba de Inoculacidén a Cuyes

Se inoculan 5 cuyes de 350 a 450 g con 0.1 ml de la suspensibn por
vfa intracerebral y 5.0 ml por via intraperitoneal, se observan --
por 42 dfas y todos los animales que se sacrifiquen por enfermedad
0 que mueran pasadas las primeras 2b4 h deber&n someterse a la ne~-
cropsia, Al término del perfodo de observacién los animales so-
brevivientes se sacrifican y se someten a la necropsia en busca de

lesiones preducidas por M.tubsrcutosls o por algin agente viral,
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La prueba es satisfactoria si sobrevive por lo menos el 80% de los
animales inogulados y ninguno presenta lesiones atribuibles a M,tu

berculosis o a algin virus adventicio presente en la suspensién.
Pruebas para la Deteccidn de otros Agentes Adventicios

En cada lote debe probarse la ausencia de agentes patbgenos para -
los conejos como: Toxoplasma, encefalitozon, herpes de conejo, vi-
rus vacuolating, virus syncycial, mixovirus y reovirus. Para és-
to se usarén las pruebas de identidad aﬁropiadas en cada caso,

La suspensibn se considera satisfactoria si los resultados obteni-

dos son negativos en cada caso.

CLARIFICACION

Antes del envase se la vacuna se procede a descongelar la suspen-
sibn viral en bafo de agua, se centrifuga y el sobrenadante se fil °
tra a través de membrana.

CONTROLES AL PRODUCTO CLARIF)ICADO

Esterilidad Bacteriana y Mic6tica (Apéndice |, 6.1)

Titule del Virus (4,5.2)

Debe contener no mencs de | 000 DICT5g por cada 0.5 ml
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Neurovirulzncia en Monos

Se usan monos en los que se ha comprobado la ausencia d= anticuer-
pos frente al virus de la rubeola inhibidores de la hemaglutinacién,
Se inoculan, bajo anestesia profunda, con una muestra tomada después
de la clarificacidn pero antes de la dilucibn final del virus, por
lo menos 20 monos Cercopithecus o Maccacus con 1.0 ml de la suspen
sién viral por vfa intramuscular en la extremidad posterior derecha,
con 200 mg de acetato de cortisona en la izquierda, 300 000 U! de -
penicilina en la extremidad superior derecha, 0.5 mlvde la suspen-
sibn viral en la regibn talédmica de cada hemisferio y 0.5 ml por -

via intraespinal a la altura de las vértebras lumbares.

Los monos se observan durante 17 a 21 dfas y en ninglin caso debe-

ran observarse sfntomas de parédlisis o cualquier tastorno neurolé-
gico, las muertes que ocurran en las primeras 48 h no se consideran
para la prueba y el animal debe substitufrse por otro inmediatamen
te. Al final del perfodo de observacién se sacrifican los anima-
les y se toman muestras del t&lamo y de la médula espinal a nivel
fumbar y cervical, para la recuperacidn de! virus que debers ser -
negativa, Adem&s se realizan estudios histopatolfgicos y en nin-
glin caso debe observarse dafio en esas regiones atribufble a neuro-
tropismo del virus o a la presencia de agentes extrafos. En caso
de duda por los hallazgos histopatolégicos, se hard un examen de -
diferentes partes del cerebro sospechoso asf como la recuperacién
del virus de los tejidos nerviosos extraldos del animal,

La prueba es satisfactoria si sobrevive el 90% de los animales, si
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7.0

8.0

8‘3

8.4

8.5

no presentah una pérdida de peso mayor del 25% y si por lo menos -
el 70% de los animales inyectados inicialmente sobreviven las pri-
meras 48 h,

La prueba se repite si a las 48 h sobreviven meﬁos del 70% de los
animales inoculados inicialmente,

ENVASADO

La vacuna se envasa en frascos ampula &mbar en dosis individuales,

se liofitizan y sellan al vacfo.

CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice 1, 6.1)

Inocuidad (Apé&ndice |, 8.0)

Potencia (4.5.2)

No menos de 1 000 D'CTSO por dosis humana

jdentidad (4.5.3)

Humedad Residual (Apéndice i1, 1,0)

No m&s del 2%
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8.6

9.0

Solubilidad (Apéndice |, 3.0)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

/’f; vacuna liofilizada se dehe conservar a temperatura inferior a -

10.0

10 C.

La fecha de caducidad no ser4 mayor a doce meses despuds de la &1-

tima prueba de potencia satisfactoria,

ROTULADO

Ademds de los datos especificados en la Reglamentacién Vigente pa-

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biolbgicas, debe indicar

lo siguiente;

Vacuna antirrubeoia de virus atenuado
Cepa utilizada

Tejido en el cual se cultivé el virus
Antibidticos y su concentracién
Estabilizador empleado

No contiene conservadores

Protéjase de la luz

Contiene 1 000 DICTgg por dosis humana
Dosis: 0.5 ml por via subcuténea
Volumen y naturaleza del diluyente
Fecha de caducidad

Descirtese la vacuna que no se haya empleado en las

- 154 -
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desplies de su rehidratacibn y durante ese tlempo manténgase en-
tre 2 y 8°C.
Si se emplea alcchol para aseptizar la piel debe dejarse evaporar

completamente ya que &ste inactiva la vacuna,

11.0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

11,1 Presentacidn

Se presenta liofilizada en frascos 8mpula &mbar con el disolvente
para rehidratar & 0.5 ml (dosis individual), en cajas con 1 § 10 do

sis,

11.2 Esquema de inmunizacibn
Una sola dosis por via subcuténea.

12,0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

12,1 Indicaciones
Se deben vacunar todos los nifios desde 1 afo de edad y a mujeres -
en edad reproductiva con resultados negativos a la prueba de inhi-
bicidébn a la hemaglutinacibn, En este caso la mujer no debers em-

barazarse hasta que hayan transcurrido dos ciclos menstruales des-

pués de haber recibido 1a vacuna,

T



Contraindicaciones

No es necesario administrar la vacuna a personas con rzaccién de -
inhibicién a la hemaglutinacidn positiva.

Como no hay informacién suficiente para demostrar que la vacuna es
ts exenta de efectos teratogénicos no se debe administrar a muje-
res embarazadas.

La vacuna estd contraindicada en personas sensibles a las protei-
nas de riidén de conejo, en este caso se usara la obtenida en culti

vo celular de embridn de pato.
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1.0

VACUNA ANTIRRABICA

INTRODUCC I ON

La rabia es una enfermedad infecciosa del sistema nervioso, comin

al hombre y practicamente a cualquier animal de sangre caliente_, =

siendo el perro y el gato las fuentes de infecci6n mas Iimportantes

para el humano, pero la ''rabia selvética" se presenta ademés en a-
nimales silvestres como zorros, mofetas, arcdillas y lobos,

Los vampiros, alin cuando no llegan a2 padecer la infeccién som reser
vorios que 1la trasmiten al hombre y especialmente al ganado al -

succionarles la sangre para alimentarse.

Estos animales asT camo ciertos murciélagos insectivoros tienen el

virps en las glindulas salivales y en los paniculos adiposés de -—-

grasa café de manera que pueden trasmitir el virus a otros animales
via los aerosoles de las secreciones de estos murciélagos. Gene-

ralmente la trasmisién a los seres humanos ocurre cuando son mordi

dos por los animales rabiosos, aunque basta el contacto con la sa-

lTive del animal en un arafazo o simple escoriacién'

El perfodo de incubacién depende de la edad, sitio y magnitud de -

las heridas; generalmente es de 20 dias a 3 meses pudiendo ser mas

corto en nifos, y cuando las heridas son extensas © si €stas estdn
en la zona de la cabeza y cuello, aunque se han reportado periodos

de incubacién tan cortos como de una semana y tan largos como de -
un ano,

En ia mortalidad por rabia intervienen varios facfores; especie del
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2.0

animal infectante, sitio y extensién de las heridas, eficacia de los
primeros auxilios y el lapso eatre gl accidente y la vacunacién o
la seroprofilaxis-vacunacibn.

De la zona infectada el virus avanza por los nervios periféricos -
para alcanzar por Gltimo el Sistema Nerwioso Central. Los sfnto~
mas prodrémicos en el honbre incluyen malestar, ansiedad e hiperes
tecia alrededor de la herida. En el cuadro clfrico los misculos
presentan espasmos dolorases, principalmente em los midsculos de Va
deglucibn, despufs puede o no presentarse la par§lisis, el delirio,
el estado de coma y la muerte le sigue en el curso de una semama,
algunos autores afirman que la muerte es comin pero no inevitable.
En la mayorfa de los casos la infeccifn pusde evitarse mediante }la
administracidn de la vacuna y en los casos de mordeduras graves me
diante la prevencién combinada con el suero antirrébico y la vacu-
na, pero una vez que la infeccién se ha desarrollado el suero antj
rr8bico es absolutamente ineficaz y tampoco existen otros agentes
antivirales gque pudieran curar la infecciénm.

Cuando se ha establecido la etiologia del padecimiento se mantiene
a los pacientes aislados administrindoles sedantes en solucibn sa-

lina glucosada hasta que ocurra la muerte,
DEFINICION

La vacuna antirrdbica Fuenzalida estd constituida por una suspen-
sién al 1% p/v de tejido cerebral de ratones lactantes infectados

con virus rabico fijo, inactivado por radiaciones ultravioleta.
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2,2

Contiene 0,1% de fenol y 0.C1% de timerosal como conservadores,
Otros Tipos de Vacunas Antirrébicas

Vacuna Semple: Estd constitufda por una suspensibn al 5% de teji
do ceresral de conejos o de carneros adultos infectados con virus
rébico fijo inmactivado por calentamiento a 376C por 48 a 72 h, con
tiene fenol al 0.5% y timerosal al 0.01% como conservadcres.
Vacunas obtenidas en cultivos celulares:

Se encuentran en perfodo experimental y entre ellas podemos citar:
La PMBHK21 que se prepara propagando la cepa PM de virus rébico f}
jo en células de rifAdn de criceto recién nacido.

Lz 38FC que se prepara en células diploides humanas Wi38,
Vacuras para Uso Veterinario

Se inclﬁye en este tipo de vacunas la preparada con la cepa ERA que
se obtiene a partir de cultivos celulares de rifi6n de cuy¢ recién
nacido inoculados con virus rabico fijo,

También se emplean vacunas obtenidas por inoculacibn en saco viteli
no de embriones de pollo, con variantes de la cepa Flury, y que pue
den ser de bajo nimero de pases (LEP) o de alto nimero de pases --
(HEP) y en ambas su presentacidn final es liofilizada.

En ﬁéxico se estd empleando tembién para animales la vacuna Fuanzg
lida, pero la concentracion final de la suspensidon cerebral es del

2.5%.
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3.0 CEPAS

Se utilizan las sigulentes: Cepa CVS24i/L, cepa 51/123 de origen
canino, aislada en Chile y cepa 91/122-1 de origen humano, asilada
en Chile.

Con ellas se preparan tanto el ''virus de reserva' como el "virus de

trabajo"” de la siguiente manera.
Lote de Siembra

Se inoculan por via Intracerebral 50 ratones de I! a !6 g de peso
(tres o cuatro semanas de edad) con cada cepa del virus vacunal.
Los animales se observan diariamente y a partir &el cuarto dia aque
1los que presenten signos de rabié son sacrificados y se les extra-
en los cerebros. Con el tejidonervioso obtenido se prepara una sus
pensiénval 20%en agua bidestiladaestéril conteniendo 2% de suero de
caballo estéril, 200 Ul de penicilinay 200 mg dexstreptornicina por --
cada mi. Esta suspensidon se envasa y liofiliza en alfcuotas de -
1 ml, que se conservan a -40°C; aproximadamente e! 40% se destina
para virus de reserva y el 60% restante se utiliza como lote de --

siembra,
Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Titulo del Virus (Apéndice [, &,2)

i



\ 3.2.2

Se determina la Dosis Letal Media (DL_.) en ratones blancos de 11 a

50
16 g (3 a 4 semanas de edad) de un solo sexo. Generalmente se --
prueban 5 diluciones en incrementos de 10 utilizando como diluyente
soluciébn amortiguadora de Sorensen. De cada dilucién se inoculan
0.03 ml por via intracerebral. Los animales se mantienen en obser
vacién durante un periodo de 14 dias, las muertes que ocurran duran
te las primeras 72 h no se deben considerar como producidas por el
virus sino por el traumatismo de la inyeccibn.

Diariamente se anota el nimero de muertes y al final del perfodo de
observacibn, los animales que presenten par&lisis también serfn con
siderados como muertos

El cé&lculo de la DL o 5€ haréd por el método de Reed-Muench.

5

LImite de Contaminacibn Bacteriana

Se siembran cada uno de 10 tubos, que contienen 9 ml de medio flul
do de tioglicolato de sodio (USP) con 1 ml de la suspensién viral.
El quinto tubo se agita manualmente y se transfiere | ml de esta -
suspensién al sexto tubo, se mezcla y se toma | m! que se pasa al
séptimo tubo continuandose con este procedimiento hasta el décimo
tubo (dilucién 10-6). Todos los tubos se incuban a 35°C y se ob-
servan diariamente durante 7 dfas. Se admite como méximo un desa
rrollo de la contaminacidén bacteriana en IO_Z. Un alto grado de
contaminacidén es indicio de que existen deficiencias en la técnica
de produccibén y a pesar de que las bacterias son inactivadas.por =
irradiacidén con luz uitravioleta, su presencia puede ocasionar --

.
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reacciones locales generales.
ldentidad (Seroneutralizacién) (Apéndice I, 1.3.3)

Para esta prueba se emplea suero antirrdbico de alto titulo que se
hace reaccionar con la dilucién del 'wirus de reserva! 19 5 La

mezcla se incuba a 37°C durante 90 minutos y se inoculan 0.03 ml a
ratones de 11 a 16 g por via intracerebral.

Simulténeamente se fnocula un lote de ratones testigo con una mez-~
cla de suero normal y virus rébico a la concentracibén de 10-‘, in~
cubada en las mismas condiciones,

ST los ratones inoculados con_la mezcla de virus de reserva y sue-
ro antirrdbico sobreviven y los testigos Inoculados con suero nor-
mal y virus mueren, se comprueba due se trata de virus rébico.

Las cepas semilla se controlan periodicamente y cuando es necesario

se obtiene mas ‘'virus de trabajo!! a partir del ''virus de reserva,
OBTENCION DE LA VACUNA
Inoculaci6n de tos ratones

Se inoculan por vfa intracerebral, ratones lactantes de no mas de

‘5 dfas de edad con 0.01 ml de una dilucién de la suspensién del --

''virus. de trabajo'' que deberé tener alrededor de 100 DLSO para el

ratdn adulto.
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L.2

Control del Titulo del Inéculo

La misma dilucién que se empled para el lote de produccidén se in-
yecta en dosis de 0.03 ml a 10 ratones adultos de 11 a 16 g por via
intracerebral para determinar la viabilidad del virus, Se les man
tiene en observacién durante 14 dfas y si algunos ratones permanes
cen sanos durante este periodo se debe renovar la suspensibn del -
"'virus de trabajo'', pero se puede utilizar la cosecha; en cambio -
si ninguno desarrolla la infecci6n se desecha el lote de ratones -

lactantes inoculados.
Cosecha

Los ratones lactantes se sacrifican a las 72 h de la inoculacibn,
colocéndolos en un recipiente hermético con un algodén impregnado
con éter o cloroformo,

Los ratones sacrificados se colocan en una bolsa de gasa y se su-
mergen durante 10 minutos en una solucién de fenol al 5%. Se sa-
can de esta solucibn, se depositan en charolas y se realiza la co-
secha dentro de ambiente estéril. La cosecha de cerebros se rea-
liza mediante un aparato estéril constituido por un frasco que tie
ne una conexién a un tubo de hule, al final del cual se adapta una
aguja hipodérmica de calibre grueso y bisel corto, este frasco se
conecta al vaclio para poder realizar la succidn de los cerebros.
Se toma cada ratén entre los dedos indice y pulgar y se introduce

la aguja en cada uno de los hemisferios cerebrales, El vacTo se
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4.3

bk

L.5

k5.1

L.5.2

L.5.3

regula con una pinza de Mohr, El material asT obtenido se conser

va a -40°C mientras se continia con la preparacién de la vacuna,
Preparaci6n de la Suspensién Cerebral

Se descongelan los cerebros a temperatura ambiente y se prepara u-
na suspensi6n al 10% p/v del tejido en agua bidestilada estéril en
friada a 4°C. Se homogeniza procurando que no se eleve la tempe-

ratura,

Centrifugacibn de la Suspensibn Cerebral

La suspensibn de tejido al 10% se centrifuga a 2 500 rpm durante -
10 minutos y se recoge el sobrenadante, se afora con agua bidesti~-
tada estéril fria, para restituir el volumen original de virus,
Controles a Ya Su pensibn Antes de la Inactivacibn

Limite de Contaminacibn Bacteriana (3.2.2)

Prueba de Identidad (3.2.3)

Titulo del Virus (3.2.1)

6.3

Se censideran satisfactorios los titulos que oscilan entre 10 y

1073
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4.6

\\J 4.7

5.0

Inactivacion del Virus

La suspensidn al 10% centrifugade se diluye al doble, agregando a-
gua bidestilada estéril y fria, El virus se inactiva por radia-
cidén utilizando un esterilizador de plasma de flujo continuo ( J.J.
Dill Ultraviolet, Kalamazoo, Michigan, USA, equipado con medidor -
de flujo modelo A-350).

La suspensidén del virus se expone en forma de pelfcula fina sobre
las paredes interiores del tubo de acero inoxidable que rota a =---
| 000 rpm. Las lamparas de luz ultravioleta estan qbicadas en el
centro del tubo-a | cm de distancia de las paredes. El material
se expone a la luz que produce un juego de cuatro |amparas ultravio
leta, ta suspensibn viral fluye a una velocidad de 250 ml por minu

to.
Dilucidén Final de la Vacuna

inmediatamente después de la irradiacidén, la suspensién al 5% se -
diluye con cuatro volimenes de agua bidestilada que debe contener
la cantidad necesaria de fenol y timerosal para que alcancen una =~
concentracién final de 0.) y 0.01% respectivamente.

El empleo del fenol es para preservar el antigeno contra la accién

de las enzimas del tejido nervioso, asi como conservador,

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL
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5.3
5.4
5.5

5.5.1

5.5.2

Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice 1, 6.1)

Prueba de Inactivacién (Apéndice |, 3.2)

Se inoculan 16 ratones aduitos de 1] a 16 g de peso, por via intra

cerebral con 0.03 m! y 16 ratones lactantes, por via intracrebral

con 0.01 ml de la vacuna. Los animales no deben mostrar signos de

rabia durante 14 dias. La prueba se realiza dividiendo en sublo-

tes de 20 llitros la vacuna para mayor seguridad en la prueba.

Para verificar la ausencia de otros factores no relacionados con el

virus r&bico se contina la observacibén de los animales 30 dfas.

Prueba de Inocuidad (Apéndice 1, 8.0)

Prueba de Potencia por el Método NiH (Apéndice |, 9.7)

Controles Quimicos

pH (Apéndice 11, 4.0)

De 6.8 a 7.4

Contenido de Protefnas {Apéndice I, 11,0)

No m&s de 0.1%
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5.5.3 Conservadores

Fenol (Apéndice 11, 9.0): Mo mis de 0.1%

Timerosal (Apéndice (1, 13,0): No mas de 0.01%
6.0 ENVASADO

La vacuna se envasa con agitacidn continua, en frascos &mpula en -

volimenes de 15 ml.
7.0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADOQ
7.1 Esterilidad Bacteriana y MicStica (Apéndice |, 6.1)
7.2 Prueba de Potencia (Apéndice 1, 9.7)
7.3 Prueba de ldentijdad
La prueba de potencia se considera como prueba de identidad.
8.0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD
La vacuna debe corservarse de 2 a 10°C evitando la congelacién ya

que el fenol! a tempeiaturas inferiores a 0°C desnaturaliza el an-

7 tfgeno.
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9.0

La fecha de caducidad no serd mayor de 6 meses de la fecha en que
se haya practicado la Gltima prueba de potencia con resultados sa-

tisfactorios,

ROTULADO

Ademds de los datos especificados en la Reglamentacibén Vigente pa-

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biolégicas, debe indicar

lo siguiente:

Vacuna antirrébica

Cepa utilizada

Obtenida en tejido cerebral de raton lactante

Concentracibn del virus por dosis humana.

No contiene antibibticos

Estabilizadores y su concentracién

Conservadores y su concentracién

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 1 ml

Via; subcuténea en la regibn interescapulovertebral o regitn abdo-
minal.

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y IO'C, evitando la congelacidn

Protejase de la luz

10.0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION
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Presentacion

Frasco &mpula conteniendo 15 ml (cantidad suficiente para un esque

ma de inmunizacidn) ,
Esquema de Inmunizacibn

El esquema de inmunizacién comprende 14 dosis (una diaria) de un -

ml de la vacuna.
INDICACIONES, REACCIONES SECUNDARIAS Y CONTRAINDICACIONES
Indicaciones

Seleccién de los pacientes que deben recibir el tratamiento.

No todas las personas mordidas por un animal rabioso tienen que re
cibir tratamiento sistemiticamente, Debido a que éste no es ino-
cuo, ya que acarrea varias molestias e inclusive puede producir la

muerte.
Zona Donde se Produjo el Atague

En zonas enzobticas, cualquier persona que haya sido mordida por =
un animal de sangre caliente, que no pueda ser observado debe reci
bir el tratamiento preventivo. Por lo que se refiere a México,

se considera zona enzobtica.de rabia.
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Condiciones en gque se Produjo el Atague

Cuando el animal muerde sin provocacidn, se del debe localizar y -

vigilar por lo menos 10 dias y si:
Sobrevive los 10 dfas

Muere después de los 10 dfas

Muere durante los 10 dfas y el diagnosti
co de laboratorio es positivo.

Cuando el animal no se localiza
Caracteristicas del Contacto con la Saliva

Si hay heridas producidas por dientes o
garras del animal

Si hay contacto con saliva recién emiti-
da, en la piel fintegra

Si hay contacto con saliva recién emiti-
da, en la piel lesionada

Si hay contacto con saliva recién emiti-
da, en lesiones en proceso de cicatriza-
cibén

Si hay contacto con objetos que haya la-
mido el animal

Si hay contacto con otro animal que jugd

o peled con el animal sospechoso

S A

No

No

Se

Se

se debe vacunar

se debe vacunar

debe vacunar

debe vacunar

infectada

Se

No

Se

No

No

No

debe vacunar

se debe vacunar

debe vacunar

se debe vacunar

se debe vacunar

se debe vacunar



Si hay lesidén o escoriacién por roce brug

co de la tela sobre la piel pero la tela

no estd perforada No se debe vacunar
Ademas de las caracteristicas de! contacto con la saliva se deben

tomar en consideracién los resultados del laboratorio:

Cuadro clinico Resultados de

de rabia laboratorio
Si hay positivo Se debe vacunar
No hay negativo No se debe vacunar
Si hay negativo No se debe vacunar
No hay positivo Se debe vacunar

Reacciones Secundarias m&s Comunes en laVacunacidénantirrédbica

Los nifAos son menos sensibles a presentar complicaciones, neuropara
l1fticas, mientras que los adultos las presentén con mds frecuencia
y generalmente son mds graves,

Debe tomarse en consideracién cualquier antecedente alérgico o va-
cunacidn previa. Es frecuente que ocurran reacciones locales du-
rante el tratamiento presenténdose respuesta inflamatoria.

Los cases de complicaciones alérgicas al tratamiento antirrabico -
pueden presentarse durante o después de la vacunacién y pueden te-
ner un comportamiento mielftico dorso lumbar ascendente semejante
al sfndrome de Landry o también se presenta encefalomielitis o en-
cefalitis sin paréalisis,

Los mecanismos patogénicos en los accidentes neurolégicos postvacu
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Si hay lesibén o escoriacién por roce brus

co de la tela sobre la piel pero la tela

no estd perforada No se debe vacunar
Ademds de las caracterfsticas de! contacto con la saliva se deben

tomar en consideracién los resultados del laboratorio;

Cuadro clinico Resul tados de

de rabia laboratorio
Si hay positivo Se debe vacunar
No hay negativo No se debe vacunar
Si hay negativo No se debe vacunar
No hay positivo Se debe vacunar

Reacciones Secundarias mds Comunes en laVacunaciénantirrébica

Los nifios son menos sensibles a presentar complicaciones. neuropara
ITticas, mientras que los adultos las presentén con mds frecuencia
y generalmente son mds graves,

Debe tomarse en consideracién cualquier antecedente alérgico o va-
cunacibn previa. Es frecuente que ocurran reacciones locales du-
rante el tratamiento presentdndose respuesta inflamatoria,

Los cases de complicaciones alérgicas al tratamiento antirr8bico -
pueden presentarse durante o después de la vacunacién y pueden te-
ner un comportamiento mielftico dorso lumbar ascendente semejante
al! sfndrome de Landry o también se presenta encefalomielitis o en-
cefalitis sin paréalisis.

Los mecanismos patogénicos en los accidentes neurolégicos postvacu
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nales no han sido bien aclarados, perc la opinibn mas aceptada es
que se trata de una reaccidn inmunolégica por la presencia de iso-
antigenos en la vacuna especialmente en la mielina.

No existe un tratamiento especifico para estas aiteraciones, pero
el uso de corticostercides favorece la recuperaciébn.

Los casos mortales son relativamente frecuentes especialmente cuan

do las manifestaciones son de tipo miellftico y encefalomielftico.

Contraindicaciones

A los pacientes hipersensibilizados a las protefnas de tejido cerg
bral habrd de administrérseles la vacuna obtenida en embrién de -

pato,

BI1IBLIOGRAFI!A
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1.0

GAMMA GLOBUL INA HUMANA NORMAL
I NTRODUCC 1 ON

La gamma globulina humana normal es un preparado que contiene anti-
cuerpos frente a los microorganismos que frecuentemente causan in-

feccion en el humano y que dejan inmunidad permanente, Este pro-

ducto se obtiene a partir de placentas qf&é plasma de donadores.

La diferencia con las gamma globulinas hiperinmunes de origen huma-
no (antitetsnica, antipertussis, anti-D, etc.) es que éstas Gltimas
se obtienen exclusivamente a partir del plasma de donadores inmuni-
zados exprofeso con el antigeno correspondiente.

La gamma globulina normal se emplea en Ianpygflja§j§ temporal -y en

la atenuacidn de infecciones virales asi como para el tgafapignpg e
en los estados de hipo y agamma globulinemia,

Este producto contiene fundamentalmente anficuerpos frente a saram-
/pipn, ygrice[q, iybepla, poliomielitis y parotiditis.

Para su aplicacién, las gamma globulinas se purifican por el método
de Cohn de precipitacion con etanol o sus modificaciones, y cuando

se parte de plasma se’ obtienen como subproductos de empleo terapei-
tico: Albumina, fqgtq:rqngjhgmofjliqg y fibrinégeno, asi como otras
proteinas plasmaticas que se emplean para la obtenci6n de reactivos
para laboratorio. En la purificacion de las gamma globulinas de o

rigen placentario también se obtiene como subproducto albimipa.
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2.0 DEFINICION

inmunoglobulinum humanum normale es una solucidén de anticuerpos pu-

rificados, obtenidos de plasma o placentas y que contiene todos !os
anticuerpos presentes en el adulto normal,

Ademas se le adiciona un estabilizador, generalmente glicina,

0.3 mol/litro y timerosal al 0.01% como conservador; se presenta 1i

quida o liofilizada.

3.0 OBTENCION DE LA GAMMA GLOBUL INA HUMANA NORMAL

3.1 Obtenci6bn del Material

3.1.1 Obtencidon del Plasma

La sangre debe provenir de individuos sanos, que no hayan padecido
enfermedades recientemente., Antes de cada donacidn se debe inves-
R W o

tigar la presencia del antigeno asociado a la hepatitis B (Ags H§l,

realizar la serologfa de lues y las determinaciones de hematocrito

Y hgmgg[gbina.

Los donadores pueden ser sangrados cada EQ“Qifs extrayéndoles un vo
Tumen még[goAgg 500 m}. La sangre se recibe en recipientes estéri
}g} que contengan ggtigoqgu[gntg ACD, se centrifuga a 1000 rpm por

5 minutos en frfo. El paquete celular se vuelve a inocular al do

nador (Qlasmaié[951§) y el sobrenadante se congela y envia al labo

ratorio para su procesamiento,

3.1.2 Obtencién de las Placentas
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3.2.1

Las placentas se seleccionan y congelan en las instituciones hospi-

talarias, su transporte y almacenamiento se realiza a -20 C.

Obtencién de las Gamma Globulinas

Fraccionamiento del! Plasma

PLASMA A
Proteinas 5.1% =1
pH 7.2 /2 0.14
Etanol 8% T -3°¢C

Sobrenadante | i
Proteinas 3% v N ol
pH 6.9 r/2 0.09

Etanol 25% T -5 C

Precipitado |

Sobrenadante [1-iit Precipitado 11-111
A partir de este sobrena Protefnas 1.2%
dante se llega a la obten pH 6.9 r/2 0.015
cién de albdmina purificada. ETanol 17% T -6 C
Sobrengéante (NR Precip#&ado i
Proteinas 0.8% /
pH 5.2 r/2 0.05 £

Etanol 17% T -6°C

Sobreﬂgdante it-3 Precip#&ado -3
Proteinas 0.4% Gamma globulinas
pH 7.5 r/2 0.05 purificadas

Etanol 25% T -5°¢

Sobrenadante 11-1,2 Precipitado 11-1,2
Gamma globulinas
purificadas

_'75_



El plasma se descongela en condiciones controladas para evitar la -
redisolucién del crioprecipitado que contiene el factor antihemofi-

lico; se rednen los plasmas procedentes de por lo menos 1000 dona-

dores y se centrifugen en frio para recuperar el crioprecipitado, -

el sobrenadante obtenido se trata de acuerdo con el esquema simpli-

ficado para el fraccionamiento del plasma segin el métode 6 v 9 de

Cohn que se menciona inicialmente.

3.2.2 Obtencibdn de las Gamma Globulinas a Partir de Placentas

Las placentas recibidas se descongelan dos dias antes de iniciar el

- [OR—

proceso, se puelen y se adicionan de solucién salina al 0.8% ---
(1:1 p/v_) y pulpa de papel, la mezcla se centrifuga a 2000 rpm y
el sobrenadante se vuelve a centrifugar para clarificarlo a ------
16000 rpm. El extracto de placenta obtenido se trata de acuerdo
con el siguiente esquema simplificado para la obtencibn de gamma -

globulina a partir de placenta segiin el método de Taylor.
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EXTRACTO DE PLACENTA
pH 6.0 a 6.9 .
Etanol 25% T -5 C

Sobfenadante | . Precipitado |

A partir de este sobrenadante Proteinas 1%

se llega a la obtencibn de al- pH 4.8 r/2 0.08

bamina purificada. Etan?l 8% T -3°¢
' I

Sobrenadante || Precipitado 11|

Protefnas 0.4%
=IO T B
Etanol 25% T -5 ¢C

Sobrenadante 111 Precipitado (11
Protefnas 0.7%
pH 5.1 r/2 0.0l
Etanol 17% T -6°¢

Sobrenadante 111 -1 Precipitado I11]-]
Proteinas 0.6%

pH 7.0 r/2 0.05

Etannl 25% T -5°C

Sobrenadante {}1-2 Precipitado |}1-2
Protefnas 0.6%
pH 7.2 a 7.4 ;
Etanol 25% T -10 .
{
Sobrenadante Precipitado

Gamma globulinas
purificadas

3.3 Controles que se Llevan a Cabo Durante el Proceso

3.3.1 pH (Apéndice 11, 4.0)



3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.4

3.5

Proteinas Totales (Apéndice |1, 11.3)

Se determina para conocer el rendimiento durante el proceso y para

poder ajustar las concentraciones de proteinas en cada paso.

Electroforesis (Apéndice 11, 6.0)

Se usa como control secundario de pureza.

Cloruros (Apéndice 11, 8.0)

Se determina para calcular y ajustar la fuerza idnica en cada paso

del proceso.

Preparacion Final

Se determina el peso de los precipitados obtenidos, y trabajando en
frio, se homogeniza la pasta con solucidn de glicina 0.3 Mol/litro
en proporcién (1:1), a esta suspensidn se le adiciona agua (4:1) y
se agita en frio de 2 a & horas. Se deja reposar la mezcla toda -

la noche y el sobrenadante se decanta y liofiliza para concentrarlo.

Dilucidon y Esterilizacion

La gamma globulina liofilizada se disuelve en una mezcla de agua y

glicina 0.3 Mol/litroc (1:1), adicionando timerosal a tener 0.01%
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4.0

4.2

4.3

4

y se ajusta el pH a 6.8 con solucién amortiguadora de acetatos.
La esterilizacion se lleva a cabo por filtracidn y se realizan los

controles al producto a granel.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micotica (Apéndice |, 6.1)

Prueba de inocuidad (Apéndice 1, 8.0)

Prueba de Pirbégenos (Apéndice |, 7.0)

Prueba de Potencia

El Instituto Nacional de Higiene S.S.A. recomienda lq siguiente: An
tes de proceder a la purificacién se deben determinar los anticuer-
pos presentes contra la difteria, viruela y poliomielitis. E}l pro
ducto es aceptable, si después de la purificacidén y dilucién los ti
tulos de anticuerpos aumentaron cuando menos cinco veces con respec
to a los iniciales. El Code of Federal Regulations U.S.A. reco-
mienda lo siguiente: La solucibn de gamma globulina debe contener -
no menos de 2 Ul de antitoxina diftérica por ml; cuando menos 0.5 ve
ces el nivel de proteccibn de una inmunoglobulina antivariblica de
referencia; anticuerpos antipoliomieliticos de los tipos | y 2 con
un'poder de neutralizacién igual al de la referencia y 2.5 veces --
mas en el caso del tipo 3.
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4.5 Controles Quimicos
4,5.1 pH (Apéndice I, 4.0)

Una solucibn en cloruro de sodio 0.5 Mol/litro al 1% (p/v) debe te-

ner un pH de 6.4 a 7.2
4.5.2 S6lidos Totales (Apéndice 11, 2.0)
No mé&s del 20%
4_.5.3 Proteinas Totales (Apé&ndice 11, 11.3)
De 4 a V7% :
4.5.4 Timerosal (Apéndice |1, 13.0)
No mas del 0.01%
4.5.5 Inmunoelectroforesis (Apéndice I, 6.0) .

Con suero antihumano polivalente deberdn aparecer unicamente las ban

das correspondientes a las gamma globulinas,

4.5.6 Cloruros (Apéndice |}, 7.0)

No mas del 0.5%
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5.0

6.3

6.4

6.5

6.6

ENVASADO

Se dosifica en frascos ampula segin la concentracidn de gamma globu
lina que tenga el lote y la presentacidn requerida. Para asegurar
su actividad durante el periodo de vigencia se adiciona un 20% de -
exceso.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice |, 6.1)

tdentidad {(Apéndice !, 1.3.1)

Esta prueba se realiza per inmunodifusién en placa, empleando suero

antihumano polivalente,

Pirégenos {(Apéndice |, 7.0)

pH (4.5.1)

Humedad Residual {(Liofilizado)} (Apéndice 11, 1.0}

No mas del 2%

Solubilidad en su disolvente {Liofilizado) (Apéndice 11, 3.0)
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7.0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto liquido debe mantenerse entre 2 vy 10°¢C.

Eil producto liofilizado debe mantenerse a menos de 25°C.

La fecha de caducidad es de 2 afios después de la Gltima prueba de po
tencia satisfactoria para la presentacidon liquida y 5 ados para la

presentacidn liofilizada,

ROTULADO

Ademés de los datos‘mencionados en el Reglamento General para Labora
torios Productores de Sustancias Biolbgicas debe indicar lo siguien
te:

Gamma globulina humana normal purificada

Concentracibén de gamma globulina en mg de proteinas por ml
Estabilizador y su concentractén

conservador y su conetracidn

Concentracion de lcoruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Volumen y naturaleza del disolvente (liefilizado)

Via de administracidon: Intramuscular oo

~, Comimss (LEae

Fecha de caducidad
Consérvese entre 2 y 10 € (Liquido) y a menos de 25°C (liofilizado)
Las dosis recomendadas se deben especificar segin el caso, de pre-

ferencia en un instructivo anexo,
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9.0

PRESEMTACION
Se presenta en frascos dmpula con el producto liofilizado o con 1 a
2 ml de producto liquido que contiene 165 6 330 mg de proteinas por

ml.

INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

Indicaciones

La gamma globulina humana se emplea en la profilaxis y terapeltica
para conferir inmunidad pasiva temporal en base a los anticuerpos -
que contiene. Aunque se usa en infecciones muy diversas como sa-
rampidn, rubeola, varicela, poliomielitis, hepatitis e infecciones

bacterianas, su efectividad solo se ha demostrado en los siguientes
casos, en los cuales se recomienda su aplicacién por via intramuscy
lar en las dosis que aqu! se indican, adn cuando es siempre preferi

ble utilizar los sueros hiperinmunes cuando se disponga de ellos.

indicaciones Dosis (mg/kg) Observaciones
Sarampidn 32 Profitlaxis
32 - 80 Atenuacibn
80 - 160 En casos graves
160 - 320 En encefalitis
Parotiditis 32 - L8 Profilaxis y atenuacién en
nifos
976 (dosis total) Jovenes y adultos
960" (dosis total) Gestantes
Varicela 32 - 48 Profilaxis
48 - 8o Atenuacidn
Rubeola 32 - 48 Profilaxis y atenuacion
5600 - 7200 {dosis Gestantes
totat)
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Poliomielitis 48 - 80 Profilaxis

160 Atenuacibn
Hipo y agamma 160 - 192 Dosis inicial
globulinemias 96 Mantenimiento (Una vez al

mes)
Contraindicacianes
Est8 contraindicado a personas sensiblies a las proteinas humanas.
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GAMMA GI.OBULINA HUMANA ANTI-D
INTRODUCC | ON

En 1939 Levine y Stetson describieron un anticuerpo presente en el
suero de una mujer embarazada cuyo feto murié "in utero' al octavo
mes. Después del parto la mujer sufriébn una reacciodn hemolitica -
al ser transfundida con la sangre del marido que era compatible en
el sistema ABO. Lavine y Stetson sostuvieron que la mujer habia -
sido sensibilizada durante el embarazo por un antigeno del feto, he
redado del padre y que el anticuerpo materno hablia reaccionado con
alglin antigeno de los gloébulo rejos del marido, siendo ésta la cau-
sa de la reaccibdn transfusional. Enk1940 Landsteiner y Wiener en-
contraron que los sueros de conejos inmunizados con gidbulos rojos
de monos rhessus aglutinaban los eritrocitos del 85% de los indivi-
duos de raza blanca.

Entonces se pudo establecer la relacidon entre el anticuerpo descritd .
por Levine y Stetson y los anticuerpos presentes en el suero de o--
tras pacientes con reacciones post-transfusionales cuyo origen se -
desconocia, asi como con los anticuerpos anti-Rh abtenidos en los -
conejos inmunizados por Landsteiner y Wiener, En el afio siguiente,
Levine y sus colaboradores sefialaron la importancia clinica de este
anticuerpo anti-Rh como causa frecuente de la eritroblastosis fetal.
El grupo sanguineo del feto esté determinado por el de los padres,
asi en el factor Rh: Si la madre es Rh negativa y el padre Rh posi-
tivo heterocigoto, hay 50% de probabilidades de que el hijo sea ---
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Rh positivo y se pueda llegar a presentar la isoinmunizacion; si el
padre es Rh positivo homocigoto, todos los hijos seran Rh positivos
y habra también riesgo de isoinmunizacion. E]l estimulo antigénico
ocurre cuando la madre que carece de antigeno D, y ha tenido un em-
barazo normal, entra en contacto con los eritrocitos del hijo en el
momento del parto, o bien cuando hay mezcla de sangres durante la -
gestacidn por ejemplo, por un traumatismo,

Una vez.que la madre tiene ya anticuerpos frente al factor Rh se pre
sentara en los embarazos posteriores el problema de la destruccidn
de los eritrocitos, lo que da como resultado partos prematuros o a-
bortos cada vez mas tempranos.

En la eritroblstosis fetal, los isoanticuerposde la madre que pasan
a través de la placenta, ocasionan la produccidn de eritrocitos in-
maduros (eritroblastos) para substituir a los que son degtruidos.
Como consecuencia de ésto hay deficiencia en la oxigenacibn, pues
los eritroblastos son incapaces de transportar oxigeno y ademas la
hemoglobina liberada se transforma en bilirrubina y afecta al siste
ma nervioso del feto (kernicterus), ~ El recién nacido presenta ang
mia, edema grave (que es signo de dafo cardiaco), hay hepatomegalia,
esplenomegalia y edema pulmonar, Al segundo o tercer dia se desa-
rrolla el kernicterus que presenta como sintomas principales letar-
gia, disminucion del apetito y pérdida del'?eflejo del Moro? la muer
te ocurre en el 75% de los casos y si el recién nacido sobrevive --
presenta sordera, retraso mental y pardlisis,

Este problema se trata mediante la exsanguineotransfusién con san-

gre Rh negativa, ésto es con el fin de que los anticuerpos maternos
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2.0

presentes en la sangre del recién nacido, no destruyan los eritroci
tos que se estdn introduciendo, asi comc reducir el nivel de bili-

rrubina, Este tratamiento también se puede practicar al feto aun-
que es peligroso.

La prevencidén de la isoinmunizacion materno-fetal se logra aplican

do la gamma globulina anti-D a la madre antes de que transcurran 72
del primer parto, cuando ya se ha comprobado que el hijo es Rh posji
tivo y repetir este procedimiento en los partos siguientes siempre

que el hijo sea Rh positivo. En todos los casos de aborto acciden
tal o provocado, también se deberad aplicar el suero anti-D lo mas -
rapido posible; la gamma globulina anti-D bloquea la capacidad anti
génica de los eritrociots Rh positivos que pasan a la madre y no se
produce el estimulo antigénico.

E1 factor Rh no es el dnico causante de la isoinmunizacidon materno-
fetal aunque si el mas importante; por ejemplo, en el sistema ABO -
también se presehtan.inc0patibilidades pero en un porcentaje reducji

do.
DEFINICION

Inmunoglobulinum humanum anti-D es una solucién de anticuerpos puri

ficados obtenidos de! plasma de donadores Rh negativos, inmunizados
con glébulos rojos Rh positivos y que contiene anticuerpos anti-D -

en una proporcidn de 250 a 300 pg/dosis, ademds contiene 0.3 Mol/li

_htrolde glicina como estabilizador y timerosal al 0.01% como eonser-

vador, Se presenta liofilizada.
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3.0

3.2

OBTENCION DEL SUERO
I nmundégeno

Loes eritrocitos Rh positivos se obtienen de donadores sanos del --
grupo 0, sin antécedentes de hepatitis, en)los que se investigard -
la presencia del AgcHB y de anticuerpos frente a éste. Los donado
tres de eritrocitos no deben pertenecer a los sistemas Kell y Duffy
(K y Fya) para disminuir la posibilidad de que los donadores de sue
ro anti-D formen anticuerpos frente a estos sistemas. También se
excluirdn a los individuos que posean antigeno Du.

Se extrae sangre al donador y se recibe en recipientes estériles con
anticoagulante ACD , la sangre se centrifuga en frio, se decanta el
sobrenadante y los eritrocitos se lavah 3 6 4 veces con solucién sa
lina isotbnica amortiguada estéril, se deben eliminar los glébulos
blancos y las plaquetas mediante centrifugacion diferencial. Se -
prepara una suspension al 0.5% con solucién salina amortiguada esté -

ril y se mantiene en refrigeracion.

Seleccibn de los Donadores de Suero Anti-D

Las personas elegidas para la inmunizacidn primaria o secundaria --
frente al Rh deben ser varones sanos Rh negativos o mujeres sanas -
Rh negativas menopalsicas desde dos afios antes como minimo, o que

hayan sufrido esterilizacién quirurgica. Deben ser individuos que

: 3 b
posean antigenos de grupos sanguineos frecuentes como el K y el Lu .,
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3.3

3.3.1

3.3.2

Las cantidades necesarias de plasma aati-D se obtienen de un grupo
relativamente reducido de domadores y éstos deben ser informados am
pliamente sobre la inmunizacién, la plasmaféresis y los riesgos que

entrafan estos procesos.

Esquema de lnmunizacion

Inmunizacidén Primaria

En todos los programas de inmunizacidn primaria con eritrocitos Rh

positivos se prevee un 35% de fracasos, debido a que no se dispone

de un método para detectar a las personas refractarias al inmundge

no. Las siguientes son algunas de las dosis que se han probado y

los resultados obtenidos; de éstas se eligira la mas apropiada para
el laboratorio productor,

Volumen inyectado por via intravenosa % de personas con res

puesta positiva a los
seis meses,

1 ml en una dosis 15%
40 ml en una dosis 33%
500 ml! en una dosis 65%
2 a b m? fraccionados en dos dosis 50%

lmmunizacidon Secundaria

En ciertos individuos, el titulo de anticuerpos alcanza un nivel mix
imo tras la inmunizacidn primaria y no aumenta después con la inmunji

zacidn secundaria; en otros casos los titulos de anticuerpos pueden
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3.4

3.400

seguirse elevando durante mas de doce meses mediante !a administra-
cién de 0.5 a 1.0 ml de la suspensidn de eritrocitos cada 5 a 8 se-
manas, posteriormente se administra de 0.] a 0.5 ml del inmunégeno

por via intravenosa cada 2 a 3 meses.

Sangria de Prueba

Antes de la cosecha se realiza una sangria de prueba para determinar
la concentracidn de inmunoglobulina anti-D en el suero, también se
determina en esa muestra la concentracién de hemoglobina, proteinas
séricas totales, transaminasa sérica y la relacidn albamina/globuli
na; estos valores se comparan con los obtenidos en sangrias sucesi-
vas para determinar con que frecuencia deberan hacerse éstas, En
cada donacibn se realiza la serologia de lues y la prueba para detec

tar la presencia del antigeno asociado a la hepatitis B,

Determinacidn de Anticuerpos Anti-D

La concentracién de anticuerpos anti-~D se determina por el método de
Hughes-Jones. Para la prueba se mezclan alicuotas del suero inmune
con diferentes concentraciones de gidbulos rojos Rh positivos -----

(CCDee), se incuban a 37°C durante 24 h con agitacién frecuente.

Las suspensiones se centrifugan a 4°C y los glébulos rojos se lavan

3 veces con solucién salina isotéonica fria, Después se adiciona -
125

* suero anti-gamma globulina marcado con I, y se incuba a 37°C du-

rante 10 minutos, Las suspensiones se centrifugan, se elimina el
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3.5

3.6

scbrenadante y se determina la radioactividad presente en los eri-

trocitos.

Obtencién del Plasma

Se podran realizar extracciones de 500 ml cada 40 dias. La sangre
se recibe en recipientes estériles con anticoagulante ACD, se cen-
trifuga a 1000 rpm por 5 minutos en frio. El paquete celular se -
regresa al donador (plasmaféresis) y el sobrenadante se congela y -
envia al laboratorio para su procesamiento.

Se puede aumentar la frecuencia de los sangrados de acuerdo con los
resultados de las pruebas de hemoglobina y proteinas séricas iotg
les. Si la concentracidn de proteinas séricas del donador descien
de a2 menos de 6 g/100 ml se suspenderdn las sangrias por lo menos -
dos meses o hasta que presente niveles normales, y si la baja de pro

teinas séricas prevalece se eliminard definitivamente al donador.

Purificaciébn de las Gamma Globulinas

Ver: GAMMA GLOBUL INA HUMANA NORMAL (3.2}

CONTROL AL SUERC PURIFICADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

Prueba de Inocuidad (Apéndice i, 8.0)
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4.3 Prueba de Pirégenos (Apéndice | , 7.0)

L.4 Contenido de Gamma Globulina Anti-D (3.4.1)

El contenido de gamma globulina anti-D deberd der de por 1o menos el

15% de las proteinas totales del producto.

L.5 Controles Quimicos

4L.5.1 pH (Apéndice ||, 4.0)

Una solucidn en cloruro de sodio 0.5 Mol/litro al 1% (p/v) debe te-

ner un pH de 6,4 a 7.2.

L,5.2 Sélidos Totales (Apéndice 11, 2.0)

No mas del 20%

4,5.3 Protefnas Jotales (Apéndice 11, 11.3)

Se determinan para relacionar el dato con el contenido de gamma glo

bulina anti-D

L.,5.4 Timerosal (Apéndice 11, 13.0)

No mas del 0.01%



L.5.5

L.5.6

5.0

6.0

Cloruros (Apéndice 1, 7.0)
No mas del 0.5 %
| nimunoe lectroforesis (Apéndice |1, 6.0)

Con suero antihumano polivalente deberan aparecer unicamente las ban

das correspondientes a las gamma globulinas,

ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o frascos ampula segin la concentracion -
de . gamma globulina anti-D del lote para tener 260 a 300 ug de anti-
cuerpos anti-D por dosis.. Para asegurar su actividad durante el pe
rifodo de vigencia se debe adicionar un 20% de exceso . EIl producto
se liofiliza y sella al vacio.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

ldentidad (Apéndice |, 1.3.1)

Esta prueba se realiza por inmunodifusion en placa empleando suero

antihumano polivalente,
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6.3

6.5

6.6

7.0

8.0

Pirdogenos (Apéndice 1, 7.0)

Humedad Residual (Apéndice ti, 1.0)

No mas del 2%

Sotubilidad en su Disolvente (Apéndice I, 3.0)

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto es estable durante 3 afos después de la Gltima prueba de
potencia satisfactoria.

Se debe mantener entre 2 y 10°c.

ROTULADO

Ademds de los datos especificados en la Reglamentacién Vigente para
Laboratorios fabricantes de Sustamcias Bioldgicas, debe indicar lo
siguiente:

Inmunoglobulina humana anti-D purificada

Concentracidn de anticuerpos anti-D en ug/dosis

Conservador y su concentracion

Concentracidn de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase después de rehidratar

Volumen y naturaleza del disolvente

Via de administracién; intramuscular
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3.0

10.0

Dosis recomendada
Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10°¢c

PRESENTAC I ON

Frasco ampula con 250 6 300 ug de gamma globulina anti-D

INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

indicaciones

Se debe administrar el suero anti-D a todas las mujeres Rh negati-
vas que no estén inmunizadas contra el factor Rh y que den a luz un
producto Rh positivo, Se debe administrar el suero anti-D a todas
las mujeres Rh negativas no inmunizadas , inmediatamente después de
cualguier accidente durante el embarazo que pudiera provocar una he
morragia trasplacentaria, como amniocentesis o hemorragia antepartum.
Asi como también a las mijeres Rh negativas que hayan abortado o re
cibido una transfusidn equivocada.

La dosis administrada serd de 250 a 300 ug de inmunoglobulina anti-D
por via intramuscular antes de que pasen 72 h después del parto.
Cuando se sospeche de hemorragia trasplacentaria abundante o se tra

te de una transfusidn equivocada, sera necesario aumentar la dosis

de acuerdo al criterioc del médico.
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Contraindicaciones

La gamma glocbulina anti-D estd contrindicada en mujeres Rh negativas
que ya hayan sido inmunizadas al factor Rh debido a un parto ante-r
rior, aborto o una transfusién equivocada. Las mujeres 0" no deben
ser tratadas con los anticuerpos anti-D, en parte porque una alta -
proporcibén de los mismos reacionard con los eritrocitos BY, con lo
cual guedard una cantidad muy pequefa para reaccionar con Yos hema-
ties del feto, y por otro lado, el riesgo de fdrmacién de anti-Rh -

por una mujer DY es npequefo,
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2.0

3.0

3.2

ANTOTIXINA TETANICA

INTRODUCCION

Ver Toxoide Tetanico.

DEFINICION

Antitoxinum tetani (equinum) es una solucidén de anticuerpos espe

cificos purificados , obtenidos del plasma de caballos inmuni-
zados con toxoide y toxina tetédnicos. Contiene fenol al 0.5% co-

mo conservador.
PRODUCCION DE LA ANTITOXINA

I nmunbgeno

Se utilize toxoide teténico con 60 a 70 Unidades floculantes/ml --
(ULf/ml) y toxina tetdnica cuya potencia sea de 10000 a 20 000 DML

para el ratdn por cada ml.

Animales

Se emplean caballos jbvenes y sanos. Que no hayan recibido trata
miento con antibidticos especiaimente penicilina y estreptomicina.
Estos animales se mantienen en cuarentena para verificar que no pa

decen ninguna infeccidn y se les realiza la prueba de la maleina -
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3.3

para comprobar que no padecen muermo, enfermedad que es tras-
misible al hombre, esta prueba debe dar resultados negativos.
Previa a la seleccidon de los animales se les aplican dos do-

sis de toxoide tetanico, para ver si responden al antigeno.

Esquema de Inmunizacidn

Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar -
con el toxoide y la toxina tetinicos cada tercer dfa, por via sub-
cutanea en las tablas del cuello, rasurando y aseptizando la ;ona
de inoculacion. Al térmlno del‘esquema de inmunizacibn se deja -
descansar a los animales durante una semana y se procede a tomar y
na muestra de sangre por puncidn de la yugular para determinar la
cantidad de antitoxina presente en el suero de cada animai.

ESQUEMA BASICO DE INMUNIZACION Y COSECHA

No, de
inéculo dias dosis por caballo {ml}
] I 5 ml toxoide + 2.5 ml adyuvante
2 3 10 ml toxoide + 2.5 ml adyuvante
3 5 2C m)l toxoide + 2.5 m! adyuvante
L 7 30 ml toxoide + 2.5 ml adyuvante
5 9 L0 ml toxoide + 2.5 ml adyuvante
6 11 60 mi toxoide + 2.5 ml adyuvante
7 2 40 m! toxina + 2.5 ml adyuvante
8 16 60 ml toxina + 2.5 ml adyuvante
23 sangria de prueba
24 sangria de cosecha y plasmaféresis
25 sangrfa de cosecha y plasmaféresis
26 sangria de cosecha y plasmaféresis

El adyuvante empleado en la inmunizacién de los caballos es; el ad
yuvante completo de Freund para la primera dosis y el adyuvante in

completo de Freund para las dosis siguientes. El adyuvante com-
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3.4

pleto de Freund contiene una mezcla de aceite mineral y lanolina -
(85:15) con M, tuberculosis inactivado, en una cantidad que varfa
de 1 a 100 mg/ml de mezcla segln cada laboratorio, el adyuvante in
completo no lleva el bacilo.

Cuando la dosis del inbculo es grande el volumen se reparte en va-

rios sitios de las tablas del cuello del animal,
Titulo de Anticuerpos (Cdiculo de las ULF) {(Apéndice I, 9.5)
Se preparan diluciones del suero de cada caballo que se hacen reac

cionar con 10 Lf de toxoide contenidas en un volumen igual al del

suero (se puede emplear también toxina).

dil. del ULf de toxina titulo del suero
suero o toxoide Lf/ml

1:70 10 700

1:80 10 8oo

1:100 10 1000

1:120 10 1200

Los tubos se incuban a 37'C y aquel en que ocurre primero la flocu
lacibn indica el titulo de anticuerpos presentes en el suero del -
caballo.,

Si el tftulo es de por lo menos 800 ULf/m] se procede a realizar -
la sangria de cosecha, si el titulo no es suficientemente alto, se
repite parte del esquema de inmunizacidn y el nimero de inbculo en

que se inicie dependerd de que tan bajo sea el titulo obtenido.

Sangria de Cosecha
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Se hacen tres sangrfas, una diaria, en la primera se extraen de -
6 a8 litros, en la segunda 4 litros y en la Gltima b litros. La
sangre se recove en un recipiente estéril conteniendo anticoagulan
te ACD o bien citrato de sodio, agitando continuamente el frasco -
para evitar que la sangre se coagule. La puncidn se lleva a cabo
en la yugular, Se deja sedimentar el paquete celultar y en condi-~
ciones de esterilidad se saca el plasma de los frascos que se red-
ne con los plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fe-
nol al 0.5%. El paquete celular se regresa al animal (plasmafe-
resis) .,

Los caballos se dejan descansar durante 45 dfas y se inicia el es-
quema de mantenimiento.

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO Y COSECHA

No. de
indculo dlas dosis por caballo (mi)
i ] 30 m! toxoide + 2.5 m! adyuvante
2 3 40 m! toxoide + 2,5 m! adyuvante
3 5 60 ml toxoide + 2.5 ml adyuvante
'Y 8 4O ml toxina + 2.5 ml adyuvante
5 19 60 m] toxina + 2.5 ml adyuvante
17 sangria de prueba
18 sangrfa de cosecha y plasmaféresis
19 sangrfa de cosecha y plasmaféresis
20 sangria de cosecha y plasmaféresis

El adyuvante empleado es;rel adyuvante incompleto de fFreund en to-
das las dosis.

Se deja descansar al caballo 6 semanas y se repite el esquema de -
-

mantenimiento, -~

Se continda durante varios afios, hasta que decrece el tftulo de an
‘

ticuerpos o el animal enferma por las sangrfas constantes; es fre-
cuente que presenten degeneracidn amiloidea del higado.
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3.5

Purificacién y Concentracion del Plasma

Se puede realizar por el método de precipitacidn con etanol de Cohn,
por precipitacién con (NHA)ZSOQ o bien por el método que combina la
digestidn con pepsina y la precipitacidn con sulfato. El plasma -
debe ser almacenado por lo menos 4 meses a 5 C y para evitar el de
sarrollo bacteriano se le adiciona 0.5% de fenol, Al témino de -
este perfodo se filtra por gasa y se diluye con dos volimenes de a
gua destilada, se ajusta el pH a 3.6 con HCl 1:10, se adiciona pep
sina (de actividad 1:10 000) a tener una concentracién de la enzima
del 0.1%. La pepsina se.disuelve en agua antes de adicionarla.

El pH se ajusta a 3.2 con HCl 1:10, la temperatura de la mezcla se
ajusta de 20 a 23°C y se mantiene durante 1 h verificando que el -
pH esté constantemente a 3.2

El pH se ajusta a 4,2 con NaOH 1.0 N y se agregan cristales de ---
(NH4)2504 a tener una concentracién final del I4%. Se adiciona -
tolueno hasta una concentracién de 0.3% en relacidén al volumen orj
ginal del plasma antes de la dilucion, La temperatura de la mez-
cla se ajusta de 54 a 56.6 y se mantiene asi por 1| h. Se enfria
aproximadamente a 20 C. La mezcla se pasa a través de un filtro
prensa empacado con lona gruesa y el precipitado se desecha.

Se ajusta el pH del fiitrado a 6.8 con NaOH 1.0 N y se adiciona el
22% de sulfato de amonio, para tener asi una concentracidn final -
del 36%, se deja reposar la mezcla 2 h a temperatura ambiente y se
pasa a través de un flltro prensa, el precipitado se deja hasta el

dta siguiente y se le pasa aire durante | h para tenerlo lo mas se
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co posible. Se recoge el precipitado que se coloca en bolsas de -
didlisis y se dializa durante 24 h con agua corriente refrigerada,

se re(ine el material dializado y se adicicna fenol disuelto en eter
"hasta tenar una concentracidén final del>0.3% (o timerosal si el pro
ducto se va a liofilizar hasta tener una concentraci6n final del --
0.005%) y se pasa por un filtro esterilizante para eliminar las par
ticulas sblidas que pueda contener. El plasma purificado se sepa

ra en porciones de 500 ml y se dializa nuevamente durante 48 h has

ta que 'a reaccibn de identificacién de sulfates sea negativa.

Los dializados se refinen y se toman muestras para el control inter

medio.,
4.8 CONTROL AL PRODUCTO INTERMEDIO
4,1" Conservadores

Fenol (Apéndice li, 9.0) No hay Ilmite establecido
Timerosal (Apéndice 1, 13.0) en producto que se va a liofilizar,

no hay limite establecido.

/
=< 4,2 Pirégenos (Apéndice I, 7.0)

Si la prueba no es satisfactoria se puede intentar la eliminacidn
de los pirégencs por filtraci6n en material especial y se repite -
ta prueba, Si el resultado es satisfactorio se continGan las prug

bas de control,
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4.3

b

k.5

5.0

S81idos Totales (Apéndice }i, 2.0)
No m&s de 20%
Potencia en ULf (Apéndice I, 9.5)

Se preparan diluciones del suero purificado que se hacen reaccionar
con 10 ULF de toxoide o toxina tet&nicos (est&ndar) contenidos'en
un yolumen igual al del suero. Los tubos se incuban a 37.C y aquel
en gue ocurre primero la floculacidon indica el titulo de anticuer-

pos presentes en el suereo purificado.
Potencia en Ul {Apéndice 1, G.4)

Como la cantidad de Ul que se espera encontrar en el plasma purifi
cado es de mas de | 000, las diluciones que se prueban son: 1:8 000,
1:9 000, 1:10 000, 1:11 000, 1:12 000 etc. Estas diluciones se --

prueban contra | DL+,
ESTERILIZACION

Se ajusta la concentracién de fenol @ 0.5% (o de timerosal a.0.01%),
se adiciona NaCl a tener el 0.5% para que la solucidn sea isotQcha,

se ajusta el pH entre 7.2 a 7.4 con NaZCO al 16% y se repiten las -

3
prﬁebas de s6lidos totales y de contenido de conservadores, si son -

satisfactorias se esteriliza por filtracion.
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6.0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL
6.1 Esterilidad Bacteriana y Micbtica (Apéndice |, 6.1)
6.2 Prueba de inocuidad (Apéndice I, 8.0)
6.3 Prueba de Pirbgenos (Apéndice |, 7.0)
6.4 Prueba de Potencia (4.5)
6.5 Controles Quimicos
6.5.1 pH (Apéndice 11, 4.0)
De 7.2 a 7.k
6.5.2 Sb6lidos Totaltes (Apéndice 1, 2.0)
No més'de 20%
6.5.3 Protefnas Totales i {Apéndice 11, 11.3)
El limite debe ser de 50 mg por cada 300 Ul por lo menos y no ma-

yor de 200 mg/ml.
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6.5.4 Sulfatos (Apéndice t!, 12.0)
No més de 0.1% , "
6.5.5 Cloruro.de Sodio (Apéndice 11, B.0)
No mas de 0.5% de cloruro de sodio (0.3% de clorurocs).
6.5.6 Conservadores
Fenol (Algunos laboratocrios emplean cresol en concentracién de 0.3%
en lugar de fenol) (Apéndice il, 9.0). No m&s de 0.5%
Timerosal (Apéndice 11, 13.0). No més de 0.01% si el producto se
va a liofilizar.

6.5.7 |Inmunoelectroforesis (Apéndice |1, 6.0)

No deberén aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

otras protefna plasmaticas diferentes de la igG.
7.0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o en frascos dmpula segin la concentra--
cibn que tiene el lote y la presentacibn que se requiera, para ase
gurar su actividad durante el perfodo de vigencia debe adicionarse

un 20% de exceso a la presentacidn indicada.
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8.0

8.2

8.3

- 8.4

8.5

9.0

10.0

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

ldentidad (Apéndice 1, 9.5)

Huﬁedad Residual {(Apéndice 11, 1.0) (Producto liofilizado)

No mayor del 1%

Solubilidaden sudiéolvente(Apéndice il, 2.0) (Producto liofilizado)
Potencia (L4.5)

Debe corresponder a la indicada en el marbete.

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUC!DAD

El producto envasado liquido es estable durante 2 afios si se con-
serva entre 2 y 10°C.. Liofilizado se proionga su perfodo de acti
vidad a 5 afos si se conserva a menos de 10°C

ROTULADO

Ademds de los datos especificados en la Reglamentacidn Vigente pa-

ra Laboratorios Productores de Biolégicos, debe indicar lo siguien
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12.0

te: .

Antitoxina tetanica

Especie en 1a que se obtuvo (equina)

Concentracidn de antitoxina en Ul/frasco

Conservador y su concentracién

Concentracidon de cloruro de sodio

Volumen contenido en el envase (en producgo liofilizado, después -
de rehidratar).

Volumeny naturaleza del disolvente ({producto liofilizado)

Dosis recomendada

Via de administracién: Intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10°¢

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica-
cién de este producto, deberd practicarse la prueba para inves-
tigar hipersensibilidad a las protefnas equinas, asf como las -

instrucciones para la desensibilizacion,
PRESENTACION
Se dosifica en frascos ampula cuyo contenido total es:
Para pravencibn: 2 000 Ul y 5 000 Ul
Para tratamiento: 10 000 U! y 20 000 Ul

INDICACIONES, CONTRAINDiCACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

- 209 -



Indicaciones

Prevencibén del tétanos en personas que han sufrido un accidente po
tencialmente tetanfgeno y que se encuentran en cualquiera de los -
siguientes casos:

= Nunca han sido vacunados con el toxoide tetanico.

= Estan en proceso de vacunacidén y todavia no han completado el
esquema de inmunizacibén primaria,

- No han continuado con la aplicaciébn de los refuerzos cada 5 &
10 afos con toxoide teténico para mantener un titulo alto de -
antitoxina en su organismo.

La dosis preventiva varfa entre 2 000 y 5 000 Ul vy se debe aplicar

inmediatamente después del accidente.

La dosis terapeltica varTa segln el grado de intoxicacién que pre-

sente el paciente pudiendo ser de 50 000 Ul o mas. La via de ad-

minisﬁracién puede ser intramuscular, intravenosa, intrarraquidea

y por infiltraciones en la zona de la herida.

En todos los casos, antes de proceder a su aplicacién se debe rea-

lizar una prueba para verificar que el paciente no est8 hipersensi

bilizado a las protefnas equinas. Para realizar esta prueba el -
suero se diluye 1:10 y se inyectan 0.1 ml por via intradémica en -
la cara interna del antebrazo. Se espera 30 minutos y si durante
este tiempo aparece un eritema irregular en el sitio de la inyec-
cibn, se considera que el paclente es hipersensible por lo que de-
berd aplicarsele una antitoxina tet&nica obtenida en otra especie,

por ejemplo de origen humano. En caso de no disponer de este pro
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ducto se procederi a la desensibilizacidn inyectando 0.2 mi del --
suero dilufdo [1:10 aplicando al mismo tiempo un antihistaminico y
a los 20 minutos, aplicar una dosis mayor del suero diluido. Se
continGan incrementando las dosis cada 20 minutos, si el paciente
no presenta caida de la presidn arterial que es el primer sfntoma
de ta reaccién antfgeno-anticuerpo, hasta aplicar todo el volumen

indicado.

12.2 Contraindicaciones

Pacientes sensibilizados a las protefnas de origen equino. En este -

€aso se debe administrar la gamma globulina de origen humano.///

12,3 Efectos Secundarios

De los 8 a los 12 dlas después de la aplicacién del suero puede a-
parecer una reaccibn caracterizada por la presencia de placas urti
céricas, dolores en las articulaciones y febricula. Este cuadro
se conoce con el nombre de *Enfermedad del suero®* y se debe a una
reaccidn entre los anticuerpos que ha formado el paciente frente a
la protefna equina en esos 8 a 10 dias y el suero equino que toda-
vfa estad presente en su organismo, Esta reaccién cede con la apli
cacidén de antihistaminicos pero el paciente estd sensibilizado al
suero equino y en aplicaciones posteriores tendré& mayores complica

ciones,

= 21 -



PBLIOGRAFIA

v
Organizacién Mundial de la Salud, 1969, Serie de infromes téc-

nicos, 24> Informe, anexo 2, Ginebra, 54.

Humprey, J.H. y R.C. White, Inmunology for Students of Medicine,

1964, 2nd Ed, F.A, Davis Co., Philadelphia, 267.

Larralde, C., H. Barbosa, 0. Robinson, J.L. Molinari y R, del
Arco, Optimizacién de la produccién de antitoxina tetdnica e~
quina por medio del adyuvante compieto de Freund y de la fre-
cuencia de inmunizaciébn, 1974, Rev. Inv. Salud Péblica, 34 , -

México, 125,

e DI !



SUERO ANTIALACRAN POLIVALENTE

INTRODUCCION

En nuestro pafs hay varias especies de alacranes ponzofiosos princi
palmente de género Centruroides,

La accibn del veneno es esencialmente neurotébpica y depende de la
talla de la persona y de la cantidad de ponzofia inoculada por el a
lacrén, la picadura produce hiperestesia e intenso dolor Jocal, sen
sacién de hormigueoy adormecimiento de las reglones vecinas, des-
pués cosquilleo en la mucosa nasal, dificultad al deglutir y sensa
cibn de ''madeja de cabellos' en la garganta; nerviosismo, psialo-
rrea viscosa, hipersecrecion nasal, lacrimal y bronquial, asi como
sudoracién profusa, Mas ‘tarde sobrevienen vomitos frecuentes y -
meteorismo acentuado, disnea con sensacidn de asfixia por contrac-
cibn espasmdédica de los misculos broncofaringeos, dificultad en la
ventilacion pulmonar que ocasiona cianosis, convulsiones ténicas y
clénicas de los misculos voluntarios que producen contorsiones en
todo el cuerpo, Tlegando a la tetanizacidn; se presenta miccibn y
defecacidon involuntarias y ereccidén peneal, La cara refleja in-
tenso sufrimiento, se observa miosis o midriasis, movimiento fre-
cuente del globo ocular, fotofobia, alteraciébn del misculo de la -
acomodacién y ceguera temporal, La temperatura asciende a 40 y -
41°C, con pulso de 130, Inicialmente aumenta la presién arterial
para luego descender abajo de la normal; la muerte sobreviene por

paro respiratorio,
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2.0

3.0

DEFINICION

Serum anti scorpium (equinum) es una solucién de anticuerpos espe-

cificos purificados, obtenidos de! plasma de caballos inmu-
nizados con las ponzofias de distintas especies de alacranes del gé
nero Centruroides, Contiene un conservador y se presenta }iquido

o liofilizado,

PRODUCCION DEL SUERO

| nmunégeno

Se utiliza la ponzoda obtenida de ]os télsones de las especies de
alacranes mas frecuentes en nuestro pais, en la siguiente bropor-

cioéng

50% Centruroides suffussus suffussus Pocock (Durango)

30% Centruroides noxious Hoffman (Nayarit)

10% Centruroides limpidus limpidus Karsch (Guerrero)

10% Centruroides |impidus tecomanus (Colima)

Los télsones se pueden conservar en refrigeracidén después de haber
los secado, en recipientes herméticos,

Para la extraccion de la ponzofia se colocan los télsones en un ta-
miz 9 se lavan con abundante agua de la llave, después de dejan u-
nos minutos con solucidn de fenol al 5% y se lavan con agua desti-
lada estéril para eliminar los restos de fenol, Se pasan a un ho

mogenizador en proporcion de 60 glandulas por cada 0.25 ml de solu
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3.2

3.3

)

—r” #

“
k‘”

cién salina'y se tritura durante unos minutos. La suspensidn se

centrifuga a 3 000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se reco
lecta y el sedimento se suspende en el mismo volumen de solucibébn -
salina, se centrifuga y se decanta el sobrenadan?e; esta operaciodn
se realiza cuatro veces para extaer la mayor cantidad posible de

ponzoia, Finalmente los sobrenadantes se reunen y se adiciona un
volumen igual de glicerina y timerosal a tener la concentracién del

0.03%. ; \
50 ; Qo> Y

Lo % Igo. k9
Titulacién del Veneno (DlLgg) (Apéndice 1, 4,2) Voo = g

7 SO b S S £ B
De cada lote de ponzoha se hacen diluciones seriadas usando 1.25 como
factor de dilucién. Se inyectan0.5ml de cadadiluciénen la vena cau
dal de un lote de ratonés de 18 220 g de peso que se mantienen en obser
vacidén durante 24 h ,anotando el nimero de muertes y sobrevivientes,
con los datos obtenidos se calcula la DLgg por el método de Reed y

Muench,
Animales

Ver ANTITOXINA TETANICA (3,2)
Como la ponzofia puede estar contaminada con esporas de Clostridium
tetani los caballos que se emplean para la obtencidn del suero an-

tialacran deben estar vacunados con toxoide tetanico,

Esquema de 1nmunizacién



3535

Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar -
con la ponzoia en las tablas del cuello y el lomo , rasurando y a-
septizando la zona de inoculacidn, Al término del esquema se -
deja descansar a los animales durante 10 dias y se procede a -

tomar una muestra de sangre por puncidn de la yugular para deter

minar la cantidad de antitoxina presente en el suero de cada -

I3

animal
ESQUEMA BASICO DE INMHNIZACION Y COSECHA
No. de
indculo dfas dosis por caballo (ml) via
I ] 60 DL50 (5 ml) + 5 ml adyuvante intramuscular -
fraccionada
2 9 60 DLgg (5 m1) + 5 ml adyuvante Il s
3 16 4o DLgg (18 mi) alrrededor de -
las induraciones
formadas por las
primeras inocula
ciones, en 3 do-
sis de 6 ml cada
una a intervalos
de 2 h.
4 18 ko OLsg (18 m1) 1 o
5 20 Lo DL 0 (18 m1) A 2
30 Sangr?a de prueba
31 Sangrla de cosecha y plasmaféresis
32 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
33 Sangria de cosecha y plasmaféresis

El adyuvante empleado es el adyuvante completo de Freund en la pri

mera dosis y el incompleto en la segunda dosis.

Titulo de Anticuerpos (Prueba de Neutralizacién) (Apéndice 1,9.4)

Se hacen diluciones seriadas usando 1.25 como factor de diluciébn,de

los sueros obtenidos en la sangria de prueba, se mezclan estas dilu

ciones con la cantidad suficiente de ponzofia de Centruroides suffussus
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Se lleva a cabo como se describe en (3.3.1) y el titulo de anticuer
pos no debe ser inferior al poder de neutralizacién de 150 Dlgg por

dosis de 5 ml, ‘

_ R £0R , oy 4 Iy .
=; V‘Q &"" N0 ;},V\."\,N}j\.&ﬁf("f\ VQUJ(A(LV\SHG-P‘- \So _ULSO

4.5 Controles Quimicos
4,5,1 pH (Apéndice 1, 4,0)
De 7.2 a 7.4  En ?ﬂgpun,/-\ﬁ;-gu , Come €8 SRANEL
4L,5,2 Sblidos Totales (Apéndice ti, 2.0)
No mas del 20%
4,5.3 Contenido de Proteinas (Apéndice 11, 1?.3)
No mayor de 208 mg/ ml
4.5.4 Sulfatos (Apéndice i, 12,0)
No m&s del 0.1%
4,5,5 Concentracidn de Cloruro de Sodio (Apéndice |1, 8,0)

No més de 0,5%

Al



3.5

4,0

4.1

5.3

b

tP;f

3 5 60 DLgy (18 mi) Intramuscular fraccionada
L 7 60 DLgg (18 ml) Intramuscular fraccionada
17 Sangrfa de prueba
i8 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
19 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
20 Sangria de cosecha y plasmaféresis

Se deja descansar al caballo 20 dfas y se reinicia el esquema de -
mantenimiento,

Despuds de la aplicacidén de 5 6 6 esquemas de mantenimiento, se de
ja descansar a los animales durante 2 meses y se reinicia el esque
ma de mantenimienta,

Se continda durante varios afios, hasta que decrece el titulo de an
ticuerpos o0 el animal enferma por las sangrias constantes; es fre-

cuente que se presente degensracién amiloidea del higado,

Purificacidn y Concentracifn del Plasma

VER ANTITOXINA TETANICA ( 3.5)

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micdtica (Apéndice |, 6.1)

Inocuidad (Apéndice I, 8.0)

Pirbégenos (Apéndice |, 7.0)

Prueba de Potencia
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3.4

suffussus Pocock a tener un minimo de 3 DLSO en 0.5 ml de la nez-

cla. Estas mezclas se dejan lh a temperatura ambiente y se inyec
tan 0.5 ml en la vena caudal a ratones de 18 a 20 g de peso, se utji
fizan 10 ratones por dilucién, Se observan durante 24 h, El cal
culo de la cantidad de DL50 neutralizadas por el suero se efectla
por el método de Reed-Muench,

Al llegar al titulo médximo de anticuerpos; cuando | ml neutraliza

por lo menos 12 DLSO se procede a la sangria de cosecha,

Sangria de Cosecha

Se hacen tres sangrias, una diaria, en la primera se extraen de 6 a
8 litros, en la sequnda 4 litros y en la Gltima &4 litros. La san
gre se recoge en un recipiente estéril conteniendo anticoagulante
ACD o bien citrato de sodio, agitando continuamente 2l frasco para
evitar que la sangre se coagule, La puncidén se lleva a cabo en -
la yugular, Se deja sedimentar el paquete celular y en condicio~
nes de esterilidad se saca el plasma de los frascos que se reine -
con los plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fenol
al 0.5%. El paquete ceiular se regresa al animal (plasmaféresis).
Los caballos se dejan descansar durante 20 dias y se inicia el es-
quema dec mantenimiento,

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO Y COSECHA

No. de

inbculo dfas dosis por caballo Via
1 1 60 DLzg (18 ml) Intramuscular fraccionada
2 3 60 Dlgg {18 mi) Intramuscular fraccionada
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L.5.6

4.5.7

5.0

6.0

6.3

6.4

Conservadores
Fenol o creso} 0.5 y 0.3% respectivamente (Apéndice i1, 3.0)

Timerosal al 0.01% cuando el producto se va a liofilizar (Apéndice

1, 13.0)

Inmunce lectroforesis (Apéndice Il, 6.0)

No deberén aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

proteinas plasmaticas diferentes a las gamma globulinas.

ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o frascos ampula segin la concentracidn de
anticuerpos que tenga el lote.

Para asegurar la actividad durante el periodo de vigencia debe adi-~
cionarse un 20% de exceso de la presentacidn indicada,

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice 1, 6.1)

ldentidad (Apéndice I, 1.3.1)

Humedad Residual (Si es liofilizado) (Apéndice I, 1.0)

No més del 1%

Solubilidad en su Disolvente (Si es liofilizado) (Apéndice 11,3.0)
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7.0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto envasado liquido es estable durante 2 ahos si se con-
serva entre 2 y 10°c.
Liofilizado prolonga su periodo de actividad a 5 anos si se conser

va a menos de 10 C.

ROTULADO

Ademas de los datos especificados en la Reglamentacidon Vigente para

Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biologicas, debe indicar lo

siguiente:

Suero antialacran polivalente

Especies de que se obtuvo

Concentracidn de anticuerpos expresadas en DML para el cuy neutra
lizadas por el suero

Conservador y su concentracion

Concentracidn de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Naturaleza y volumen del disolvente (producto liofilizado)

Dosis recomendada

Via de administracion intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvase entre 2 y 10°¢C

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica-

cibn de este producto, deberd practicarse la prueba para inves

I



9.0

10.0

10.2

tigar hipersensibilidad a las proteinas equinas, asi como las

instrucciones para la desensibilizacién,

PRESENTAC! ON

Se dosifica en frascos ampula en volimenes de acuerdo con el titu-
lo de anticuerpos para qué equivalga al! poder de neutralizacion de
75 DLM para el cuyg . Este valor se obtiene multiplicando el nime-
ro de DLgg neutralizadas para el ratém por el factor 0,3638 (este

factor se determind experimentalmente) .

INDICACIONES, EFECTOS SECUNDARIOS Y PRECAUCIONES

Indicaciones

Para el tratamiento de la intoxicacidn producida por picadura de a
lacrén Centruroides, La dosis terapeiitica varia segin el grado -
de intoxicacibn que presente el paciente. En los nifios las dosis
deben ser mayores que en los adultos, ya que por su talla pequefia

la accidn de la ponzoila es mas enérgica.

Efectos Secundarios

De 8 a 12 dias después de la aplicacion del suero puede aparecer -
una reaccidén sérica caracterizada por la aparicion de placas urti-~

caricas, dolores en las articulacionesy febricula, este cuadro se
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conoce con el nombre de ''enfermedad del suero'', y se debe a una re
accion entre los anticuerpos que ha formado el paciente frante a -
la protefna equina en esos 8 a 10 dfas y el suero equino que toda-
via estd presente en el organismo, Esta reaccién cede con la a-
plicacidon de antihistaminicos pero el paciente estd sensibilizado
al suero equino y en aplicaciones posteriores tendrd mayores com-

plicaciones,

10,3 Precauciones
No es recomendable la administracion de analgésicos derivados del
opio asi como la ingestidon de bebidas alcoholicas, ya que se.ha =
comprobado que presentan una accidn sinérgica con la ponzoda. Es
conveniente rodear con hielo el miembro afectado con objeto de pro

vocar una vasoconstriccién que retarde la difusidn de la ponzofa.
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.0

SUERO ANTIVIPERINO

INTRODUCC | ON

En nuestro pafs las serpientes venenosas est&n ampliamente distri-
buidas en todo el territorio. Los géneros mds comunes son el Bo-
throps, Crotalus y Micrurus.

La serpiente del género Bothrops m&s comiin es Bothrops asper que se
localiza en la vertiente del Golfo de México desde el sur de Tamau
lipas hasta Quintana Roo y en Chiapas.

El veneno de las serpientes del género Bothrops produce una inten-
sa reacci6n local, tiene accibn necrdtica y anticoagulante.

En la zona de la mordedura se produce'un dolor intenso seguido de
la aparicién de edema que se extiende con rapidez, se presentan zo
nas de equimosis en toda la extremidad afectada. Varias horas --
después aparecen flictenas hemiticas due se rompen formando Glce-
ras, posteriormente se desarrollan extensas zonas de necrosis que
en ocaciones hace necesaria la faciotomia o aln la amputacidn.

Al entrar el veneno a la circulacibén, actla sobre el fibrinbgeno -
produciendo microcodgulos que impiden la formacién de codgulos ma-
yores, ésto ocasiona que los orificios dejados por los colmillos -
de la serpiente sangren profusamente, ademés por la accidén proteo-
litica del veneno se produce fibrinolisis y en casos severos ocu-
rren hemorragias en diferentes 6rganos e incluso en sistema nervio
so que llegan a ocasionar la muerte. El paciente presenta sudora

cibn intensa, nalseas, taquicardia y lipotimia, el hematocrito es-
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t4 bajo y el tiempo de coagulaciétn aumentado de acuerdo a la seve-
ridad de! envenenamiento.

Las serpientes del género Crotalus son conocidas como ''cascabel' -
debido a los anillos cbdrneos articulados que poseen en la cola y -
que emiten un sonido caracteristico al vibrar répidamente.

Estas serpientes son bastante agresivas y entre las mas comunes es
tdn: C, bassiliscus bassiliscus, C, atrox, €. scutulatus scutula-

tus, C. molosus, €, triseratus triseratus, G. durisus, C. ruber ru

ber, que se encuentran distribuidas en toda la Repliblica Mexicana.
Los principales efectos del veneno de las serpientes del género --
Crotalus son neurotéxicos y hemolTticos mientras que la reaccidén -
local es muy escasa.

En la zona de la mordedura es frecuente encontrar un ligero edema

poco doloroso acompafiado por enrojécimiento y calor, éstos desapa-
recen répidamente dejando una sensacidon de adormecimiento en la zo
na.

A nivel sistémico el veneno posee una poderosa accidn neurotdxica

debido a que altera un proceso enzimdtico a nivel de la placa ter-
minal provocando astenia répida y progresiva, posteriormente se --
presenta la paralisis flacida. Esta es mas notoria en los mascu-
los cervicales (cabeza cafda ), parpados, misculos oculares, len-

gua y en los misculos de las extremidades.

Se presenta hemblisis masiva con dafos y necrosis en los tlbulos -
que puede oroginar una insuficiencia renal aguda que es de apari-

cisn tardfa.

La muerte ocurre por paro respiratorio debido a la paralisis de los
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misculos intercostales,

DEFINICION

Antivenenum Crotalus bassiliscus bassiliscus, Bothrops asper (equi

num) , es una solucidn de anticuerpos especificos purificados,obte-
nidos del plasma de caballos inmunizados con el veneno de estas --
serpientes, Contiene timerosal al 0.01% como conservador cuando

se presenta liofilizado, o cresol al 0.3% cuando se presenta lfiqui

do.
PRODUCCION DEL SUEROQ
| nmunége no

Se utiliza el veneno de vfbéras de los géneros Crotalus y Bothrops
antes mencionadas mantenidas en cautiverio.

La cosecha del veneno se realiza cada mes, para ello se sujeta cul
dadosamente al animal por la cabeza y se le fuerza a morder una --
membrana delgada de pl&stico colocada sobre una copa de ensayo, asf
el veneno escurre dentro del recipiente.

E} producto recolectado se centrifuga, se liofiliza y puede conser
varse durante afos sin alteracién. Para su empleo se disuelve en
solucién salina isotbnica a tener 2 mg de veneno por &], se ad?cig
na timerosal a una concentracién final del 0.03% y 10% de gliceri-

na almacenandose en refrigeracibn.
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3.3

Titulacién del Veneno (Apéndice }, 4.2)

De cada lote de veneno se hacen diluciones seriadas en incrementos
de 1.25 y se inyectan 0.5 ml de cada dilucién a lotes de ratones -
de 18 a 22 g de peso por via intravenosa, se mantienen en observa-
cidén durante 24 h anotando el ndmero de muertes y sobrevivientes -
en cada dilucidén, con los datos as! obtenidos se calcula la DLgg -

por el método de Reed y Muench.

Animales

Ver: ANTITOXINA TETANICA (3,2)

Esquema de |nmunizacidn

Al término de la cuarentena los cabalios se comienzan a inyectar -

por via subcuténea en las tablas de cuello y lomo, rasurando y a-

septizando la zona de inoculacidn.

ESQUEMA BASICO DE INMUNIZACION Y COSECHA

No,de i- Voli,
néculo Dias Dosis por caballo (DLSO) Adyuvante final
1 1 50 (C.bassiliscus) + 2 ml Freund 20 ml
completo
2 8 0 (C.bassiliscus) + 2 ml Freund 20 ml
incompleto
3 15 Lo (C.bassiliscus) + Alginato de sodio 20 ml

al 2% (Vol,equiv.

al del veneno) y

9 ml CaCl, al 4%
n (R}

L 18 40 (C.bassiliscus) + 20 m]
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3.4

5 21 Lo (C.bassiliscus) + " al 20 ml
6 24 o (C.bassiliscus) + " L 20 ml
50 (B.asper)
8.5 m} de veneno poli-
valente (1)
7 27 4O (C,bassiliscus) + U5 " 20 ml
50 {B.asper)
©.5 ml de veneno potli-
valente (1)
34 Sangrfa de prueba

35 Sangrla de cosecha y plasmaféresis
36 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
37 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
(1) : El veneno polivalente es una mezcla de los venenos de distin

tos géneros y especies del pafls,

Sangria de Pruebas (Apéndice 1, 9.7)

Se obtienen muestras de sangre y una vez separado el suero se deter
mina el titulo de anticuerpos con la prueba de proteccidn al ratén
como se describe a continuacién:

Titulaci6bn del veneno C&lculo de la DL

50
Dil.del No,de Tot, Acumulados
veneno (p/v} ratones S M (3 M % muertes
1:9000 8 0 8 0 17 17 17/17= 100
1:13500 8 1 7 1 9 10 9/10= 90
1:20250 8 6 2 7 2 9 2/9 = 22
Célculos:

90 - 50 X log 1,5 = log del factor.del 50%
90 - 22
0,588 X 0.1761 = 0,1035

Log BPL5sg = Yog 13500 + 0, 1035
log Dlgg = L,2338
DL50 = 173132

La Digg del veneno esté contenida en la dilucidn 1:17132 que equi-

vale a : 1:17132 = 0,0000583 g/ml
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3.5

Como se administraron 0,5 ml:
0.0000583 X ¢,5 = 0.0000291 g

Titulacidn del suero (dlculo de la DE50

Dll,del No.de Tot.acumulados

suero ratones S M ) M % muertes
1:10 8 7 ! 11 1 12 1/12 = 8
1:20 8 4 L L 5 5 549 = 55
1:40 8 0 8 Q 13 i3 13/13 = 100

Se aplicaron 0,5 m! de una mezcla a partes iguales de cada dilucibn
con la ponzoda dilufda 1:1500 a cada ratén,

Célculos:

50 - § X log 2 = log del factor del 50%

55 - 8

0.8936 X 0,3010 = 0,2690

Log DEgg = log 10 + 0.2690

log DE5g = 1,2630

DEgo = 18,578

La DESO estd contenida en 0.25 ml del suero dilufdo 1:18,578 por -
lo que ! ml de suerc contiene 74.3 DESo s
Se considera la inmunizacién satisfactoria si cada ml del suero de

caballo es capaz de neutralizar 12 DLgy del venena,
Sangrfa de Cosecha

Se hacen tres sangrias, una diaria, en la primera se extraen de --
6 a8 litros, en la sequnda 4 litros y en la Gltima & litros, La
sangre se recoge en un recipiente estéril conteniendo anticoagulian
te ACD o bién citrato de sodio, agitando continuamente el frasco -~
paEa evitar que la sangre se coagule, La puncién se lleva a cabo

en la yugular, Se deja sedimentar el paquete celular y en condi-
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ciones de esterilidad se decanta el plasma de los frascos que se re
{ine con los plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fe
nol al 0,5%. El paquete celular se vuelve a inocular al animal -
(plasmaféresis) . Los caballos se dejan descansar durante 6 sema-
nas y se inicia el esquema de mantenimiento.

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO Y COSECHA

No.de i-
noculo

Vol,

Dias Dosis por caballo (DLSO) Adyuvante final

1 1 100

(C.bassiliscus) + Alginato de sodio 20 ml

500
0.5

(B.asper)
ml veneno poliva_

lente (1)

al 2% (Vol,equiv,

al del veneno) y

9 ml CaCi, al 4%
11 1

100 (C,bassiliscus) + 20 ml

500 (B, asper)
0.5 ml veneno poliva
fente (1)
200 (C.bassiliscus) + B bt 20 ml
500 (B,asper)
0,5 ml veneno poliva
tente (1)
250 (C,bassiliscus)
500 (B,asper)
0.5 ml veneno poliva
lente (1)
(C,bassiliscus)
(B,asper)
ml veneno poliva
lente (1)
18 Sangria de prueba
|19 Sangrfa de cosecha y plasmaféresis
20 Sangrfa de Cosecha y plasmaféresis
2] Sangrla de cosecha y plasmaféresis

£ -2 T X 20 ml

300
500
0.5

+ . L 20 ml

Se deja descansar al caballo durante 6 semanas y se reinicia el es
quema de mantenimiento,

Se continda durante varios afos, hasta que el tftulo de anticuerpos
decrece o el animal enferma por las sangrfas constantes, es frecuen

te la degeneracién amiloidea del higado,
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3-.6

4.0

4,2

“.3

bbb

b5

h,5.1

b.siz

4.5.3

Purificacién y Concentracién del

Ver: ANTITOXINA TETANICA (3.5)

CONTROL. AL PRODUCTO TERMINADO A GR

Esterilidad Bacteriana y Micbtica

Inocuidad (Apé&ndice 1, 8.0)

Pir6genos (Ap&ndice 1, 7.0)

Potencla (3.4

Controles Quimicos

pH (Ap&ndice 11, 4,0)

De 7.2 a 7.4

S6lidos Totales (Apéndice H, 2,0

No més del 20%

Protefnas Totales (Apéndice 11, 11,3
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5.4

L,5.5

4,5,6

4.5.7

5.0

No mas de 200 mg/ml

Sulfatos (Ap&ndice 11, 12,0)

NO masz del 0.1%

Elaryro de Sodio (Apéndice 11, 8,0)

No mas de 0,5%

Conservadores

Fenol o cresol no mas de 0,3% (Apéndice I1, 9,0 )

Timerosal no mds del §.01% cuando el producto se va a liofilizar,

(Ap&ndice 11, 13,0)

) nmunoe lectroforesis (Apéndice 11, 6,0)

No deberdn aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

otras protefnas plasmSticas diferentes de la lgG.

ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o frascos &mpula seglin la concentracién
de anticuerpos que tiene el lote,
Para aseqgurar se actividad durante el perfodo de vigencia debe adi
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6.0

6.2

6.3

6.4

7.0

8.0

cionarse un 20% de exceso de la presentac

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice

ldentidad (Apéndice 1, 1,3.1)

Humedad Residual (si el producto es llofilizac

No mayor del 1%

Solubilldad en su Bisolvente (Liofilizados) (Apé

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto debe conservarse entre 2 y 10°C.

La presentacién liquida es estable durante 2 ados,

este tiempo se prolonga a 5 afios,

ROTULADO

Ademis de los datos especificados en la Reglamentacidr
Laboratorios Productores de Sustancias Biolégicas debe
siguiente:

“Suero antiviperino (C,bassiliscus bassiliscus, B, asper)
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10,0

10,1

Especie en que se obtuvo (equina)

Concentracién de anticuerpos expresada en DLgy para el ratdn neutra
lizadas por ml de suero

Conservador y su concentraciébn

Concentracién de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Naturaleza y volumen del disolvente

Dosis recomendada

Vfas de administracién: Intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 vy 10°c

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica-
cibn del producto deberd practicarse la prueba para investigar
la hipersensibilidad a las proteinas equinas, asi como las ins

trucciones para la desensibilizacién,
PRESENTAC I ON

Se presenta en frascos &mpula, en volimenes de acuerdo con el titu
1o de anticuerpos para que equivalgan al poder de neutralizacién -

de 790 DL50 para el ratén de veneno de C.bassiliscus bassiliscus y

780 0Lgg para el ratdn de veneno de B,asper.,

INDICACIONES Y EFECTOS SECUNDAR(IOS

Indicaciones
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i0.

Para el tratamiento de la intoxicacibén produvcida por nordedura de -
serpientes de los géneros Crotalus y Bothrops. Inicialmente se re
comienda aplicar un frasco por infiltracibn Jocal y uno por via in-
tramuscular, posteriormente la dosis varia segin el grado de recupe
racibn que presente el paciente. Si la intoxicacidon es aguda, se

recomienda la administracibébn por venoclisis.
Efectos Secundarios

De 8 a 10 dias después de la aplicacidén del suero puede aparecer -
una reaccibn sérica caracterizade por la aparicibn de placas urti-
carias, dolores en l}as articulaciones y febricula, este cvadro se
le conoce con el nombre de '‘enfermedad del suero', y se debe a una
reaccion entre los anticuerpos que ha }ormado el pacientes frente

a las proteinas equinas, en esos 8 a 10 dias, y el suero equino --
que todavia estd presente en el organismo. Esta reaccién cede con
la administracién de antihistaminicos pero el paciente esti sensi- .
bilizado al suero equino y en aplicaciones posteriores terndra mayo

res complicaciones.
BIBLIOGRAFIA

~ Organizaciébn Mundial de la Salud, 1972, Series de Informes Téc-
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1.0

2.0

3.0

3.1

SUERC ANTIRRABICO

INTROBUCC I ON

Ver: VACUNA ANTIRRABICA (1.0)

DEFINICION

Serum antirrabicum (equinum) es una solucién de anticuerpos especi-

ficos purificados, obtenidos del plasma de caballos inmunizados con
virus rabico fijo inactivado y viable. Contiene un conservador y

se presenta liquido o liofilizado.
PRODUCCION DEL SUERO
| nmundgeno

Para la preparacidén del! inmunégeno se inoculan ratones de 10 a 14 g
por 'via intracerebral con la cepa CFW de virus rébico, los animales
se obsarvan diariamente y una vez que presenten signos de rabia se
sacrifican y se les extraen los cerebros. Estos se trituran con -
sofucidén salina isoténica adicionada del 2% de suero estéril de cabgv
llo ajusténdose la suspensidn al 28% p/v.

El 50% de esta suspensién se envasa en amolletas de | ml y se mantie
ne a -70°C. E1 50% restante se inactiva a 56°C durante 90 minutos, .
se diluye 1:4 en solucién salina amortiguada y se mantiene en refri
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3.3

geracibn hasta que se vaya a usar,

Titulo del Virus (Apéndice |, 4.2)

Del lote de virus sin inactivar se hacen diluciones seriadas en in-
crementos de 10 con solucidén amortiguadora de Sérentsen. Se inocu
tan 0.03 ml de cada dilucidon por via intracerebral a lotes de rato-
nes de 10 a 14 g utilizando un minimo de 10 animales por dilucidn.
Los ratones de mantienen en observacibdn durante 21 dias, las muer-
tes que ocurran en las primeras 72 h no se deben al virus sino al -
traumatismo de la inyeccibn, Se anota el nimero de muertes de ca-
da diluciébn y al final del periodo de observacibdn, los animales que
presenten parélisis también serén considerados como muertos.

Se calcula la DLgg por el método de Reed y Muench.

Animales

Ver: ANTITOXINA TETANICA (3.2)

Esquema de jnmunizacidén

Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar =--
con el virus en las tablas del cuello y el lomo, rasurando y asepti
zando la zona de inoculacibn, Al término del esquema se deja des-
cansar a los animales durante una semana y se procede a tomar,una -
muestra de sangre por puncidén de la yugular para determinar la canti

dad de anticuerpos presentes en el suero de cada animal.
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3ndnl

ESQUEMA BASICO DE INMUNIZACION Y COSECHA

No, de Adyuvante {Toxoide

inbculo Dias Dosis por caballo teténico adsorbido) Via
1 1 10 m} virus inactivado 50 ULf I ntramus ~

cular fracc.

2 3 10 ml virus inactivado 50 ULf 4 o
3 5 10 ml virus inactivado 50 UL% u "
L 8 20 ml virus inactivado 100 ULf " 1"
5 10 20 ml virus inactivado 100 ULf " "
6 12 20 m] virus inactivado 100 ULf " i
7 15 40 ml virus inactivado 200 ULF " !
8 17 40 ml virus inactivado 200 ULf I f
9 19 40 ml virus inactivado 200 ULF u "
10 26 Lo DLgy de virus CFW " :
11 33 80 DL5O de virus CFW 2 ol

40 Sangrfa de prueba
41  Cosecha y plasmaféresis
L2  Cosecha y plasmaféresis

43  Cosecha y plasmaféresis

Titulo del Suero (Prueba de Seroneutralizacién) (Apéndice 1|, 9.4)

Se preparan diluciones seriadas en incrementos de 10 de los sueros
obtenidos en la sangria de prueba, se mezcizn estas diluciones con
la cantidad suficiente de virus rabico al 20% p/v a tener -=---=----
300 DLgg / ml, se procede de igual manera con el suero de referen-

cia de la 0.M.S. que contiene 80 Ul/ml.
Estas mezclas se incuban por 1 h a 37°C y se inyectan 0.03 m! de ca
da dilucidén a lotes de ratones de 10 a 14 g por via intracerebral,
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Se inoculan ademas otros lotes de ratones con diluciones del virus
de prueba para el calculo de la DLSO'

Los animales se mantienen en observacibn durante 2! dias y se cal-

cula la DESO de los sueros y la DLEO del virus de prueba por el mé

todo de Reed y Muench.

La inmunizacibén es satisfactoria si se obtienen aproximadamente ---

200 Ul por ml de suero.
Sangrfa de Cosecha

Se hacen tres sangrias, una diaria, en la primera se extraen de 6 a

8 litros, en la segunda 4 litros y en la tercera & litros. La sap
gre se recoge en un recipiente estéril conteniendo anticoagulante -
ACD o bién citrato de sodio, agitando continuamente el frasco para
evitar que la sangre se coagule. La puncibn se lleva a cabo en la
yugular. Se deja sedimentar el paquete celular y en condiciones de
esterilidad se saca el plasma de los frascos que se reiline con los -

plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fenol al 0.5%.

El paquete celular de regresa al animal (plasmaféresis), Los caba

llos se dejan descansar durante 28 dfas y se inicia.el esquema de -

mantenimiento.

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO

No. de
inbculo dias Dosis por caballo Via
1 1 bo DLgg de virus CFW intramuscular fracc.
2 8 80 DLgg de virus CFw o i
15 Sangria de prueba
16 Cosecha y plasmaféresis
17 Cosecha y plasmaféresis
18 Cosecha y plasmaféresis
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3.5

4.0

i et

b4

4.5

Se dejan descansar los animales por 28 dias y se reinicia el esquema

de mantenimiento,

Se continba durante varios afos, hasta que decrece el titulo de antj

cuerpos o el animal enferma por las sangrias constantes; es frecuen

te que se presente degeneracibn amiloidea del higado.

Purificaciéon y Concentracidon del! Suero

Ver: ANTITOXINA TETANICA (3.5)

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

Esterilidad Bacteriana y Micética (Apéndice I, 6.1)

lnocuidad (Apéndice |, 8.0)

Pirégenos (Apéndice |, 7.0)

Potencia

Se lleva a cabo como se describe en (3.3.1)

Controles Quimicos
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k.5.1

b,5.2

L.5.3

L,5.4

4.5.5

L.5.6

L.5.7

pH -(Apéndice i1, 4.0)

De 7.2 a 7.4

S6lidos .Totales (Apéndice 11, 2.0)

No mas del 20%

Contenido de Proteinas (Apéndice (|, 11.3)
No mayor de 200 mg/ml

Sulfatos (Apéndice 11, 12.0)

No més del 0.1%

Cloruro de Sodio (Apéndice 11, 8.0)

No mas del 0.5%

Conservadores

Fenol o cresol 0.5 y 0.3% respectivamente {(Apéndice |1, 9.0)
Timerosal al 0.01% en producto liofilizado (Apéndice 11, 13.0)
I nmunoe lectroforesis (Apéndice 11, 6.0)



5.0

6.0

6.3

6.4

6.5

No deberén aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

proteinas palsméticas diferentes a las gamma globulinas,

ENVASADO

Se dosifica en frasco a8mpula segin la concentracién que tiene el lo

te para dar la presentacion de 1000 Ul por frasco. Para asegurar

su actividad durante el periodo de vigencia debe adicionarse un 20%

de exceso a la presentacibn indicada.

CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

Esterilidad Bacteriana y Micobtica (Apéndice 1, 6.1)

identidad (Apéndice 1, 9.5)

Potencia (4.4)

Debe corresponder a la indicada en el marbete.

Humedad Residual {Apéndice 11, 1.0) (Liofilizados)

No mayor del 1%

Solubilidad en su disolvente (Apéndice 11, 3,0) (Liofillzados)
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7.0

8.0

ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto envasado liquido es estable durante 2 afos si se conser
va entre 2 y 10°C, Liofilizado se prolonga el perfodo de activi-

dad a 5 afios si se conserva a menos de 10°C,
ROTULADO

Ademds de los datos especificados en la Reglamentacién Vigente para

Laboratorios Productores de Sustancias Bioldégicas, debe indicar lo

siguiente:

Suero Antirrabico

Especie en la que se obtuvo (Equina)

Concentracién de anticuerpos en Ul/ml

Conservador y su concentracibn

Concentracidon de ciorurode sodio

Volumen contenido en el envase (En producto liofilizado, después de
rehidratar)

Volumen y naturaleza del disolvente (Liofilizado)

Dosis recomendada

Via de administracidén : Intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10°¢C

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica-
cibn de este producto, deberd practicarse la prueba para inves
tigar hipersensibilidad a las proteinas equinas asi como las -

instrucciones para la desensibilizacién,
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9.0

10.0

10.2

10.3

PRESENTACION

Se dosifica en frascos ampula cuyo contenido total es : 1000 Ui

INDICACIONES, CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARLOS

Indicaciones

Para el tratamiento combinado con ia vacuna antirrabica en indivi-
duos que han sufrido el ataque de un animal rabioso, cuando las he-
ridas son extensas o estin localizadas en cabeza, tronco ¢ extremi-
dades superiores,

E] suero se administra a razén de 40 Ul por kg de peso por vfia intra

muscular y EN NINGUN CASO SUBSTITUYE A LA VACUNA,

Contraindicaciones

Pacientes sensibilizados a las proteinas de origen equino; en este
caso se administrari de ser posible el suero antirrdbico de origen

humano.

Efectos Secundarios

De los 8 a los 12 dfas después de la aplicacién del suero puede apa
recer una reaccidn caracterizada por la presencia de placas urticéa-

ricas, dolores en las articulaciones y febricula. Este cuadro se
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conoce con el nombre de ''enfermedad del suero'' y se debe a una re-
accibn entre los anticuerpos que ha formado el paciente frente a la
proteina equina en esos 8 a 10 dias y el suero gqeuino que todavia -
estd presente en su organismo, Esta reaccidén cede con la aplica-
cibn de-antihistaminicos pero el paciente queda sensibilizado al --

suero equino y en aplicaciones posteriores tendrd mayores complica-

ciones.
BI1BLIOGRAFIA

- Organizacibén Mundial de la Salud, 1969, Series de Informes Técni

cos , 21- informe, anexo 2, Ginebra, 5k.

- MWorld Health Organtzation, Laboratory Techniques in Rabies, Gine

bra, 1965, 128,

- Atanasiu, P. y Fuenzalida ,E, , El suero antirrébico, Salud PG-

blica de México, 16 , 1974, 465,

- Oropeza, R.M., G, Garcia-Perez y S, Calderén, Un método de prepa
racién de suero antirrdbico empleando toxoide tetdnico y gel de
aluminio como adyuvante, Rev. Inv, Salud Piblica (México), 32, -

1972, 195.

_21*.7_



1.2

Bl

APENDI CE

PRUEBAS BIOLOGICAS
| DENT I DAD
Se lleva a cabo en las cepas, asi como en producto terminado.
Caracteristicas Macroscépicas del Desarrollo Bacteriano
En la mayoria de las bacterias que se emplean 2n la fabricacién -
de vacunas, el aspecto de las colonias es caracteristico; ésto ha
ce posible una identificacién macroscopica de los cultivos, dese-
chéndose aquellos en que el desarrollo no es tipico.

MorfologTa Microscopica y Caracterfsticas Tintoreales

Consiste en realizar un frote que se tife segin las propiedades -

del microorganismo. La técnica m&s usada s la Gram, aunque tam

bién se usan otras como la de Ziehl-Neelsen para bacterias acido-

alcohol resistentes, Se observa al microscopio para comprobar --

morfologfa, tamafio y propiedades tintoreales.

Reacciones Antfgeno-Anticuerpo

| nmunoprecipitacidn
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Se emplea para verificar la especie de que proceden los sueros ip
munes., Se realiza por lo menos en un frasco o ampolleta del pro
ducto terminado ya etiquetado de cada lote. Se puede emplear la
técnica de precipitacidn en capilar o por doble difusidén en placa
de agar. En el primer caso en un capilar se mezcla la muestra -
con el suero antiespecie en volimenes iguales, se inserta el capi
lar en un bloque de plastilina y se deja 24k h a temperatura ambien
te, al cabo de este tiempo se observard la formacién de una colum
na de precipitado en la parte inferior del tubo. Para la doble
difusidn en placa se emplea una caja de Petri o de plastico dese-
chable en la que se vacfa gel de agarosa fundido, a manera de for
mar una capa de 3 mm de espesor. Cuando el agar solidifica se -
practican cortes circulares a una distancia de aproximadamente --
L om, Se retiran loscilindros de agar de los cortes y los pozos
as| obtenidos se llenan uno con el suero antiespecie y el otro con
la muestra problema. Se tapa la caja y se deja 24 h al cabo de
las cuales si el suero inmune y la especie de que procede el sue-
ro corresponden se formara una banda de inmunoprecipitado en-
tre los dos pozos, simulténeamente se corre una muestra de suero

control positivo.

1.3.2 Aglutinaciédn

Se emplea en vacunas bacterianas; por ejemplo, antisalmonella y -
anticélera, En las reacciones de aglutinacién al entrar en con-

tacto el antigeno con el anticuerpo se forman agregados observa-
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bles a simple vista. La técnica en placa consiste en mezclar u-
na gota de la suspensibn problema con una gota del suero especifi
co de alto titulo y se observa si hay aglutinacibn; las reaccio-
nes pueden realizarse también en tubos de ensaye, en ocasiones es

necesario incubar a 37°C para acelerar la razaccibn. La identifi

cacibn positiva presentard aglutinacibn.

Seroneutralizacién

Esta prueba se lleva a cabo en las vacunas virales por ejemplo en
la antirrdbica, antipoliomielftica, antisarampionosa, as! como en
los sueros antialacran, anticrotélico y antibotrépico. Se hace re
accionar el antigeno con el anticuerpo y para comprobar si se efec
tubé la neutralizacidn se inoculan animales o cultivos sensibles.
Por ejemplo en 1a prueba de identidad de virus rébico se mezcla -
una alfcuota de la suspensi6n del virus con suero normal y otra a
I fcuota con suero antirrdbico de alto titulo, las mezclas se dejan
reaccionar a 37 C durante 90 minutos y se inoculan 0.03 ml a rato
nes de 13 a 15 g, la identificacidn es positiva si en un periddo
de 21 dfas los ratones del primer lote mueren de rabia y los del

segundo sobreviven.

Reacciones de Fijacion del Complemento

Se emplea fundamentalmente en vacunas virales; se mezcla el antf-

geno con el anticuerpo conocido correspondiente y se adiciona com
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1.3.5

2.0

plemento, se incuba 30 minutos a 37°¢C y 18 h a 5°¢C enseguida se -
adicionan glébulos rojos de carnero y hemolisina anticarnero tam-
bi&n titulada.

Si no hay hemdlisis la identificacidn es positivé pues al reaccio
nar el amtigeno y el anticuerpo fijaron al complemento inhibiendo
la hemblisls, S} se presenta hembSlislis la identificacibn es ne-

gativa.
Hemagiutinacidn

Algunos virus tienen la capacidad de provocar la aglutinacidn de
eritrocitos de diferentes especies, ésto permite identificar tales
virus y ademés determinar la potencia de &stos.

Entre los que provocan>dicha reaccibn éstén:

Sarampibn que aglutina eritrocitos de mono Macacus rhessus

Rubeola que aglutina eritrocitos de aves

Influenza que aglutina eritrocitos de aves y humanos

Se mezcla un volumen de la suspensidn del virus con un volumen i-

gual de gldbulos rojos al 1%, la mezcla se incuba a temperatura -
ambiente por una hora. La prueba se considerard positiva si se

produce hemaglutinacibn apreciable a simple vista,
PUREZA

Esta prueba se realiza en varias fases de la fabricacidén de la va
cuna; en fas cepas, en producto intermedio y en producto terminado
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3.0

envasado, ya que su objetivo es verificar la ausencia de contami-
nantes.

Se realizan tinciones por el método apropiado seglin las caracte-
risticas del microorganismo, as! como siembras en medios pobres -
para el microorganismo constituyente de la vacuna o de preferencia
que inhiban su desarrollo pero no el de los contaminantes; por e-
jemplo, para la prueba de pureza durante la produccién del toxoi-
de tetédnico se hacen frotes del desarrollo y se tifen, deberin ob
servarse bacilos Gram positivos no esporuiados, ademas se siembran
muestras del desarrollo en medio de gelosa-sangre y soya-triptica
sa-agar que se incuban 7 dfas a 35°C en aerobiosis, con lo que se
inhibe el desarrollo de Cl. tetani y en medio de Sabouraud que se

incuba 7 dfas de 18 a 22°C.

Criterio de Aceptacién {(para el ejemplo)

En la tincién solo deber& observarse la morfologfa y caracterfsti
cas tintoreales de los microorganismos de la vacuna. En los cul

tivos, no deberd haber desarrollo.

PRUEBA DE INACTIVAC{ON

Es importante diferenciar las pruebas de esterilidad de las de i-
nactivacibn designadas también como pruebas de viabilidad.
En las pruebas de esterilidad se investigan virus, bacterias y -=

hongos viables que pudieran estar presentes en el producto como -
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3.2

resultado de una contaminacién ambiental o del! animal del que pro
ceden, estas pruebas se realizan en todos los productos biolégicos;
en tanto que las pruebas de viabilidad solo se llevan a cabo en va
cunas constituidas por microorganismos inactivados y tiene como -

fin verificar que el producto no centiene microorganismos vivos.

Pruebas de Inactivacién en Vacunas Bacterianas

Se realiza en las vacunas antisalmornella, anticblera y antipertu-
sis. Se toma una muestra del producto inmediatamente después --
del proceso de inactivacibén antes de la adicibn del conservador,

cuando ésto es posible. Se siembra en el mismo medio que se usé
para la produccibn, se incuban en las mismas condiciones y duran-
te el mismo periédo empleado para la obtencibn del desarrollo bac

teriano.

Criterio de Aceptacién

No se debe obtener evidencia de desarrollo bacteriano; en caso --
contrario se repite el proceso de inactivacibn, se vuelve a reali
zar la prueba de viabilidad y solo hasta que no se obtenga desa-
rrollo el resultado se considera satisfactorio.

Prueba de Inactivacibn en Vacunas Virales

Se lleva a cabo en las vacunas antirrabica, antipoliomielftica -~
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3.2.1

4.0

(tipo Salk) y anti-influenza.

Puede realizarse en dos formas dependiendo de la vacuna de que se
trate; inoculando embriones de pollo o animales susceptibles al -
virus con el m&ximo volumen que toleren de acuerdo;gon la via que
se emplea, o bien inoculando muestras represemtativas en cultivo

de células susceptibles.
Criterio de Aceptacibn

Si los animales o los embriones no muestran signos de la infeccifn
y mucho menos mueren y en los cultivos de células no se observa -
efecto citopitico, el producto se acepta. Si no es asf se repi-
te el proceso de inactivacién y se vuelve a realizar la prueba de

viabilidad hasta que el resultado sea satisfactorio.
PRUEBA DE TOXICLIDAD

Se reallza en exotoxinas bacterianas por ejemplo tetdnica, difté-
rica, botulinica, asf como en las ponzofias de alacrdn y de viboras.
La potencia de estas toxinas y ponzofias se expresa en Dosis Minima
Letal (DML); o en Dosis Letal 50% (DLgg) ; las pruebas de toxicidad
no indican el grado de antigenicidad que tiene la toxina pero com
prueba la existencia de ésta, También se expresan los resulta-
dos en Dosis Letal mas (DL+) que se define como la mifnima cantidad
de toxina que mezclada con una Ul o fraccién de antitoxina, toda-
vfa es capaz de causar la muerte de un animal determinado en un -
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tiempo establacido para cada caso. El calculo de la DL+ se des-

cribe 2n datalle 2n 9.3.
Dosis Minima Letal (DML)

Se dafine como la minima cantidad de toxina o ponzofa que inyecta
da por una vfa establecida causa la muerte de un anima) susczpti-
ble, d= un peso determinado, en un pz2riddo d= tismpo especificado.
Por ejemplo en el caso de la toxina tetanica la DML se obtiene i-
noculando diluciones cracientes de la toxina a lotes d= ratones -
de 18 a_?O g por vfa intraﬁuscular, se mantiens a los animales -
en obsarvacidén 72 h y sz le=n los rasultados.

La maxima dilucién an que murieron los animales inoculados se co-
rrige medi;nte el factor de tiempo transcurrido desde la inocula-
cibén hasta la muerte del animal y asi se -obtiene la cantidad de -

DML presentes en el problema.
Dosis Letal 50% (DLgg )

Se define como la minima cantidad de toxina o ponzofia que inyecta
da por una vfa establecida causa la muerte del 50% de un lote de
animales susceptibles, con un peso determinado y en un periddo de
tiempo especifico. Por ejemplo en el caso de la ponzona de ala
cran se inoculan ratones de 18 a 20 g por'vfa endovenosa, se man-
tienen los animales en observacién durante 2¢h y el nimero de muer

tes y sobrevivientes se usa para calcular la DLgg por el método -

=S



5.0

6.0

de Reed-Muench,
PRUEBA DE ATOXICIDAD

Se lleva a cabo en los toxoides diftérico y teténico. Esta prue
ba garantiza que la exotoxina bacteriana se ha transformado com-
pletamente a toxoide y se realiza en estos productos al término -
del peribddo de detoxificacién, Para realizarla se inoculan cu-
yes de 300 a 400 g que reciben 5 ml del toxoide por vfa subcuts-
nea y se tienen en observacibn durante 2! dias para el toxoide te

tdnico y 30 dfas para el toxoide diftérico.
Criterio de Aceptacibn

Duranie este peribdo los animales no deben mostrar signos de Intg
xicacién o muerte, en caso de que se presentaran, se prolonga el -
periddo de detoxificaciédn del producto y se repite la prueba sien
do satisfactoria Gnicamente en el caso que los animales no presen
ten signos de intoxicacién y mucho menos mueran, Al término de
la prueba se somete a los animales a necropsia y no deberdn pre-

sentar evidencia de la accibn de las toxinas.
ESTERILIDAD

Estrictamente esterilidad es ausencia total de microorganismos --

viables, pero cuando se trata de vacunas constituidas por virus o
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bacterias vivos, por ejemplo la vacuna BCG, se refiere a ausencia
de microorganismos viables extrafos a la vacuna. Las pruebas, se

gln el caso comprenden esterilidad bacteriana, micbtica o viral,

Esterilidad Bacteriana y Micbtica

Se realizan en todes los biolbdgicos tanto durante el proceso de fa

bricacién como en el producto terminado envasado.

Medios de Cultivo

La eleccidbn del medio de cultivo para estas pruebas es importante,
éste debe permitir el desarrollo 4ptimo de los microorgani;mos que
puedan estar presentes por contaminacién ambiental durante el pro-
ceso de manufactura. Las propiedades nutritivas se comprobarén -
empleando en cada prueba testigos positivos: Se siembran un minj
mo de cuatro tubos con el medio utilizado para la prueba, emplean-
do el mismo volumen del biolégico en estudio y dos de ellos se siem
bran adem&s con 0.1 ml de una suspensifn de un cultivo de 20 h de
S, aureus conteniendo 1 000 microorganismos/ml y los dos tubos res
tantes se siembran con 0.1 ml de una suspensidén de B, subtillis o de
Cl, sporogenes, conteniendo 1 000 esporas viables/ml, Los cuatro
tubos se incuban de 30 a 32°C siete dfas como mInimo.

Por lo menos dos tubos con el medio utilizado para la prueba de es
terilidad mic6tica se siembran con el mismo volumen del biolégico

en estudio y 0.1 ml de una suspensidén de un cultivo de 20 h de ---
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Candida albicans y se incuban de 20 a 25°C por dos dfas, Todos -

los tubos testigo deberfn mostrar desarrollc micirobiano.

Para bacterias en general el &ptlmo es el medlo flufdo con tiogli-
colato de scdio (USP) que permlte el desarrollo de aeroblos, micrg
aeréfilos y anaeroblos. Para bacterias y hongos es adecuado el -
medlo tripticasa-soya-agar y para hongos y levaduras el medio 6pti
mo es el de Sabouraud 1fquldo (USP), también se usa el medio de ex

tracto de malta y el de agar-extracto de malra,

Muestras

El criterloc sobre el muestreo es muy varlable pero se recomienda -
para producto terminado envasado, tomar el equivalente a la rafz -
cuadrada del total de unidades del lote, pero nunca menos de 5 mues
tras, Para producto intermedlio o terminado a granel se tomarén -
5 ml de uno o varios reclpientes, En todos los casos la propor-
cién Inbculo/medio de cultivo serd 1/25 asl! la cantidad de medio -
ser8 sufliclente para que la muestra no lo diluya alterando sus pro
piedades nutritivas, cuando el producto_contenga bacteriostéticos,
el volumen del medio deber& ser suficiente para diluir al conserva
dor y evitar asi su Interferencia, por ejemplo, cuando la muestra
contenga timerosal al 0.01% se usarin 36 ml del medio/ml de mues-
tra, Se pueden afadir agentes que inactiven el bacteriostético,
siempre que no influyan en el desarrollo de contaminantes; el fenol
en }as concentraciones utlllzadas no interfiere con el desarrollo

en los medlos con tioglicolato de sodio y el de Sabouraud lfquido

-258_



El timerosal tampoco interfiere cuando se emplea el medio con tio-
glicolato pero inhibe el crecimiento de C, albicans en medio de Sa

bouraud,

Temperaturas de Incubacibn

Para bacterias se recomiendan d¢os temperaturas distintas que seré&n
de 15 a 22°C y de 35 a 37°C. Cuando ésto no sea posible se incu-
barsn de 30 a 32°C.

Para hongos y levaduras, la temperatura serd de 18 2 993G, El ==
tiempo de incubacibn y observacién minimo es de 7 dlas.

Cuando hay agentes bacteriostdticos se prolonga la incubacién has-

ta 14 dfas y para hongos serd de 14 a 21 dfas,

Criterio de Aceptacibn

Si no se presenta desarrollo de contaminantes el producto se acep--
ta; si hay desarrollo en tres o mé&s tubos se rechaza; si son menos
de tres se repite la prueba con igual nimero de muestras, si en es
ta segunda prueba no hay desarrollo, se acepta, si hay desarrollo
en un tubo y es diferente al de la primera siembra, se har§ una --
tercera prueba en la que no debe haber desarrollo en ningin tubo,
si se presenta desarrollo aunque sea en uno solo, se rechazard el
producto.

El dGnico bloibgico en que se permiten contaminantes es la vacuna =



6.2

6.2.1

6.2.2

antivaridlica obtenida en la dermis de animales vivos, pero el nG-
mero mdximo de contaminantes serd de 500 microorganismos/ml y se -

comprobard la ausencia de patdgenos,
Esterilldad Viral

Se realiza en todas las vacunas constituidas por microorganismos -
vivos atenuados que se obtienen en cultivos tisulares, tanto en los
cultivos de tejidc y de embridn de pollo, como durante el proceso

de produccibn y en producto terminado a granel.
Fuentes de Contaminacién

Los virus contaminantes pueden provenir de los animales, de los &8r
ganos que se emplean para la preparacidén de los cultivos tisulares

o bien de los embriones de pollo.
Prueba de Esterilidad Viral en los Cultivos Tisulares

Para esta prueba se deja sin inocular con el virus, un nimero de -
frascos con cultivo tisular que se incuba en las mismas condiciones
que los inoculados y mientras estos Gltimos se procesan o mantienen
congelados, los de control se observan para buscar dafo celular prg
vocado por virus contaminantes (efecto citop&tico). También se =
toman alfcuotas de los medios de crecimiento y mantenimiento que -

se siembran en cultivos tisulares o se inoculan en animales sensi-
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6.2.3

6.2.4

bles @ los posibles virus contaminantes. Para la investigaci6n -
de virus que producen hemadsorcidn, se adicionan a la monocapa ce~
lular eritrocitos proveniemtes de una especie susceptible, Cuan~
do se emplean embriones se deberd certificar su procedencia y ade~
més se hardn pruebas para detectar el virus de la leucosis aviaria
usando el método de Rubin, Cuando las célutas provienen de riibn
de mono, se deberé& investigar cualquier contaminacién con virus B

o SVyo .

Prueba de Seroneutralizacidn

Se realiza en las suspensiones virales, Se toman alfcuotas y se
neutralizan con el suero espectfico para el virus contenido en la
vacuna, se siembra en el mismo tipo de células utilizado para la -
produccién, o se inoculan embriones de pollo; también se pueden sem
brar alfcuotas de 1a suspensidn del virus sin neutralizar en medios
resistentes a ste pero no a 10s contaminantes. Cuando se prueban
mezclas, se recomienda hacer la investigacin en cada suspensibn ip

dividual y posteriormente la mezcla,

Criterio de Aceptacibn

En virus semilla y producto terminado no se acepta ninguna contami
nacidn; en producto intermedio se puede emplear ultracentrifugacibn
con gradientes de desidad de cioruro de cesio, para purificar la -

suspensibn, En vacunas contaminadas con virus SVAO, se procede a
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7.0

la fotoinactivacién. En las pruebas realizadas a los cultivos de
tejidos, si se aprecla contaminacién en los frascos de control, se

desechard el lote del producto que se mantiene congelado.

P1ROGENOS

Los pirégenos son producto de naturaleza |ipopolisacdrido resultan
tes del metabolismo Bacteriano, que al ser introducido al organismo
por vifa parenteral provocan incremento de la temperatura, Esta -
prueba se realiza en sueros y duluyentes de productos liofilizados.
Se emplean conejos adultos de 1.5 Kg o m&s, que se mantienen una -
semana a dieta normal y se toma la temperatura rectal durante tres
dlas antes de la prueba, si entre una y otra lectura hay varijacio-
nes de mas de 1°C o si la temperatura es superior a 39.87C, los a-
nimales se desechan. A cuatro conejos se les retira el allmento
6 h antes de la prueba y solo se les deja agua, una hora antes se
inmovilizan y 30 minutos después de Inmovllizados se les toma la -
temperatura rectal, en el momento de la prueba a tres se les inyeg
ta; 10 mi/Kg si es solucién salina o agua inyectable o 2 ml/Kg si
es suero, en la vena marginatl de la oreja, todo el material que se
usa debe estar libre de pirfgenos para lo que se somete a 250°¢C por
30 minutos; el cuarto conejo se emplea como control, Se leen las
temperaturas cada 60 minutos durante tres horas. En el caso de -
los sueros no se debsn utllizar los mismos animales dos veces por-
que pueden alergizarse y esto ocasionar un aumento de la tempera-

tura.
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8.0

Criterio de Aceptacién

El incremento méximo para cada conejo no serd mayor de 0.6°C y la
suma de Jos Incrementos m&ximos en los tres conejos no exederd a -
1.47C; si no es asf, se repite la prueba en 5 conejos, la suma de
los incrementos m&ximos en los 8 conejos no exeder& de 3.7°C si no
es asT se considera pirogénico el producto y se rechaza, o en el -
casc de los sueraos se procede a la filtracién para la eliminacién
de los pirbgenos, se replte la prueba y si el resultado es satis-

factorio el producto se acepta,

PRUEBA Dt INOCU!DAD

Se lleva a cabo en todas las vacunas 9 sueros y eomprueba la ausen
cla de toxicidad en los diferentes componentes del producto, Pa-
ra la prueba se emplean ratones de 18 a 20 g y cuyes de 350 g, se -
administran 0.5 y 5 m! respectivamente, por vla intraperitoneal y

se observan de 7 a 15 dfas.

Criterio de Aceptacién

Durantie este periddo, los animales no mostrarin signos de intoxica
cibn ni habrd muertos, si algune muriera se har& la necropsia pa-

ra determinar la causa y se repite la praueba. 5i no muere ningin -

animal se acepta el producto, si alguno muere se rechaza.
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9.0 PRUEBAS DE POTENCIA

9.1

Las pruebas de potencia pueden dividirse en varias categorfas:
- Cuenta indirecta de bacterias o de particulas infecciosas via
bles ( 9.1)
- Dosis infectiva para cultivo de tejidos ai 50% (DlCT50)( 9.2 )
- Capacidad de hemaglutinacién ( 9.3 )
-~ Poder de neutralizaciébn ( 9.4 )
-~ LImite de flaculacién ( 9.5 )
- Cuantificacibn de anticuerpos en animales inmunizados ( 9.6 )

- Pruebs de proteccién al ratén ( 9.7 )

Cuenta Indirecta de Bacterias o de Particulas Infecciosas Viables
Estas pruebas no miden la‘antigenicidad del producto, sino como el
nombre lo indica, la cantidad de microorganismos viables presentes
en &1, Existen en cada caso lTmites de aceptacidn que garantizan
aue al aplicar el biolbgico, se va a producir la multiplicacién de
los microorganismos que contiene la vacuna provocando asf una res-

puesta inmunolégica adecuada.
Vacunas Constituidas por Bacterias Vivas

Cuenta indirecta en placa
La Gnica de empleo actual es la antituberculosa (BCG); para deter-

minar el nimero de microorganismos viables, se prepara una suspen-
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sién con agua estéril gue contenga 0.5 mg de microorganismos/ml; se
siembra 0,] m! de esta suspensibn en medio sélido de Sauton, se in
cuba 4 semanas a 37°C y se cuenta el nimero de colonias que deberd

estar dentro de los limites especificados,

Este tipo de cuentas bacterianas tienen un factor de error debido

a que una colonia no necesariamente tuvo como origen una bacteria -
aislada sino, especialmente en el caso de Mycobacterium, un acdmu-

lo de microorganimos puede dar origen a una colonia,

Determinacidén del consumo de oxfgeno

Es preferible en el caso de BCG emplear el método de consumo de o-
x$geno, utllfzando para ello el respirémetro de Warburg, En esta
prueba sé mide el metabolismo bacteriano por las reacciones de 8xi
do-reduccidén y los gases que se absorben o liberan, E1 aparato -
consta de un mandmetro graduado en microlitros, un matraz de incu-
bacién v un bafio de agua a temperatura controlada.

Antes de la prueba, se equilibra el manSmetro en ambas ramas, se mar
ca la altura a que llega, se coloca una porcidn del cultivo en el -
matraz y se incuba en el bako por un tiempo adecuado; se ajusta lue
go el manbmetro hasta que una de las ramas quede a la misma altura

inicial; en la otra rama se lee el volumen de gas liberado o absor

bido por el cultivo, éste se relaciona al contenido teérico de mi-

croorganismos por medio de unas tablas obtenidas experimentalmente,

( Ver esquema | )

Cuenta de Partfculas Infecciosas Viables en Yacunas Constitufdas -

por Virus Vivos Atenuados
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9.1.2.1

9.1.2.2

Unidades Formadoras de Placas (UFP)

Esta prueba se realiza en vacuna antivariblica y en la investiga=~

cibn del factor de resistencia a la infecci6n en la vacuna antisa-
rampionosa, Para esta prueba se preparan cajas de Roux con culti
vos en monocapas de células susceptibles, Estos cultivos se ino~
culan con diluclones seriadas de la suspensibn viral en estudio, =
se estratifica sobre las células una capa de agar adicionado de un
colorante vital (rojo meutro), se incuba y en las zonas donde hubo
destruccién celular por las partlculas virales, se apreclan halos

decolorados (placas).

Bajo condiciones controladas, cada partfcula infecciosa, dard lu-

gar a una placa. Se cuenta el nimero de placas y se multiplica -

por la dilucién para calcular las UFP/ml de suspensidn viral,
Unidades Pustulizantes (UP)

Se realiza unicamente en la vacuna antivaridlica. Para la prueba
se Inoculan diluciones de la vacuna problema y de ana vacuna de rg
ferencia en la membrana corioalantoidea de embriones de pollo o en
la dermls de un conejo. Después de un tiempo de Incubacién ade-

cuado se cuenta el ndmero de plstulas formadas en la membrana co-

rioalantoidea del embrién o en la dermis del conejo; se multiplica
el resultado de la vacuna de referencia con el del problema para -

calcular la potencla de éste Gltimo.
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9.2 Dosis Infectiva para Cultivos de Tejidos al 50% (DI1CTgg)

9.3

Se realiza en las siguientes vacunas virales; antipoliomielltica,

antisarampionosa y antirrubeola.

Es la cantidad de partfculas vieales que produce efectos citopdti-
cos en el 50% de un lote de tubos con cultivos de células suscepti
bles. Para esta prueba se ihoculan diluciones de la vacuna a un

minimo de 5 tubos con cultivos de cé&lulas por dilucibn, se incuban
y se observa el efecto citopatico, para determinar la dilucidn en

que la mitad de los cultivos presentan dafios (DICTSO), real izando

el clculo de ésta por el método de Reed-Muench.

Capacidad de Hemaglutinacién

Se realiza en la vacuna anti-influenza para determinar el tftulo -
del virus por su capacidad de aglutinar a los glébulos rojos de pg
Ilo, se lleva a cabo paralelamente con una suspensidn de virus de
referencia y los resultados se expresan en unidades de aglutinacién
(CCA) (Chicken Cell Aglutination).

Se preparan diluciones seriadas de las suspensiones virales en in-
crementos de dos y a 0.3 ml de cada dilucibén, se les agrega un volu
men igual de glébulos rojos de pollo, lavados y ajustados al 1%,
las mezclas se incuban a temperatura ambiente por 1 h y la méxima
dilucién que produce alutinacién positiva se considera el tftulo -
del virus, Este valor se relaciona con el factor de dilucién y -

el volumen empleado y asi se calculan las unidades CCA presentes.
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9.4

9.5

Poder de Neutralizacibn .

Se utiliza para determinar la potencia de los sueros antiponzofosos
y de las antitoxinas tetdnica y diftérica, se realiza la misma téc
nica que se describe en 9.6 para la cuantificaci6n de estas anti-
toxinas en el suero de los cuyes inmunizados con los toxoides, solo
que las diluciones de las muestras serin mayores porque los tftulos
presentes en el producto purificado y concentrado tanto de origen
equino como humano son mucho més e}ev;dos.

En los sueros antiponzofiosos se preparan diluciones seriadas del -
suero crudo o bien del producto terminado a granel que se mezclan
con la ponzofia respectiva titulada en DLgg. Las mezclas se dejan
| h a temperatura ambiente para que se lleve a cabo la neutraliza-
cibn y se Inyectan ratones de 18 a 20 g por vfa intravenosa, que -
se mantienen en observacifn durante 2 h, del némero de muertes y =
sobrevivientes se calcula la Dosis Efectiva Media (DESO) por el mé
todo de Reed-Muench que se relaciona con el nimero de DlLgg contenl
das en la ponzoda para determinar el poder de neutralizacibn del -

suero sin diluir,
LTmite de Floculacién

Se realiza para determinar la cantidad de antitoxinas diftérica o
tet8nica en plasma crudo, empleando un toxoide cuyo valor en Lf se
conoce, o bien con antitoxinas valoradas se determinan las unidades

floculantes en toxinas y toxoides en las distintas fases del proce
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9.6

so de produccibén, Por ejemplo, en el caso de! toxoide diftérico
se prueban diluciones seriadas de éste frente a un volumen constan
te de antitoxina diftérica que contenga 50 Lf/ml, La mezcla se -
incuba a 37°C y en el tubo donde se equivalen el antfgeno y el an-
ticuerpo la reaccibén ocurre en primer término. Multiplicando 50
por el factor de dilucién del toxoide se tendrd el nimero de unida

des Lf contenidas en el producto.

Cuantificacidn de Anticuerpos en Animales Inmunizados

Se realiza en los toxoides teténico y diftérico; se lnoculan cuyes
de 500 g éon media dosis totat humana del toxoide, seis semanas des
pués, se sangran haciendose una mezcla de allcuotas de los sueros

y en ésta se determinan las Ul/ml del suero.

La prueba se hace en base de la DL+, que se define, para la toxina
teténica como''la mfnima cantidad de toxina que mezclada con 0.1 Ut
de antitoxina patrén, produce ta muerte de un ratén de I8 a 20 g -
en 72 h't,

Se preparan diluciones seriadas del suero que se mezclan con una -
DL+, La mezcla se deja reposar 60 minutos a temperatura ambiente,
al abrigo de la luz y se inoculan ratones de 18 a 22 g, Los ani-
males se tienen en observacién durante 72 h registrando las muertes
que ocurran, La ma&xima dilucién en la que mueran los ratones en
72 h contendrd 0.1 Ul de antitoxina, multiplicando este valor por

el factor de dilucibn, se obtendrin las Ul contenidas en | ml de -

la mezcla de los sueros de los cuyes inmunizados; para que la prue
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9.7

ba sea satisfactoria este valor serd por lo menos de 2Ul/ml.

BL+ patrén

i \\\\\\ \\\\ e
o \\\\\\\ ks
-9 \\\\\\\ Frege

dil. \\\\ El ratén
1:80 \\\

N
dil. N E1 ratén
1:160

sobrevive las

presenta sin

intoxicacién

muere en 72 h

muere en 24 h

muere en 12 h

E) cadleculo final para saber las Ul de antitoxina en el suero del -

cuye seré:

La ditucién 1:40 equivale a 0.025 ml del suero original

0.8 W eraovnssossnnees 0,025 mil
X kek B b e abare ks (v ds o> havls L HalD) ml

= 4.0 Ul/ml

Como el 1imite permitido son 2 Ul/ml y este suero tiene 4 Ul/ml el

producto se acepta.

Prueba de Proteccién al Ratdén

Esta prueba se realiza en vacuna antirr8bica, antipertusis, anticé
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lera y antisalmonella, Consiste .en inmunizar. los animales con di
luciones de la vacuna, dejarios el tiempo adecuado para obtener u-
na respuesta inmunolégica adecuada e inyectarles el microorganismo
vivo v virulento, se someten a observacién durante un periddo tam-
bién establecido y de los resultados de muertes y sobrevivientes -
se calcula 1a Dosis Efectiva Media (DESO) usando el método de Reed
Muench u otro método estadlstico apropiado. Simultaneamente se -
realiza la prueba con una vacuna de referencia para establecer la
relacién de potencia entre &sta y la o las vacunas en estudio,

Un ejemplo de esta prueba es la determinacidén de la potencia en va

cuna antirrdbica por el método N.I.H,

Anlmales de prueba: Ratones blancos del mismo sexo de 11 a 15 g.

Suspensidn de prueba: E]l N.!,H. distribuye una suspensién del vi
rus rébico liofilizado, Esta ampolleta se rehidrata y se dily
ye al 5% p/v en agua con 2% de suero de bovino y se inyectan ra
tones de 11 a 15 g con 0.03 m! por vfa intracerebral, cuando se
presenta pardlisis o muerte, se les extrae el cerebro y se prepa
ra una suspensién al 20% p/v en agua con 2% de suero de bovino
que se conserva repartida en alfcuotas a -70'C.

Inmunizacién de los animales: Se preparan tres o m&s dlluciones
en incrementos de 5 con solucién de S8rentsen de la vacuna de -
referencia y la vacuna en estudio, Se inoculan 0.5 ml por vfa
intraperitoneal utilizando 20 animales por dilucién, a los 7 df
as de Iniciada ia inmunizacién se aplica una segunda dosis, Ade

més' se deja sin inocular un lote testigo de por lo menos 40 ani
males que se mantienen en las mismas condiciones que los inmuni
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zados,

Dosis de prueba: La dosis de prueba se aplica a los 14 dlas de i
niciada la inmunizacién; se centrifuga la suspensiéon del virus
de prueba a 1000 G por 15 minutos y el sobrenadante se diluye
1:5 (Concentracién final IO'Z). A partir de ésta se preparan di

8

luciones de 10-3 hasta 10 °. De la dilucion IO.5 se inyectan --
0.03 ml por via intracerebral acadauno de los ratones inmuniza-
dos tanto con lavacunaen estudiocomocon la de referenciz y 10
ratones del lote testigo. A las 72 hse ajustan los lotes de anima
les inmunizados a 16 por dilucién, desechando incluso los que hayan
muertoeneste periodo ya que su muerte se debe al traumatismo de
-6 -8

la inyeccién, De las diluciones 1072, 107°, 1077 y 107° se i-

noculan 10 ratones con cada una; de los resultados obtenidos en
estos animales se calcu]a la Dosis t;tal Media (DLSO) de la ce-
pa de prueba, -
Se observan los animales durante 14 dlas mas anotando las muer-
tes por rabia, Al término de este periddo se consideran como -
muertos los animales que presenten par8lisis o convulsiones,
Con estcs datos se calcula el valor antigénico de las vacunas usan
do el método de Reed-Muench. El lote testigo inoculado con la di
lucibn 10—5 (dosis de prueba) deberd mostrar un minimo del 80% de
mortalidad.
METODO DE REED-MUENCH
La Dosis Efectiva Media (DESO) se define para la vacuns antirrabi-
ca como la minima cantidad de tejido cerebral que protege al 50% de

los ratones y deja sin proteccidén al otro 50%. Para calcular los
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totales acumulados en el método de Reed-Muench se considera que tos
animales protegidos por una dosis menor de vacuna lo estarfan tam-
bien por una dosis mayor, y los que murieron a pesar de recibir u-
na dosis mayor de vacuna también hubieran muerto de recibir una me
nor,

C8lculo de la DESO

Vacuna de Referencia

Vac,T.C. mg de # de ra S M TOTALES ACUMULADOS % muer
al 1% T.C. tones S M tes

1:5 2.0 16 10 (3 19 6 25  6/25=24
1:25 0.4 16 8 8 9 14 23 14/23=6}
1:125 0.08 16 1 15 1 29 30 29/30=96

% de mortal idad
Log del fac = _superior al 50% - 50 X Log del fac-
tor del 50% % de mortalidad = % de mortalidad tor de dil,
superior al 50% inferior al 50%

DEgy = antilog del factor X cantidad de tejido cerebral en que
del 50% ¥ muribé mas del 50%

Célculos:

61 - 50 X log 5 =0.2973 X 0.699 = 0.208
61 - 24

Antilogaritmo 0.208 = 1.61

1.61 X 0.4 = 0.644 mg = DEgg

Vacuna en Estudio

Vac.T.C. mg de # de ra S M TOTALES ACUMULADOS % muer
al 1% T.C: tones S M tes
IE8S) 2.0 16 13 3 27 3 30 3/30=10
1:25 0.4 16 10 [ 14 9 .123 9/23=39
1:125 0.08 16 4 12 4 21 25 21/25=84
Cslculos:

gﬁ =56 X log 5 =0.755 X 0.699 = 0.527
=39
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antilog 0,5277 = 3,37
3.37 X 0,08 = 0.2696 mg = DEgy

El valor antigénico de la vacuna estd dado por el cociente entre =
la vacuna de referencia y la vacuna en estudio:

= 2,38
0.2696

Lo que indica que la vacuna en estudio es 2,38 veces m&s potente -
que la de referencia, como el 1fmite de aceptacidn es de 0,8 veces
fa vacuna se acepta,

Cilculo de la Blgg

Para calcular los totales acumulados, se considera que los anima=-
les que murieron a mayores diluciones del virus también hubieran

muerto con las diluciones menores,

dil, del # de ra- S M TOTALES ACUMULADOS % muertes
virus tones S M

-5
|0_6 10 0 10 0 17 17 17/17=100
10_7 10 6 b4 6 7 13 7/13= 53
10_g 10 7 3 13 3 16 3/16= 18,7
i0 {¢] i0 0 23 4} 23 0/23= 0
C&lculos: 53 - 50 X log 10 = 0.0869 X 1.0 = 0.0869
; 53 - 18.7

log de 1la DLgg = log denominador de la dil. donde + 0.0869
la mortalidad fué superior al 50%

log DLSO = 6.0 + 0,0869 = §.0869
Por lo tanto 0.03 ml de la suspensién contienen 1 222 000 Dst

Como se aplicd la dilucién 107 en la determinacién de la DEgg; se a

plicé una suspensién que contenia:

1522 000 = 12.22 DL5g en 0.03 ml (dosis para cada ratén)
00 000

Para que la prueba de proteccién'al ratén sea v8lida, el nimero -

de DL;g administrada a cada animal deber& ser por lo menos de 4.0
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y como en este caso se han aplicado 12,8, los resultados obtenidos

en la pruebe se consideran vlidos.
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APENDICE 11

PRUEBAS QUIMICAS

1.0 HUMEDAD RESIDUAL (POR EL METODO DIRECTO DE KARL-FISHER)

Se realiza en sueros y vacunas que se presentan liofilizades y como

control Intermedio en vacuna BCG.

Fundamento de! Método

El reactivo de Karl-Fisher es una mezcla de yodo, didxido de azufre
y piridina, ta cual en presencia de metanol reacciona en forma espe
cifica con el agua. La reaccion que se lleva a cabe es la siguien
te:

CSHSN b ® C5H5N 502 + CSHSN HH50) S0l CSHSH Hi +

C5H5N 503

. ek g | &
CoHGN'S03  +  CHyOH # CoHghH SOy * CHy

Cuando se consume toda el agua presente, el yodo libre da una colo-
raciéon amarillo-paja, y al mismo tiempo varian los potenciales de -
éxido~reduccion de la mezcla. El punto final se puede detectar --
por el color amarillo paja que desarrolla o bién potenciométricamen
te empleando el aparato de Karl-Fisher que consiste en un recipien-
te hermético, con agitacién magnética, conectado a dos buretas autg
maticas y un par de electrodos de platino conectados a un microampe
rimetro que detecta la variacidén de corriente ocacionada por el exce

so de reactivo presente cuando se consume toda el agua de la mezcla.

- 28 -



1.2 Valoracién de! Reactivo

Como la mezcla de reactivo de Karl-Fisher es inestable a la luz y a
la humedad, deben valorarse inmediatamente antes de usarla. Ea ==
FNEUM (4a. Edicidn) recomienda el siguiente método:

En el recipiente de titulacién perfectamente seco se colocan de 30
a2 50 m1 de metanol anhidro y se titulan hasta que el microamperime-
tro registre una intensidad de corriente de 40 a 60 microamperes y
se mantenga sobre este valor durante 30 segundos (punto final de la
titulacion) .

El volumen de reactivo gastado no debe ser mayor de 5 a 10 ml y de
no ser asi,se empleard metanol mas seco o reactivo de Karl-Fisher -
recientemente preparado.

Se pesan de 100 a 150 mg de tartrato de sodio (CMHAN3206.HZO)que es
una sal no higroscépica, muy estable. Se colocan en el metanol --
neutralizado, se agita hasta disolucidon y se titulan con el reacti-
vo hasta el punto final.

Se calcula el equivalente de mg de agua/ ml de reactivo como sigue:

Factor = 01566 (peso de tartrato en mg )

volumen de reactivo gastado en ml

Técnica

Se pesa una cantidad de muestra suficiente para tener de 10 a 50 mg
de agua y se coloca en el recipiente de titulacién que contiene me-
tanol previamente neutralizado, y se titula reproduciendo las condi

ciones utilizadas para la valoracidon del reactivo,
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2.0

2.2

Se calcula.el % de agua que contiene el producto como sigue:

Vol.de reactivo gastado en ml X factor X 100

% de agua =
Peso de la muestra en mg

Limite de Aceptacidn

Para vacunas constituidas por microorganismos vivos liofilizados, -
la humedad no debe ser menor del 1% ni mayor del 3%.
Para sueros que se presentan liofilizados no debe ser mayor del 2%.

Para vacuna BCG no hay 1imite establecido.

SOL1DOS TOTALES

Se realiza en sueros en el producto terminado a granel.

Técnica

Se pesan | & 2 ml de muestra en una capsula de porcelana que previa-
mente se lleva a peso constante a 105°C, la muestra se deja evapo-
rar a 37°C hasta sequedad y se somete posteriormente a 105°C hasta
peso constante.

Peso de la muestra seca
% sdlidos totales = X 100

Peso imicial de la muestra

Limite de Aceptaciodn

No mas de 20% de so6lidos totales en sueros homdlogos y heterdlogos
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3.0

3.2

L,o

como producto ‘terminado a granel.

SOLUBILIDAD

Se realiza en sueros y vacunas que se presentan liofilizados, en el

producto terminado envasado.

Técnica

Se extrae 21 disolvente con una jeringa de capacidad apropiada y se
introduce en el frasco ampula que contiene el liofilizado; se agita
durante uno o dos minutos, se extrae la solucidn o suspensidon resul«
tante con una jeringa que tenga aquja de 21X25 y eliminando las bur
bujas se deposita el volumen extraido en una probeta con capacidad -

adecuada,

Limite de aceptaciodn

El producto liofilizado no debe requerir de mas de | a 2 minutos de
agitacibn para que se obtenga una solucién clara o una suspension -
homogenea segin sea el caso.

El volumen extraido debe corresponder al indicado en el marbete.

pH

Se ‘determina en la mayoria de las vacunas, asi como en todos los sue

ros y diluyentes para productos liofilizados, tanto en el proceso de
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4.2

5.0

Cicdl

preparacidén como en el producto terminado a granel.
Técnica

Se determina potenciométricamente.

Limite de Aceptaciodn

En vacunas es de 7.2 a 7.4
En sueros es de 6.0 a 7.4, evitando el pH de 7.0 en el que se pueden
desnaturalizar las proteinas.

Ea diluyentes es de 5.6 a 7.h
ELECTROFORESLS

Se realiza en sueros homblogos para determinar que proteinas se van
eliminando durante las etepas de los procesos de purificacién, asi ,

comc en el producto terminado a granel.
Fundamento del Método

La electroforesis es un método de analisis basado en la migracibn, =
en un campo eléctrico, de particulas cargadas, La movilidad de las
particulas es funcidon de su carga eléctrica neta y de.la fuerza i6-

nica, viscosidad y pH del medio; también influye el voltaje, ampera-

Je v el tiempo que se aplican, por lo que controlando estas variables
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5.2

5.3

se puede obtener una separacidon adecuada de las moléculas, las cua-
les migrardn hacia el electrodo con carga opuesta a la suya. La mo

vilidad electroforética se expresa en cmz/volts/segundos.
Aparato

El aparato de electroforesis consta de una camara, de una fuente de
corriente directa y de un densitémetro. La cdmara esta formada por
dos recipientes, que se llenan de amortiguador, en donde se encuen=
tran los electrodos; en la parte central hay un puente para colocar
el material de'sopbrte que puede ser tiras de acefato de celulosa, -

de papel filtro o de gel de acrilamida. (Figura I)
Desarrollo de la Electroforesis

Las tiras de acetato de celulosa se conservan sumergidas en metanol
al 40% por 1o que previamente deben lavarse, para eliminar todo ves
tigio del alcohol que pudiera desnaturalizar las proteinas, con solu
cibn amortiguadora de acetato-beronal pH 8.6, fuerza idnica 0.05, -
que es la misma que se va a usar en la camara de electroforesis. =
Las tiras se secan entre dos hojas de papel filtro y se colocan so-
bre el soporte. Se deja unos minutos para que se estabilice y con
una micropipeta se depositan de 3 a 5 microlitros de la muestra a
analizar a una distancia apropiada en el extremo catédico. Se ha-
ce pasar una corriente de intensidad y potencial adecuados segin la

marca del aparato, lo que también determina el tiempd de corrimiento,
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5.h

6.0

Después de la separacibn electroforética se sumergen las tiras en u-
na solucién colorante (rojo de Ponceau o negro de amido B 10), se
elimina el exceso de colorante vy el retenido en las tiras se mide
en el densitémetro para poder elaborar la gréfica correspondiente.

Hay aparatos que llevan & cabo la graficacion en forma autcmatica.

Criterio de Aceptacidn

En las muestras correspondientes a inmunoglobulinas purificadas, so-
lo deberan aparecer las bandas correspondientes 2 las gamma globuli
nas,

En las muestras de suero crudo deberin aparecer las bandas correspon
dientes a los componentes del suero; albimina, aifa-i, alfa-2, beta,
fibrindgeno, componente T (£ste solo en las antitoxinas de origen -

equino) , gamma globulinas, etc.

I NMUNOELECTRGFORES IS

Este método se emplea para el control de donadores y como prueba de

pureza en producto purificado terminado a granel.

Fundamento del Método

La inmunoelectroforesis se base en los mismaos principios de la elec~

troforesis combinados con la reaccién antigeno-anticuerpo.
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6.2 Aparato

6.3

(Ver 5.2)
Desarrollo de la Inmuncelectroforesis

Se pueden utilizar tiras de acetato de celulosa o bien placas de gel
de agarosa al 1.0 - 1.5% disuelta en amortiguador de acetato-berone!l
pH 8.5 y fuerza ibnica 6.05 .

Las placas se preparan colocando sobre portaobjetos perfectamente -
limpios y desengrasados 2.5 ml del gel fundido. La superficie don-
de se colocan los portacbjetos debe estar perfectamente nivelada.
Una vez que ha solidificado el gel se practican dos cortes separados
B mm'entre si, en la parte central de; portaobjetos, a lo largo de -
éste y a una distancia de 10 mm de los extremos; y dos cortes circu-
lares de 2 mm de diametro a 30 mm de uno de los extremos y a 3 mm de
los cortes anteriores. e
Se elimina el gel de los cortes circulares y en los pozos asi obteni
dos se deposita; En uno 3 microlitros de un suero estandar y en el -
otro un volumen igual de la muestra problema, se coloca 1a placa en
el puente del aparato de electroforesis y en cada uno de los extre-
mos del portaobjetos se coloca una tira de papel filtro Wathman No.!
de 2.5 cm de ancho y de largo suficiente para que el ctro extremo de
la tira de papel quede perfectamente sumergido en el amortiguador de
la cémaray se hace pasar una corriente de potencial e intensidad ade

cuados segin la marca del aparato.
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6.4

7.0

Para saber 5i ya se obtuvo un corrimiento adecuado de las proteinas,
se coloca en cualquiera de los doz pozos después de poner el suero,
un microlitro de un colorante de arrastre (azul de bromofenol), y --
cuando se observa que la mancha de colorante se encuentra a unos 10
a 20 mm del pozo , se sabe que la separacién de los componentes es -
ya adecuada. Se desmonta el aparato, se saca la placa y eliminando
el gel de agar contenido entre los cortes longitudinales se obtiene
un canal que se llena con el suero antiespecie poli o monovalente co
rrespondiente. Se deja la placa en una camara himeda durante 20 h
como maximo para que se lleve a cabo la difusion de las proteinas g
paradas por la electroforesis (antigeno) y el suero que se colocé en
el canal (anticuerpa). Al cabo de este tiempo se formar&n bandas
de precipitacion correspondientes a cada sistema antigeno-anticuerpo.
Si se desea intensificar las bandasade inmunoprecipitado se pueden —
tefiir, y si se emplean tiras de acetato de celulosa forzcsamente de-

ben tefir para observarlas (Figura-|l).

Criterios de Aceptacidn

En sueros purificados solo deben aparecer las lineas de precipitacién

correspondientes a las inmunoglobulinas .

En el suero de donadores los resultados deben ser sensiblemente semg

jantes al estandar,

ALUMINIO

- 286 -



8 P

Se determina en los toxoides que llevan como adyuvante fosfato de -

aluminio (Toxoides adsorbidos).
Método Gravimétrico
Fundamento del Métado

El método se basa en la formacibn de un quelato insoluble entre el -
aluminio y la 8-hidroxiquinolina, E] pH de precipitacion maxima ~-
del quelatc es de 4.0 y se logra con un amortiguador de &cido acéti-
co con acetatos que se obtiene al adicionar acetato de amonio a la -
reaccidn pues la 8-hidroxiquinolina se encuentra disuelta en &cido -
acético. Para que la reaccidbn sea completa es necesaria una tempe
ratura de 100 a 104°C.

La reaccién que se lleve a cabo es la siguiente:

OH

O

P 100°C y pH 4.0

a —
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7iEdhs7

7.2.1

Técnica

Se toman 2 muestras de 20 ml de! toxoide, se adiciona a cada una 20

m! de &cido clorhidrico 1 Molflitro , se agita y se deja en reposo -
hasta que aclare diluyendo a 120 m! con agua destilada. Se filtra

y se adicionan 20 ml de una mezcla 1:10 de agua con 8-hidroxiquinoli
na al 2.5% en &cido acético y 12 ml de acetato de amonio al 40%.

Se calienta a ebullicién, se enfria y filtra a través de un crisol -
de Gooch con capa de asbesto previamente tarado. El precipitado se
lava con agua destilada, secandose a 105°C hasta peso constante,

34 pesolael'pp X fgctor : ' Al3+

% AlT = . Factor =
* Yolumen de la muestra A](69H6NO)3

= 0.0588

Método Yolumétrico
Fundamento del Mé&todo

El método consiste en la digestion de la materia organica de la mues
tra con mezcla sulfonitrica y enseguida la reaccidn del! aluminio con
el EDTA a2 un pH de 4.0 que evita la interferencia de otros iones y a
una temperatura de 100°C; posteriormente el exceso de EDTA se titula
con sulfato de cobre usamndo como indicador piridilazonaftol que a pH
de 4.0 reacciona con el Cu2+ mas lentamente que el EDTA lo que permi
te detectar el punto en el que el sulfato de cobre consumid todo el
EDTA libre en la mezcla.

La reaccidén que se lleva a cabo es la siguiente:
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7.2.2

Fa2a3

OSEO

Na 00C-CH,\ CH,~COOH
o NCH2-CHN
Na “00€-CH CH., -COOH O-C/N‘_\ ’”_ _,Nj
A SRl - \ "--. ‘s-‘
0 0 c
! 2
3+ ] 0
Al 0 e €
'
0

Preparacion de la Muestra

Se colocan 2 ml de la muestra en un matraz de digestién, se adicionan
1 ml de & ido sulfirico, 6 gotas de acido nitrico y una o dos perlas
de vidrio para regular la ebullicion, se calienta hasta que se produz
can vapores densos y se continda calentando y goteando acido nitrico
hasta que la solucidén sea clara, se deja enfriar y se nthraliza con
hidroxido de sodio al 10% usando dos gotas de anaranjado de metilo -
como indicador.

La solucién amortiguadora de acetatos pH 4.0 se prepara, disolviendo
68 g de acetato de sodio y 38.5 g de acetato de amonio en 500 ml de

agua y adicionando 125 ml de acido acético glacial,
Valoracion

Se transfiere la muestra digerida a un matraz Erlenmeyer lavando el
matraz de digestidon con 25 ml de agua destilada, se reine el agua de
lavado con la muestra, se adicionan 25 ml de EDTA disbédico 0.02 Mol/

litro, 10 ml de solucién amortiguadora de acetatosy 5 gotas de piri
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8.2

ce la precipitacién por efecto del {61 comin.

La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

Ag NO3 + o >  AgCl i + NOg

Técnica

Se pesan 10 ml de la muestra diluyéndolos con agua a 50 ml, se acl-
dula la solucidbn con &cido nitrico t:}0 y manteniendo la mezcla en -
bafio de agua hirviendo, se precipita el ién €1~ adicionando una soly
cidbn de nitrato de plata al 10% gota a gota, se agita hasta que el -
precipitado esté aglomerado y la solucién sobrenadante sea clara, se
comprueba que la precipitacidon fue completa deiandd resbalar por la
pared de! vaso una gota de nitrato de plata (la solucién no debe en-
turbiarse al entrar en contacto con la gota), Se deja reposar en -
baflo de agua caliente y en la oscuridad durante unas hora. Se fil-
tra a través de un crisol Gooch con capa de asbesto previamente tara
do, se lava el precipitado con agua caliente acidulada con &cido ni-
trico hasta que dé reaccién nagativa al i6n plata ( a una gota de la
solucién de lavado se le adiciona una gota de dcido clorhidrico 1:10
y no deberd enturbiarse) se seca el precipitado a 105°C hasta peso -
constante. %

peso del pp X factor PM (C1)

%hClT = Factor = wwemee——— = 0,6 2474
peso de la muestra PM (AgC1)

8.3 Limite de Aceptacidn
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9.0

Sueros 0.6 a 0.9%
Vacunas 0.3%

Solventes de liofilizados (Solucién salina isoténica) 0.9%
FENOL Y CRESOL

Se determina en vacunas que contienen fenol o cresol como conserva-

dor y en sueros que se presentan liquidos.
Fundamento del Método

E}l método se basa en la formacién del azocompuesto de la sal de dia
zorio de la p-nitrosnilina con el fenol o el cresol. Para que la ~
reaccion se lleve a cabo es necesario‘un pH alcalino que se logra a~
dicionando 2 la reaccibn acetato de sodio-carbonato de sodio ya que
asi se logra la solubilizacidn del compuesto fenélico para poder for
mar el azocompuesto estable que da una coloracién roio-violeta a la-

soluciodn,

N= NT C1 9

oM N=N
P ———
NOZ : 0
H
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7.3

dilazonaftol al 0.1% en alcohol como indicador, se hierve durante --
tres minutos y se titula la solucidn en caliente con sulfato de cobre
0.02 Mel/litro hasta coloracibn rojo pirpura. Se titula una muestra
de 25 ml de EDTA disddico 0.02 Mol/litro de 1a misma manera que el -

problema,

ol. gastado paEa el _ Vol. gastado para el 34
blanco ] problema X 0.5396 = mg de Al

Limite de Aceptacidn

3+

Se recomienda un maximo de 0.85 mg de A} por dosis individual del

producto.
CLORUROS s

Se determina en vacunas, sueros y en algunos diluyentes para liofill

zados.
Fundamento del Método

E]l método se basa en la formacidbn de un precipitado de cloruro de --
plata en medio &cido, esta precipitacidén se realiza en caliente lo -
que permite formar cristales pequefios y evita el englobamiento de o-
tros componentes de la mezcla, lo que alteraria los resultados. Se
pueden presentar problemas debido a la inestabilidad de la sales de

plata a la luz por lo gue es necesario proteger el precipitado usan-

do material de vidrio especial (actirico). El &cido nitrico favore
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943

9.4

Preparacién de la Curva Estandar

Se preparan diluciones de fenol que contengan 50, 80, 100, 120 y ~-

150 pg/ml y se tratan de la misma manera que la muestra (9.4 .

Preparacidén de la Muestra

Se diluye | m] de la muestra con 30 ml de agua, se precipitan las -~
proteinas usando 4cido tricloroacetico al 5% y se afora a 50 mi con
agua, se deja reposar 30 minutos y se filtra,

El reactivo (sal de diazonio) se‘prepara mezclando 10 ml de solucién
al 0.3% de p-nitroanilina en &ido clorhidrico al 8% recientemente -

preparado y 0.3 ml de nitrito de sodio al 10%.

Desarrollo de Color

A ] ml del filtrado o de la soluciones estandar se le adicionan; 1 ml
de goma arébiga al 1%, ) m) de solucién saturada de acetato de sodio,
1 ml del reactivo (9.3)y 2 ml de carbonato de sodio al 10% (para te-
ner un pH de 11), la mezcla se agita, se afora a 50 m! y se deja re-
posar 10 minutos.

Se leen los esténdares y el problema a 550 nm ajustando a cero el a-
parato con un blanco preparado de igual manera pero substituyendo el
problema por 1 mi de agua destilada.

Con las lecturas de los estadndares se traza una curva de calibracién

de la que se interpola la lectura del problema.
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9.5 Limite de Aceptacién

Fenol 0.5%

Cresol 0.3%

10.0 FORMOL RESIDUAL

Se determina en vacunas y toxoides que hayan sido inactivados con --

formol.

1.1 Fundamento del Método

El método se basa en fa formacion de un compuesto polimérico entre -
el formaldehido y el &cido cromotrépico en medio &ido, lo que provp
c3 una variacién en el color de la mezcla que se detecta espectrofo-
tométricamente, Es importante el agua de la reaccién ya que una -
cantidad muy alta diluye el &cido sulfirico y detiene la formacidn ~
del polimero. La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

HOo4s 50,H

OH L i e

+
CHZO

10.2 Preparacibén de la Curva Estandar
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10.3

10.4

Se preparan diluciones de formaldehido que contengan 0.05, 0.1, 0.2,

0.5, 1.0, 1.2, 1.5y 2.0 mg/ml y se tratan como se indica en {10.3)

Desarrollo del Color

A 1 ml del problema o de las soluciones estandar se le adiciona 1.5
ml de solucién reactive de 4&cido cromotrépico (60 mg de 4cido cromo-
trépico se disuelven en 2 ml de agua y se afora a 20 ml con &cido -
sulfirico concentrado), se agita y afora a 10 m} con acido sulfarico
concentrado, Se mantiene por 15 minutos en baflo de agua caliente, -
enfriando ensequida en hielo.

Se leen los esténdares y el problema 2 515 nm ajustande a 100% con -
un blanco preparado de igual manera pero substituyendo el probiema -
por | ml de agua destilada.

Con las lecturas de los estandares se traza una curva de calibracién

de la que se interpola la lectura del problema.
Limite de Aceptacién

En toxoides; no mas del 0.1%

En vacunas; no mas del 0.02%

PROTEINAS TOTALES

Se realiza en vacunas, sueros y toxoides en producto terminado a --~
granel y envasado.
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t.1.2

111

R

Método de Nesslerizacidn de Koch vy McMeekin

Se realiza en vacuna pertussis, antisalmonella, antirrabica, anticd

lera y en toxoides tetanico y diftérico.
Fundamento del! Método

Cuando se adicicna yoduro de mercurio y potasio en solucién alcalina
a una sal de amonio, la alcalinidad provoca la liberacidon de amonia~
co y éste reacciona con el yoduro de mercurio y potasio para dar un
complejo de color amarilld. Este complejo no es.muy estable en so-
lucién y después de un tiempo precipita en forma de coloide por lo -
que ta lectura debera realizarse en un tiempo controlado.

La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

2 (Hgly 2kI) + Py ey T By ) TR

2 ( HH3 Hg 1,) > NH, Hgy 13 + NH, |

Preparacidén de la Curva Estandar

Se preparan diluciones de sulfato de amonio que contengan 20, 100, -
200, 300, 400, 500, 700 y 1000 it de nitrégeno /m! y se tratan de -

la misma manera que el problema (11.1.3).

Preparacion de la Muestra
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11,1.4

11.2

11.2,1

Se coloca en un tubo de digestidn una muestra que contenga de 20 a
300 ug de nitrdgeno protelco 6 | ml de las soluciones esténdar y se
le adicicnan 0.5 m! de 4cido sulfirico concentrado, y una perla de -
vidrio para reqular la ebullicién, se calienta a la }lama de un me-
chero hasta que se desprendan vapores densos, se enfrla y adiciona a
cada tubo 2 gotas de perdxido de hidrégeno al 30% continuando con el
calentamiento hasta que la solucién sea clara, S8e suspende el ca-
lentamignto y se dejan enfriar los tubos antes de llevar a cabo el -~

desarrollo de color,

Desarrollo de Color

Se diluye la muestra fria a 35 m] con agua destilada y se adiciona a
cada tubo 15 ml de reactivo de Hessler agitando inmediatamente, se -
deja reposar la mezcla durante 30 minutos y se leen los estandares y
el problema a b0 nm ajustando a cero 21 aparato con un blanco prepa
rado de la misma manera pero substituyendo el problema por | ml de -
agua destilada.

Con las lecturas de los esténdares se traza una curva de calibracion

de la que se interpola la lectura del problema.

Método de Bluret

Este método se usa para determinacidn directa de protefnas en sueros.

Fundamento del Mé&todo
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En sueros mo es necesaria la digestién de la muestra pues las prote]
nas se encuentran en solucién y no formando estructuras,

El método de Biuret se basa em la formaci6n de un complejo de color
rojo-vicleta de estructura semejante a la de un quelato entre el co-
bre del- tartrato cliprico y el carbonilo del enlace peptidice (Higu-
chi y Brochmann, Pharmaceutical Analysis, 1961). Para que la reac-
cibn sea completa es necesario tener un medio alcalino que permita -
fomar la sal de los &cidos terminales y mantener el carbonilo esta-

ble. La reaccibn que se lleva a cabo es la siguiente:

R
R
| =
R—cn-c‘—cn-un--f €00 gu/"“ <
| % y | /
NH ?00 Oﬂ-fﬂ A~ e
+ 7 =
l,o oM —=CH -———-—-—’ CH—-0H l’ f
f l ! ¥ o
CH CH-OH 00—=Cu—== 0=C__
' ! . CH— -{
. 00" Cu

11.2,2 Preparacidn de la Curvae Esténdar

Se preparan diluciones de sulfato de amonio que contengan 30, W0, 50,
€0, 70, 90 y 100 pg de nitrégenc /ml y se tratan de igual manera que

el problema (11.2.3).
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11.2.3 Desarrollo de Color

Se adicionan 2.5 ml del reactivo de Biuret a 0.] m} del svero proble
ma o de las diluciones esténdar, se deja reposa} 15 minutos en la os
curidad, se diluye a 10 ml con agua destilada y se leen los esténda-
res y el problema a 540 nm ajustando el cero del aparate con un blan
¢o preparado de la misma manera pero substituyendo el problema por =
0.1 ml de agua destilada,

Con las lecturas de los esté&ndares se traza una curva de calibracibén

de la que se interpola la lectura del problema,
11,3 Limite de Aceptacidn
El contenido de nitrégena para la vacuna anticolérica y antitifoidi
ca es de 0.05 mg/ml,
Para el componente pertussis es de 0.03 mg/ml.
Para los sueros homblogos y heter6logos es de 200 pg/ml,
Para toxoides no hay limite establecido.

12,0 SULFATOS

Se realiza en antitoxinas y toxoides en los que se haya usado la pre

cipitacion con sulfatos para purificarlos.

12,1 Fundamento del Método
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12,2

El método consiste en la precipitacidn de los iones 504- al ha--—---
cerlos reaccionar con una sal de bario (Ba Cl, ) para formar el ----

Ba SOy , la percipitacidn se favorece por la adicion de un ién comin

( &ido clorhidrico). La reaccidn que se lleva a cabo es la si=--==
guiente:
+
= H -
wu + Ba Cl, >  Ba SO} + 2 Ci
Técnica

Se pesan 10 ml de la muéstra y se diluyen a 50 m! con agua destilada,
adicionando 5 ml de 4cido clorhldrico concentrado, se calienta a ebu

11icién y se agrega lentamente solucidén al 4% de cloruro de bario hasg
ta tener un exceso, Se hierve durante unos minutos y se coloca en -

bafo de agua caliente durante | h sin hervir, El precipitado se --

filtra a través de un crisol Gooch con capa de asbesto previamente -

tarado y se lava con agua caliente hasta que al adicionar &cido sul-

farico dilufdo al agua de lavado no se produzca precipitado (reaccién
de bario negativa), El crisol se seca a IOS°C y posteriormente se

calcina en mufla hasta peso constante,

peso del pp X factor X 100 P.M,; (souf)
% Sulfatos = : Factor =
peso de la muestra P.M. (Ba SOy
Factor = 0.4115

- 300 -



12.3 Limite de Aceptacibn

Ro mas de 0.1%

13.0 TIMERGSAL

Se determina en vacunas, sueras y toxoides que contengan este conser

vador,

13.1 Fundamento del Método

El método se basa en la reaccibén del mercurio del timerosal con ditj
zona en solucién cloroférmica, Para que se lleve a cabo la reaccién
es necesario liberar el mercurio por digestién de la materia orgénica
con mezcla sulfonftrica, posteriormente se destruye el 8cido nitrice
residual con hidroxilamina y entances es posible extraer el mercuric
de la reaccién con solucién de ditizona y posteriormente se lee la -
ditizonz que no reaccioné utilizando un espectrofotémetro.

La reaccidn que se lleva a cabo es la siguiente:

- 301 ~



13,2

13.3

13.4

Preparacidn de la Curva Esténdar

Se preparan diluciones de timerosal que contengan 6, 12, 15 y 18 ug

de Hg /mt y se tratan de la misma manera que la muestra {13.3).

Preparaclén de la Muestra

Como 1a mayoria de los biolégicos contienen 0.01% de timerosal que -
corresponde aproximadamente a 50 mg/mi, la muestra debe diluirse I:4
para tener la cantidad adecuada para la sensibilidad de éste método
que es de 6 a 18 ug/ml,

Se mezclan | ml de ia muestra diluida o de los estdndares, 1 ml de a
gua y 2 ml de una mezcla de acido sulfdrico-dcido nftrico (1:1), se
adiciona una peria de vidrio al tubo y se digiere durante 20 minutos,
Se deja enfriar y se adicionan 10 ml de agua y 2 ml de clorhidrato -
de hidroxilamina al 50%, se hierve durante | minuto y se enfria.

Se prepara un blanco con 2 ml de agua que se trata de igual manera,

Técnica

Las mezclas se transfieren cuantitativamente a embudos de separacién
de 125 ml aforados a 80 mi, se adiciona agua hasta el aforo y se ex-
trae con 10 ml de ditizona al 0.001% recientemente diluifda (la solu-
cidn concentrada de ditizona se prepara al 0.007% en cloroformo y se
conserva en frasco oscuro en refrigeracibn, Para su empleo se dily
ye 1:7 en cleroformo), se agita enefgicamente la mezcla y después de
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14,2

14,3

FOLIO EQUIVOCADO:PASE
A LA SIGUIENTE HOJA

la toxina con formol y posteriormente retitular el exceso de formol
con otra base (hidréxido de sodio).

La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

CH,=0 ? ”2C=’|‘
= CH 5
+ HZN-CH 4 | ~\"COO + Hy0

€00~ 5
Técnica
A una muestra de 25 ﬁl de la toxipna clarificada se le ajusta el pH a
7.0 con &cido clorhidrico o hidréxido de sodio 0.1 Mol/litro y se -
adicionan 50 ml de formalina al 37% a la que previamente se le ajusta
el pH a 3,0, se agita y se titula lentamente el exceso de formaliné.
con hidr6xido de sodio 0.1 Mol/litro hasta pH 9.0 usando un electro-
do de Calomel para detectar el punto final de la titulacibn. e ==
calcula el % a que debe quedar el formol en la toxina por medio de -
la siguiente férmula:
% formol = ( Vol, gastado de Na OH )( 0.4 ) ( Alicuota ) - 2
Limite de Aceptacidn

No hay 1imite establecido
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13.5

14,0

4,1

equilibrar la presién se coloca un algodén seco en la punta del embu

do y se recoge la capa clorofbrmica directamente en las celdillas --

del espectrofotémetro.

Se leen los est&ndares, el problema y el blanco a 490 nm ajustando a

cero el aparato con cloroformo, se resta el valor obtenido del blanco
a cada una de las lecturas.

Con los valores corregidos de los estdndares se traza una curva de -

calibracién y en esta se interpola la lectura corregida del problema.
Con este valor se calcula la cantidad de timerosal en la muestra por

medio de la siguiente relacidn:

49,55 X 10000

Timerosal en la muestra =
R Valor obtenido de la
curva (ug de Hg/ml)

Limite de Aceptacidn
No mis del 0.01%
CALCULO DE NITROGENO AMINO ( TITULACION DE SSBRENSEN)

Esta prueba se realiza exclusivamente en la produccién de toxoide -—
diftérico para calcular el % de formalina a adicionar para detoxifi-

car la toxina.

Fundamento del Mé&todo

£l método consiste en bloquear los grupos amino de las proteinas de
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