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OBJETIVO

Uno de los problemas que se presentan en los cursos de Inmunologia al

estudiar la producción y control de sueros y vacunas, es que la in- 

formación relativa a estos productos es demasiado especializada y se

encuentra publicada solo en revistas. 

Este manual de lectura previa está orientado básicamente a recopilar

en forma sistemática la información sobre los productos biológicos -- 

que se utilizan en gran escala en México, debido a la importancia que

tiene este aspecto de la Inmunologia en la formación del Q. F. B. 

Para realizar el presente trabajo de tesis, se tomó como base el mate

rial elaborado por los alumnos de varios semestres de la asignatura

Inmunología ( 3/+ 5) , realizado bajo la supervisión del la Prof. Q. F. B. - 

Magdalena Acosta S. se realizaron una serie de visitas a los Labora- 

torios productores de biológicos con el fin de tener la información - 

al dia, se complementó ésta en la fuentes bibliográficas y finalmente

se le die) a los capitulos que integran este manual una redacción uni- 

forme. 

Como la preparación y control de estos productos es sumamente dinámica

y se modifica constantemente, este manual tendrá que ser modificado de

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

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

ratorios productores y reportando sus experiencias en forma de adenda

a cada capitulo. 

Este manual servirá fundamentalmente como fuente de información gene- 

ral para la preparación de trabajos de seminario y como obra de con- 

sulta para ampliar conocimientos extraclase. 
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REGLAMENTAC1ON VIGENTE PARA LABORATORIOS

FABRICANTES Y DE INSPECCION DE SUSTANCIAS BIOLOGICAS

Todos los laboratorios que se dediquen a la fabricación de prb---- 

ductos biológicos como son ; sueros, vacunas, alergenos, etc... de

ben tener licencia expedida por la Secretaria de Salubridad y Asis

tencia ( S. S. A.), Este organismo oficial debe tener conocimiento

de los métodos utilizados en la manufactura y el control de los pro

ductos biológicos elaborados y sus Oficiales Sanitarios comprobarén

en inspecciones anuales que los métodos no han sido modificados. 

NORMAS GENERALES PARA LABORATORIOS FABRICANTES. 

1. 0 PERSONAL

La fabricación debe ser dirigida por una persona que domine las téc

nicas de la elaboración de productos biológicos y que conozca los

principios científicos en que se fundan estas técnicas. Esta per

sona debetener, adems, la autoridad suficiente para mantener la - 

diciplina entre el personal, en el que debe haber especialistas con

una formación adecuada a las necesidades de la fabricación de los

productos elaborados en el establecimiento. La S. S. A. debe lle- 

var un registro en el que consten los nombres y tftulos de estos - 

especialistas, en particular de los firmantes de los protocolos. 

Todo el personal asignado a la fabricación, a la ejecución de las
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pruebas de control y el cuidado de los animales debe estar inmuni- 

zado con vacunas especificas y someterse regularmente a un recono- 

cimiento médico que permita verificar su estado clínico satisfacto

r O , 

El personal encargado de los laboratorios de control debe ser dis- 

tinto del asignado al departamento de fabricación y no debe estar

a las órdenes del jefe de este último. El establecimiento deber -6

tener por lo menos un Responsable y un auxiliar de Responsable an- 

te la S. S. A. de la identidad, pureza, conservación, preparación, - 

dosificación y manufactura de los productos, que deberén ser profe

sionaies con titulos legalmente registrados de Quimico FarmaceCiti- 

co Biólogo, o profesionales con titulos equivalentes legalmente re

gistrados. 

2. 0 LOCALES E INSTALACIONES

2. 1 Edificios

Todos los locales y edificios usados para la fabricación, para la

ejecución de las pruebas de control y el mantenimiento de los ani- 

males, deben proyectarse de manera que reúnan las mejores condicio

nes para la limpieza, protección contra el polvo, los insectos, ro

edores, etc..., y construirse con los materiales adecuados. En - 

todos estos locales, a excepción de las éreas estériles, habr6. ins

talaciones de agua corriente, caliente y fria, asi como desagüe. 



Se tomar6n las precauciones adecuadas para impedir la contaminación

del sistema de desagüe con efluentes peligrosos y la diseminación

de microorganismos por el aire. El personal dispondrá de los ves

tuarios y dem6s servicios necesarios. Todos los edificios y loca

les deben mantenerse constantemente limpios. 

Cuando el local destinado a la fabricación de un biológico se em- 

plee para la fabricación de otro, se esterilizarantes y después

de fabricar en él dicho producto. Toda persona ajena a la produc

ci6n que penetre a los locales de fabricación con fines de inspec- 

ción deber5 estar provista de ropa protectora esterilizada. 

2. 2 CSmaras de Temperatura Constante

La instalación debe comprender c5maras frigorificas e incubadoras

de suficiente capacidad, en las que la temperatura pueda mantener- 

se constante dentro de los limites deseados. Se deber S contar -- 

con registros constantes visibles. 

2. 3 Areas Estériles

Los locales estériles deberSn ser de las menores dimensiones posi- 

bles, de techo bajo y superficie lisa, con objeto de lograr una me

jor limpieza, deberán estar a presión positiva y el aire será fil- 

trado y esterilizado. El personal laborar S con vestuario estéril

adecuado. 
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2A Instalaciones de Lavado y Esterilización

El establecimiento dispondrá de les instalaciones adecuadas para - 

el lavado, asI como de autoclaves, esterilizadores de calor seco y

filtros esterilizantes. Los aparatos térmicos para esterilizar - 

deberán tener registros de temperatura visibles. 

2. 5 Locales para los Animales

La disposición y los materiales de construcción de estos locales - 

deben permitir el mantenimiento de las debidas condiciones de lim- 

pieza y protección eficaz contra insectos y otros animales. 

Debe haber además locales aislados para mantener en cuarentena ani

males recién adquiridos, almacén para pienso, áreas aisladas para

mantener animales en observación que han sido inoculados con micro

organismos patógenos, locales para mantener animales empleados en

pruebas que no representen peligrosidad, un lugar especial para la

prueba de pirógenos, un local aislado para realizar autopsias y es

tudios anatomopatológicos. 

2. 6 Aparatos

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

brarán y comprobarán con regularidad

3. 0 INSPECCION DE LA PRODUCCION
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3. 1 Métodos de Producción

Los métodos de producción estarán aprobados por la S. S. A.. Se pre

parar5r1 instructivos donde consten los detalles de todas las fa- 

ses de la fabricación y del control de calidad de cada producto. 

Toda modificación se someter 5 al dictamen de la S. S. A., y solo en

caso de su aprobación podr5 ponerse en prSctica. Cada producto - 

se fabricar S en un local independiente y con material exclusivo. - 

En los locales de fabricación no debe haber cepas de microorganis- 

mos que no sea las utilizadas en la obtención del producto bioló- 

gico de que se trate. 

3. 2 Limpieza

Todas las instalaciones, aparatos y materiales usados en la fabri- 

cación deber5n estar limpios y en caso necesario, estériles y exen

tos de pirógenos. 

3. 3 Orden

Todos los recipientes deberSn tener rótulos firmemente adheridos - 

que permitan la f5cil identificación del contenido. 

3. 4 Precauciones contra la Contaminación

Todas las operaciones con los microorganismos espor6genos o con vi
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rus se efectuarán en locales exclusivos, aislados y dotados con to

do el material necesario. Se evitará la formación de aerosoles y

se controlará que todos los desechos sean esterilizados antes de - 

proceder a su eliminación para evitar contaminaciones en el propio

local. Habrá que disponer de suficiente personal para que nigún

miembro de él, en la misma jornada, trabaje en locales destinados

a distintos productos. Las piezas anatomopatológicas deben exami

narse en los locales exclusivos para ello ( 2. 5), distintos a los - 

empleados para la fabricación. Debe reducirse al mTnimo el número

de visitantes y no se permitirá a éstos la entrada a las áreas es- 

tériles. 

3. 5 Cuidado de los Animales

Los animales empleados en la producción o control no deben presen- 

tar ningún sTntoma de enfermedades trasmisibles, y deben estar con- 

venientemente alojados; con una alimentación equilibrada y en las

debidas condiciones de higiene. Los animales empleados en la pro

ducción o comprobación deberán tenerse en cuarentena por lo menos

durante una semana, con observación diaria, por un veterinario es- 

pecializado en animales de laboratorio. En algunos casos es con- 

veniente mantener los locales a temepratura óptima para la especie

de que se trate. También puede ser necesario disponer de razas - 

puras. No se permitirá la salida del establecimiento de ningún a

nimal vivo o muerto, éstos deberán ser incinerados. 



4. 0 ENVASADO Y RECIPIENTES

4. 1 Salas de Envasado

El envasado debe hacerse en locales exclusivos, que se mantendrén

en las debidas condiciones de esterilidad y dispondrén de instala- 

ciones apropiadas para trasvasar cantidades especTficas de sustan- 

cias biológicas. 

4. 2 Procedimientos de Envasado

El envasado se llevaré a cabo de manera que no se produzca ninguna

contaminación o alteración 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 año; para ésto se Ilenarén como mi- 

nimo 500 ampolletas con un medio de cultivo rico, exento de sustan

cias bacterlostéticas y se incubaré el lote completo. La propor- 

ción de contaminación no deberé llegar al 13/4 y todos los contaminan

tes deberén ser identificados. 

4. 3 Recipientes

Los recipientes se cerrarén lo más pronto posible después de llena

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

fecha de caducidad del preparado. 

5. 0 PRUEBAS

Todas las pruebas de control se llevarán a cabo en locales distin- 

tos a los destinados a la producción. En las normas formuladas - 

para cada producto biológico, se describirán las pruebas necesarias

en las distintas fases de producción. 

6. 0 REGISTROS

6.! Protocolos de Registros y Producción

Se IlevarS un registro permanente de todos los datos relativos a - 

las diferentes fases de fabricación, control, envasado y distribu- 

ción. También se dejar S constancia escrita de todas las pruebas

realizadas cualesquiera que sean los resultados. Los protocolos

se conservarSn hasta la fecha de caducidad del producto y estarSn

a disposición de la S. S. A.. 

6. 2 Registro de Cultivos

Se anotarSn 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 estarAn rotulados y se conservarAn

en orden. 

7. 0 MUESTRAS

De cada lote los Oficiales Sanitarios retirarAn una cantidad sufi- 

ciente de muestras para enviarlas al Laboratorio Nacional de Con- 

trol de la S. S. A.. El laboratorio productor conservar A 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 nece

sario. 

8. 0 ROTULACION

Todos los productos deben llevar una etiqueta que permita identifi

carlos. El Código 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 ( denominación internacional, marca regis- 

trada o ambas cosas). 

Nombre de la enfermedad a la cual se destina de acuerdo a la no- 

menclatura internacional. 

Especificación del tipo de animal, Ornen, toxina o veneno que - 

se usó para su preparación. 
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La razón social del establecimiento preparador y la dIrección -- 

del mismo

El número de registro en la S. S. A.. 

La leyenda " Hecho en México' o " Envasado en México" y el produc- 

to de importación llevará el gentilicio del pals de origen prece

dido de la palabra producto'. 

Contenido neto, peso escurrido o drenado del producto expresado

en unidades del sistema métrico decimal. 

El número del lote terminado. 

Requisitos de almacenamiento y fecha de caducidad. 

Las leyendas y textos deben escribirse en español en la parte de

la 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 los correspondientes al i

dioma español, en caso que por el tamaño del envase no pueda con

tener todos los datos, quedar S sujeta a lo que disponga la S. S. A.. 

Modo de empleo. 

Indicación de sustancias capaces de producir reacciones nocivas

y en caso necesario concentración de las mismas. 

Contraindicaciones que tenga el producto. 

La dosis recomendada y via de administración. 

Instrucciones precisas para la descontaminación, inutilización o

destrucción de los envases vacíos, en el caso de que éstos con- 

tengan sustancias peligrosas. 

9. 0 DISTRIBUCION Y EXPEDICION



9. 1 Autorización de Distribución

No se autorizará la distribución de nigún lote, mientras no se ha- 

yan practicadoy evaluado todas las pruebas necesarias y cumplido - 

los requisitos oficiales de control externoy, además, si no se ha

establecido una producción de calidad constante. Si un lote no - 

cumple las normas de inocuidad se considerará interrupción de -- 

la producción y solo se reanudará la distribución de lotes cuando

se demuestre de nuevo la constancia o satisfacción de las normas - 

de inspección

9. 2 Expedición

Las sustancias biológicas se expedirán con las precauciones debi- 

das para que el producto conserve su actividad al llegar al punto

de destino. 

10. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Las indicaciones sobre temperatura de almacenamiento y fecha de c‘ 

ducidad reproducidas en la etiqueta y proyecto de envase, deben es

tar basadas en datos experimentales y se someterán para su aproba- 

ción al Laboratorio de Control de la S. S. A.. 

10. 1 Condiciones de Almacenamiento



La fecha de caducidad de la sustancia biológica se determinary - 

se fijará con el visto bueno de las autoridades del Laboratorio de

Control de la S. S. A. 

NORMAS GENERALES PARA LABORATORIOS DE CONTROL E INSPECCION

1. 0 ADMINISTRACION Y PERSONAL

El Laboratorio Nacional de Control, estará administrado, directa o

indirectamente por la S. S. A.. En el caso de que la fabricación y

la inspección se efectúen en el mismo establecimiento, el Laborato

rio Nacional de Control constituirá un servicio independiente que

depender S directamente de la 5. 5. A.. 

El laboratorio dispondrS ademSs de técnicos de todas las sustancias

biológicas que deban someterse a su aprobación. 

2, 0 LOCALES

Las normas para locales e instalaciones enunciadas en la sección - 

de reglamentación, serSn aplicables al Laboratorio Nacional de Con

trol. 

3. 0 ATRIBUCIONES

La S. S. A. expedir S licencias a los fabricantes y se encargará de - 
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la inspección regular de sus instalaciones. Los fabricantes se - 

proyeer6n de una licencia especial para cada sustancia biológica - 

que vayan a preparar, licencia que podró retir5rseles cuando no se

ajusten a las normas generales y especiales establecidas para dicha

sustancia. Los Oficiales Sanitarios yisitar6n los locales y yeri

ficar5n los procedimientos de fabricación. 

El Laboratorio Nacional de Control dispondr6 de animales sanos de

varias especies y razas perfectamente establecidas, en número sufi

ciente para llevar a cabo todas las pruebas necesarias. y determina

rá la naturaleza de las pruebas a las que deber 6 someterse cada pro

ducto. No se autorizar la distribución de ningún lote de una sus

tancia biológica que no reúna las condiciones exigidas por el Labo

ratorio Nacional de Control. 

B IBLIOGRAFIA

Organización Mundial de la Salud, 1966, Serie de informes téc- 

nicos, 232o Informe, anexo I, Ginebra, 11. 

Código Sanitario de los Estados Unidos Mexicanos, 1967, Ed. -- 

Ediciones Andrade, S. A., 4a. edición, México, D. F. 
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VACUNA BCG

1. 0 INTRODUCCION

La tuberculosis es una infección muy común en nuestro medio. El

agente causal es Mycobacterium tuberculosis. Su vía de entrada es

la oral, así como las vías respiratorias superiores. 

Cuando el bacilo penetra en los tejidos de un individuo o de anima

les susceptibles hay una reacción tisular inmediata; con prolifera

ci6n de un gran número de células alrededor de los microorganismos

para tratar de aislar el punto infeccioso, se forma asi un acúmulo

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 mayoria de los individuos en buen estado

de salud, con prácticas higiénicas adecuadas y con sus mecanismos

de resistencia activos. Como resultado de esta infección los in- 

dividuos se transforman en tuberculino reacción positivos. Cuan- 

do la resistencia del huésped es débil debido a la malnutrición, - 

al exceso de trabajo o a cualquier otro factor debilitante, los te

jidos no son capaces de secuestrar a los bacilos, continúa el cre- 

cimiento de éstos destruyendo a las células vecinas y los tubércu- 

los pueden cóalecer. El centro del tubérculo toma una apariencia

caseosa amarillenta y rápidamente se extiende la infección a todo

el órgano. Si ésto ocurre en pulmón el tejido se necrosa, se rom

pe la pared del órgano y la infección 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 destruidos 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. 

Aún cuando la infección pulmonar es la más frecuente, este microor

ganismo puede infectar cualquier tejido desde el epitelial hasta - 

el óseo, siendo también frecuentes las infecciones urogenitales, - 

la meningitis tuberculosa y la osteomielitis tuberculosa. 

La infección puede permanecer latente y presentarse en forma acti- 

va cuando hay un descenso en los mecanismos de resistencia del pa- 

ciente. 

2. 0 DEFINICION

Vaccinum tuberculosis ( BCG) exsiccatum es una suspensión obtenida

de un cultivo de la cepa Calmette -Guerin de M. tuberculosis género

bovino, atenuada, en una concentración que varía de acuerdo con la

vía de administración y que se presenta liofilizada; para adminis- 

trarse por multipuntura ( Vaccinum tuberculosis ( BCG) exsiccatum per

cutaneum) debe contener 75 mg/ mi; para administración oral ( Vaccinum

tuberculosis ( BCG) exsiccatum perorale) 5 mg/ m1 y para via intradér

mica ( Vaccinum tuberculosis ( BCG) exsiccatum) 0. 5 mg/ ml. 

3. 0 CEPA
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3. 1 Origen de la Cepa

La cepa BCG fue aislada por Nocard en bovinos en 1902. Calmette y

Guerin encontraron que perdTa virulencia cuando se cultivaba en mg

dio de papa glicerinada adicionada de bilis de buey, después de 230

pases resultó avirulenta incluso en cobayos que es la especie más

sensible al bacilo. La atenuación abarcó de 1908 a 1920 y ensegui

da se empezó a administrar pero solo a niños recién nacidos. En

1928, Calmette demostró que las personas con reacción tuberculino- 

negativa contralan la infección más facilmente que las tuberculino- 

reacción positiva, a partir de entonces se administró la vacuna tam

bin a individuos mayores con reacción 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). 

3. 2 Lote de Siembra

Se prepara sembrando tubos con medio de Sauton- papa ( Sp) con la cg

pa rehidratada y se incuba a 37. 0 de 20 a 30 dfas, se toman mues- 

tras para los controles de pureza, identidad y virulencia residual. 

Se continúan realizando resiembras hasta un total de ocho, después

se desecha este lote de siembra y se procede a abrir otra ampolleta

para reiniciar la linea de cultivo. 

3. 3 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra



3. 3. 1 Pureza ( Apéndice 1, 2. 0) 

En frotes teñidos con la técnica de Ziehl -Neelsen debe observarse

bacilos rectos, delgados, ácido -alcohol resistentes. Además se - 

realizan siembras en los diferentes medios mencionados en pruebas

biológicas para esterilidad bacteriana y micetica ( Apéndice 1, 6. 1) 

ya que Mycobacterium no desarrolla en estos medios. 

3. 3. 2 Identidad ( Apéndice 1, 1. 0) 

La identificación. se realiza tomando en cuenta el aspecto morfoló- 

gico de los bacilos teñidos y la forma típica de las colonias desa

rrolladas en un medio sólido. 

3. 3. 3 Comprobación de la Ausencia de Mycobacteria Virulentas

Se inyectan 6 cuyes de 250 a 300 g con el equivalente de por lo me

nos 50 dosis humanas de la vacuna destinada a la inyección intra - 

dérmica, por vía subcutánea o intramuscular, se mantienen en obser

vación por lo menos 6 semanas con una alimentación libre de aditi- 

vos que puedan alterar el resultado de la prueba ( p. e• antibióti- 

cos). Al término del período de observación se sacrifican los a- 

nimales y se efectúa la necropsia para detectar signos macroscópi- 

cos de tuberculosis; lo mismo se haré en los animales que hayan -- 

muerto antes de terminar el período de observación. --- 

La prueba se considera satisfactoria si ninguno de los cuyes presen
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ta signos de tuberculosis y si por lo menos las dos terceras partes

de los animales de prueba sobreviven. 

Si muere mas de la tercera parte de los cobayos pero ninguno mues- 

tra signos de infección tuberculosa, se repite la 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 así, - 

se acepta. 

Si se presentan signos de infección tuberculosa se desecharé el lo

te de siembra asi como los lotes de producción que se obtuvieron - 

de él mientras se realiza una investigación. Solo se reanudará - 

la producción cuando se haya localizado y eliminado el foco del -- 

problema. 

4. 0 PRODUCCION DE LA VACUNA

Para la producción de la vacuna se usa el medio líquido de Sauton. 

Este está constituído de asparagina, glicerina, K2HPO4, citrato fé

rrico amoniacal y ácido cítrico y tiene un pH de 7. 0. Se esteri- 

za de 116 a lleC y 10 a 12 lb durante 25 minutos. Se emplean ma

traces de 300 ml con 100 ml del medio que se siembran depositando

el inóculo en la superficie, se incuba a 37' C durante 8 días. A

este cultivo se le denomina SI. Se continúan haciendo resiembras

suscesivas de acuerdo a una secuencia calculada matematicamente pa

ra asegurar un desarrollo óptimo y evitar que el bacilo recupere - 

su virulencia. 
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Sp = Siembra en medio de Sauton- papa del lote de siembra

S = Siembra en medio de Sauton

S2s2 +

tS
S, S

4 4
2 12

4.
1

4' 
S2 12 S2

i3 S3 S3 S3 S3

4. 1. 1 Pureza ( Apéndice;, 2. 0) 

La apariencia del desarrollo bacteriano muestra la pureza del culti

vo; debe observarse desarrollo en forma de velo grueso, de color a- 

marillo claro, caseoso y en la parte inferior el medio esterS com- 

pletamente claro. 

De los cultivos con las características anteriormente descritas se

hacen frotes que se tiñen por el método de Ziehl - Neelsen. 

4. 2 Cosecha

Los desarrollos de SI, S2 y S3 que hayan pasado satisfactoriamente
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 reúnen los líquidos de lavado con el cultivo; con ayu

del émbolo se elimina el líquido excedente hasta formar una masa - 

húmeda compacta o" platoude BCG que se coloca sobre papel filtro es

téril para eliminar el exceso de agua hasta que contenga solo el - 

70% de humedad. 
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4. 2. 1 Determinación de Humedad

Consiste en determinar con exactitud la humedad que contiene el -- 

plato" de BCG para poder calcular las diluciones apropiadas según

la concentración a que va a quedar la vacuna. 

4. 3 Preparación de la Suspensión

Se suspende el desarrollo en solución de glutamato al 1. 57c estéril

usando esferas de acero inoxidable estériles y un agitador mecáni- 

co para dIsgregar los acúmulos de microorganismos, la concentración

de la suspensión est 5 dada según la vía de administración para per

mitir una correcta dosificación durante el envasado. 

5. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

5. 2 Comprobación de la Ausencia de Mycobacteria virulentas ( 3. 3. 3) 

5. 3 Cuenta Indirecta de Microorganismos Viables ( Apéndice 1, 9. 1) 

Se usa el respirómetro de Warburg. Se colocan 3 ml de una suspea

sión que contenga 10 mg de microorganismos/ mi en medio de Sauton, 

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

tación a 37- C durante 2 h; se mide el consumo de oxígeno y el vo- 
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lumen corresponde a la concentración teórica de microorganismos

que se saca de tablas obtenidas experimentalmente. También se rea

liza la cuenta indirecta por siembra en medio sólido. Para ello

se preparan diluciones de la suspensión 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

cuban a 37. 0 y se cuenta el número de colonias a las 4 y 6 semanas, 

de estos datos se calcula estadísticamente el número de microorga- 

nismos por mg de vacuna. 

5. 4 Concentración Total de Microorganismos

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

valor obtenido en el aparato se interpola en una curva estándar ob

tenida usando una suspensión de parttculas distribuida por la OMS. 

5. 5 pH ( Apéndice ll, 4. 0) 

El pH de la suspensión antes de liofilizar debe ser de 6. 0 a 7. 2

6. 0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas ámbar en volúmenes adecuados según la vía

de administración, con agitación continua. Se liofilizan y sellan

las ampolletas al vacío. 
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7. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( 4p4ndice I, 6. 1) 

7. 2 Microorganismos Viables ( 5. 3) 

Se toman 10 ampolletas al azarv sucontenido se suspende con agua

destilada a tener 0. 05 mg en 0. 1 ml, a partir de esta suspensión - 

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

siembran en medio de cultivo tal como se describe en 5. 3. Se de- 

ben encontrar al menos 1 X 106 microorganismos por ml de suspen

sión. 

7. 3 Concentración Total de Microorganismos ( 5. 4) 

7. 4 Prueba de Identidad ( 3. 3. 2) 

7. 5 Pruebe de Reactividad Cut5nea en el Cuy

Se inyectan 0. 1 ml de la vacuna 1: 1, 1: 10, 1: 100 y 1: 1000 por lo - 

menos a 4 cuyes de 250 a 300 g, por vía 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 producción. 

7. 6 Comprobación de la Ausencia de Mycobacteria Virulentas ( 3. 3. 3) 
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7. 7 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

7. 8 Humedad Residual ( Apéndice II, 1. 0) 

No ms dei 3% ni menos del 1%. 

7. 9 Estabiiidad

Se mantiene un lote de por lo menos 6 ampolletas a 37. 0 y otro lo- 

te, también de por lo menos 6 ampolletas a LCC y se determina el - 

tiempo en que el contenido de microorganismos viables de las mues- 

tras mantenidas a 37' C es de 50% con respecto a las muestras mant_e_ 

nidas a 4. C. El tiempo debe ser mayor o cu do n2rps igual al ob

tenido en una vacuna de referencia. 

7. 10 Control Externo

En México solo el Instituto Nacional de Higiene produce esta vacuna

por lo que no se controla en el Laboratorio Central c la S. S. A. - 

sino que se envían muestras períodicamente al State , Serumintitut

de Dinamarca para su control. 

8. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna liofilizada se debe conservar en ampolleta ámbar protegi

da de la luz, entre 2 y 10. C. 
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La vacuna es estable 15 meses después de la última prueba de poten

cia satisfactoria. 

9. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas debe indicar

lo siguiente: 

Vacuna BCG liofilizada

Cepa usada

Cantidad de microorganismos por dosis humana

Estabilizador empleado

No contiene conservadores

Volumen total contenido en el envase despuás de rehidratar

Volumen y naturaleza del diluyente

Dosis recomendada

Vía de administración

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10. 0

Protéjase de la luz

Descártese la vacuna que no se haya empleado en las siguientes 8 h

a su rehidratación. 

10. 0 PRESENTAC1ON Y ESQUEMA DE INMUNIZACION



10. 1 Presentación

Envases con 10 o más dosis segGn la vía de administración con el - 

diluyente por separado. 

10. 2 Esuclema de Inmunización

La vacuna oral se administrar 5 en dosis única a niños recién naci- 

dos que no hayan estado en contacto con enfermos tuberculosos. 

Las vacunas por multipuntura, escarificación e intradérmica se ad- 

ministrarir a individuos mayores. 

La inmunidad resultante es permanente. 

11. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

11. 1 Indicaciones

Después de administrada la vacuna se esperan 6 meses para llevar - 

a cabo la tuberculino- reacción, en la mayoría de los casos se en- 

cuentra conversión a tuberculino- reacción positiva. En caso con- 

trario se repite la vacunación y la tuberculino- reacción 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
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La OMS recomienda que no se debe administrar a personas con tuber- 

culino- reacción positiva. 

Sin embargo en los Oltimos aPios, el consenso general de los sanita

ristas es que la vacuna BCG debe aplicarse a todos los individuos

independientemente del resultado de la tuberculino- reacción, ya -- 

que los riesgos al aplicarla a individuos tuberculino- reacción po- 

sitiva son de menor importancia si se considera que al- administrar

la vacuna se tiene mayor seguridad de que el individuo quedó efec- 

tivamente protegido frente a la infección. 
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VACUNA ANTITIFOIDICA

1. 0 INTRODUCCION

Salmonella typhy penetra al organismo debido a la ingestión de pro- 

ductos contaminados; los alimentos que se consumen crudos pueden - 

adquirir el microorganismo por contacto con las manos sucias de por

tadores asintomSticos. Las epidemias con frecuencia son ocasiona- 

das por la contaminación 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 infección. 

El período de incubación es de 10 a 14 citas, gradualmente se desa- 

rrolla fiebre recurrente con tendencia a elevarse, la cefalea inten

sa y la adenitis mesentérica suelen ser los stntomas As destacados

durante los primeros 10 citas y van acompañados de malestar general, 

anorexia, naC;seas y vómito; durante este período son comunes el es- 

treñimiento, las molestias abdominales y meteorismo. Hacia la ter

cera semana ja fiebre se mantiene elevada con variaciones diarias - 

entre 39 y 40. 5* C asociadas con escalofrfos y sudoración intensa; - 

en ocasiones se presenta delirio y se observa en el paciente una ex

presión turbada y de asombro. La administración 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 dta, Son caracteristicas de es
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ta fase la leucopenia, espienomegalia y la aparición de un exantema

constituído 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 nivel sistémico el bacilo invade el tejido linfético del intesti- 

no y de allí Pasa a los ganglios mesentéricos multiplicandose en -- 

ellos para llegar al conducto torScico, de donde pasan a la circula- 

ción general, debido a ésto durante la primera semana puede reali- 

zarse el diagnóstico mediante el hemocultiyo. 

A partir del torrente ciculatorio se disemina a varios órganos in- 

cluyendo riñón; ocacionando bacteriuria. Los microorganismos tam- 

bién se localizan en ganglios linfáticos, en bazo; el cual se hace

palpable, en pulmón. médula ósea e hígado; se multiplica en vías - 

billares y regresa con la bilis al intestino delgado lo cual contri

buye aún mas a la afección de las placas de Peyer. Durante la se- 

gunda y tercera semanas se eliminan gran cantidad de bacilos en las

heces fecales, ésto hace posible el diagnóstico mediante coproculti

vo. Las lesiones mas importantes en esta etapa son: Necrosis fo- 

cal del hígado, inflamación de la vesícula biliar, hiperplasia y - 

necrosis del tejido linfoide, por ejemplo de las placas de Peyer, lo

cual llega a ocasionar hemorragia y perforación intestinal que pue- 

den ser mortales. 

Después de una infección clínica o subclínica, en cierto número de

individuos, el bacilo permanece en los tejidos durante períodos de

tiempo variables y son eliminados en las excretas, constituyéndose

así en portadores convalecientes o portadores sanos permanentes que
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como se dijo antes, son fuente de intección. . 

Los anticuerpos, en títulos detectables por las técnicas de alutina

ción, aparecen durante la segunda semana de la enfermedad. 

Algunas especies de Salmonella causan gastroenteritis, también Ila

mada " intoxicación alimenticia", entre éstas se tiene a S. typhi- 

murium, S. enteritidis y S. derby Los síntomas comienzan des- 

pués de 1. a 3 días de incubación y se deben a una irritación local

intensa en las mucosas producida por las toxinas liberadas por los

microorganismos ingeridos. No se presenta invasión del sistema

circulatorio ni diseminación a otros órganos. 

2. 0 DEFINIC1ON

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

gión en solución salina isotónica que contiene 1000 millones de bac

terias por ml de Salmonella typhi 2, inactivadas por calentamiento

a 56cC durante 1 h y adicionada del 0. 5% de fenol como conservador. 

3. 0 CEPA

La cepa empleada en la preparación del lote semilla es Salmonella

typhi Ty2 que se recibe y conserva liofilizada. 

3. 1 Lote de Siembra

El material liofilizado se rehidrata con 0. 5 a 1. 0 ml de infusión - 
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cerebro - corazón o con agua peptonada al I! 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 típico 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 37C. 

3. 2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

3. 2. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

3. 2. 2 Pureza ( Apéndice I, 1. 2) 

Se realizan frotes que se tiñen 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 Identidad ( Apéndice 1, 1. 3. 2) 

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

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

anti -ii y anti -0 ) de alto título. Con los sueros anti -Vi y anti -H

se deberán obtener reacciones positivas de acuerdo al título de los

sueros, en tanto que con el anti -0 la aglutinación será ligera o ne

gativa. Después de calentar la suspensión durante 60, minutos en
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baño de agua hirviendo , la aglutinación obtenida con el suero anti -0

ser5 la correspondiente al título de dicho suero. 

3. 2. 4 Prueba de Virulencia

Se emplea un lote de ratones de 15 a 20 g que se inocula por vía in

traperitoneal con 0. 5 ml de una suspensión en solución salina iso - 

tónica 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 deber5n morir en un período de 72 h. 

4. 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 suspensión del lote de siembra y se incuban horizon- 

talmente a 37' C durante 18 h. 

4. 2 Cosecha

Los cultivos se observan macroscooicamente y se desechan los que -- 

presenten desarrollo atípico. A cada frascos de Roux se le adicio

nan de 10 a 15 ml de solución salina isotónica amortiguada con fos- 

fatos ph 7. 2 , se ag; ta suavemente para desprender el desarrollo -- 
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bacteriano y se toma una muestra para realizar un frote que se teñi

ré al Gram. Las suspensiones que den resultados satisfactorios se

reúnen en frascos de centrífuga con succión y filtrando a través de

gasa. Se centrifuga a 3500 rpm durante 40 minutos, se elimina el

sobrenadante y el sedimento se resuspende en solución salina isotó- 

nica amortiguada, las suspensiones contenidas en cada frasco de cen

trífuga se prueban nuevamente por tinción al Gram. 

4. 3 Reunión de Concentrados

Las suspensiones que pasaron satisfactoriamente las pruebas de pure

za, se reúnen en un frasco Pyrex de 20 litros, en seguida se reali- 

za la cuenta nefelométrica. 

4. 3. 1 Cuenta Directa de Microorganismos

Se toma una muestra de la suspensión concentrada, después de homoge

nizarla perfectamente se diluye 1 a 20 y se lee en el nefelómetro a

500 nm y se determina la concentración de bacterias comparando con

el esténdar de la O. M. S. que consiste en una suspensión de partícu- 

las de sílice y aue equivale a 10 U: de opacidad por ml de suspen- 

sión bacteriana. 

4. 4 Inactivación

Se le adapta al frasco un termómetro estéril y se coloca en un baño
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de agua previamente calentado a 56 + CC, cuando la temperatura de

la suspensión bacteriana llega a 56' G se empieza a contar el tiempo

de calentamiento de 1 h. 

Durante el calentamiento la suspensión se agita con frecuencia. 

4. 4. 1 Prueba de nactivación ( Ap4ndice 1, 3. 0) 

Se siembran dos tubos conteniendo caldo nutritivo con 0. 5 ml de la

suspensión 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 inactivación con calor y nue

vamente se realiza la prueba. 

4. 5 Dilución Final de la Vacuna

En base al contenido de microorganismos ( 4. 3. 2) se realiza la dilu- 

ción final a tener 1000 millones de bacterias por ml, empleando co- 

mo diluyente solución salina isotónica amortiguada a pH 7. 2 a la que

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

concentración final. 

5. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

5. 1 Esterilidad Bacteriana y Mic6tica ( Ap4ndice 1, 6. 1) 

5. 2 Pureza ( 3. 2. 0
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5. 3 Identidad ( 3. 2. 2) 

5. 4 Concentración de microorganismos

Se realiza como se describe en ( 14. 3. 2), sin hacer dilución. 

5. 5 Prueba de Inocuidad ( Apéndice I, / 3. 0) 

5. 6 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 míni- 

mo 4 grupos de no menos de 12 animales para cada lote de vacuna; y

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

ba. Loa ratones se inmunizan con 0. 5 ml por vía 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

ción salina isotónica y son 1: 40, 1: 200, 1: 1000 y 1: 5000. Por lo

menos el 90% de los ratones asignados a cada grupo debe sobrevivir

el período de inmunización de 7 días' 

Microorganismo de drueba: Se emplea como cepa de prueba una que

haya demostrado tener una DL50 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 tiñen al Gram para

verificar la morfología y pureza de la cepa. El cultivo que se em
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plea para hacer la prueba no debe ser de más de 18 h y de no mas de

5 pases suscesivos. El desarrollo se suspende en solución salina

isotónica, se filtra y se ajusta nefelométricamente a tener 109 mi- 

croorganismos por ml, de esta suspensión se parte para hacer dilucio

nes con solución salina isotónica conteniendo respectivamente

20 000, 2000, 200 y 20 microorganismos por ml y después se diluye - 

con mucina al 5% para tener 1000, 100, 10 y 1 microorganismo en

0. 5 ml, La primera dilución es la dosis de prueba y las tres úl- 

timas se utilizan para la determinación de la DL 50. 

Desarrollo de la prueba: Todos los ratones inmunizados tanto con

la vacuna de referencia como con las vacunas de prueba, se inoculan

por vía intraperitoneal, comenzando con los vacunados y terminando

con los testigos 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 último ratón, Los ratones testigos se i- 

noculan en grupos de 10 con 1000, 100, 10 y 1 microorganismos sus- 

pendidos en 0. 5 ml de mucina. 

De la suspensión en solución salina que contiene 20 microorganismos

por ml, se siembra 1 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 número de colonias

desarrolladas que deberá ser cercano a 20. 

Después de la inoculación con el cultivo de prueba, se ajusta el nú

mero de animales a 10 por cada dilución y se observan diariamente - 

durante tres dTas. Se anotan las muertes y sobrevivientes de cada

dilución y se calcula la DE50 por el método de Reed- Muench. 
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cuna de prueba deberé mostrar por lo menos una protección igual a - 

la de referencia. 

Los ratones testigos inoculados con la doE s de prueba deberén mos- 

trar una mortalidad del 80 al 100%. Con los resultados de los gru

pos de ratones testigos inoculados con las diluciones del microorga

nismo de prueba, se calcula la DL50. 

5. 7 Controles Químicos

5. 7. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

De 6. 8 a 7. 2

5,. 7. 2 Contenido de Proteínas Totales ( Apéndic 11. 1) 

Debe contener no menos de 0. 05 mg/ ml

5. 7. 3 Cloruro de Sodio ( Apéndice 11, 8. 0) 

No ms de 0. 9% de cloruro de sodio

5. 7. 4 Fenol ( Apéndice 11, 9. 0) 

No más de 0. 5% 

6. 0 ENVASADO
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Se envasa en frascos Smpula con agitaci6n continua. 

7. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

7. 1 Esterilidad Bacteriana y MictStica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Identidad ( 3. 2. 2) 

7. 3 Inocuidad ( Apéndice 1, 8. 0) 

7. 4 Potencia ( 5. 6) 

7. 5 Controles QuImicos

7. 5. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

De 6. 8 a 7. 2

7. 5. 2 Proteinas Totales ( Apéndice II, 11. 1) 

No menos de 0. 05 mg/ mi

7. 5. 3 Cloruro de Sodio ( Apéndice II, 8. 0) 

No mas de 0. 9% 
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7. 5. 4 Fenal ( Apéndice II, 9. 0) 

No mas de 0. 5% 

8. 0 ALMACENAMIENTO 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 años despuás de la

cosecha de los cultivos, y no debe ser posterior a 18 meses de la - 

última prueba de potencia satisfactoria. 

9. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente para

Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar lo

siguiente: 

Vacuna antitifoídica

Cepa empleada

Contenido en millones de bacterias por ml

Conservador y su concentación

Cloruro de sodio y su concentración

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 0. 5 mi

Via subcutanea

Fecha de caducidad

Consérvese de 2 a 10° C
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Agítese antes de usarse

10. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

10. 1 Presentación

Frasco ámpula con 5 ml o con 25 ml ( 10 y 50 dosis respectivamente). 

10. 2 Esquema de Inmunización

Se aplican dos dosis de 0. 5 ml con intervalo de una a dos semanas, 

en los niños la dosis es de 0. 25 ml por via subcutánea. 

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

un refuerzo anual. 

11. 0 INDICACIONES Y REACCIONES SECUNDARIAS

11. 1 Indicaciones

Inmunización activa contra la fiebre tifoidea. 

11. 2 Reacciones Secundarias

Se aprecia dolor, rubicundez e inflamación en el sitio de la inyec- 

ción, los síntomas 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 vómito, diarrea y dolor abdominal. 
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VACUNA ANT1PERTUSSIS

1. 0 INTRODUCCION

El agente causal de la tosferina, Bordetella pertussis penetra al - 

organismo por las vías respiratorias superiores. 

El contagio se produce por el pflügge o por contacto con portadores. 

Los síntomas ' iiirocrrgios hacen que se pueda confundir con el resfria

do común, y consisten en cefalea , ligero acenso de temperatura, 

dolores musculares y ardor en la garganta. 

El período de incubación es de dos semanas, al cabo de las cuales

se presenta una etapa catarral con tos que va en aumento. El baci

lo se instala en la mucosa de la tráquea y bronquios e interfiere - 

con el movimiento ciliar, al lisarse los microorganismos se liberan

endotoxinas que irritan7a las células superficiales dando lugar a - 

un incremento de los síntomas catarrales y a una marcada linfocito - 

sis; mas tarde puede presentarse necrosis en el epitelio con infil- 

traciones polimorfonucleares, inflamación peribronquial y neumonía

intersticial. Los bacilos se localizan entre los cilios de las vi

as respiratorias superiores por lo que esta etapa es la más conta- 

giosa. 

En la etapa paroxfstica que dura de 4 a 5 semanas se presentan los

accesos de tos frecuentes acompañados del silbido característico de

esta enfermedad y se produce un rápido agotamiento, pudiendo estar

asociado con convulsiones, vómito y cianosis, duraptelesta etapa au

menta el riesgo de complicaciones por infecciones colaterales con - 

neumococo y otras bacterias/ que producen neumonia bronquial. Pos- 

42 - 



teriormente se presenta una etapa de recuperación muy lenta que se

prolonga de dos a tres meses. 

La tosferina es una enfermedad típica 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 desnutrición. 

A esta infección no se le da la importancia que realmente tiene, ya

que puede presentarse una secuela encefalítica que con relativa fre

cuencia causa transtornos neurológicos que pueden llegar hasta el - 

retraso mental irreversible asi como trastornos permanentes de la - 

función respiratoria. 

2. 0 DEFIN1C1ON

1 - 

Vaccinum pertussis es una suspensión de B. pertussis en fase 1 inac- 

tivada por la adición de timerosal al 0. 05%, refrigeración a 5. 0 -- 

por dos semanas y calentamiento a 56* C durante 30 minutos, o bien - 

por la adición de formalina al 0. 07% Y calentamiento a 56* C durante

1 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 tetánico

y diftérico adsorbidos en foafato de aluminio. 

3. 0 CEPAS

Para su preparación se usan las cepas 509 y 134 asi como las aisla- 
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das en la localidad, estas cepas completan el cuadro antigénico ne- 

cesario y se mantienen liofilizadas. 

3. 1 Preparación del Lote de Siembra

Se rehidrata una ampolleta del cultivo liofilizado de cada cepa con

ml de peptone al 1% estéril y se siembra en cajas con medio de - 

Bordet -Gengou incubándolas a 35° C por 72 h, a cada cultivo se le - 

realizan pruebas de identidad y pureza; los que satisfagan éstas, - 

se siembran en cajas 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 ml de medio HBP- 1 que se incuba a 35° C por 24 h con agitación - 

rotatoria ( 200 rpm). 

3. 2 Controles a las Cepas y al Lote de Siembra

3. 2. 1 Pureza ( Ap4ndice 1, 2. 0) 

Se realizan frotes que se tiñen al Gram; deberán observarse exclusi

vamente cocobacilos Gram - negativos con tendencia a formas cadenas - 

cortas. 

3. 2. 2 Identidad



3. 2. 2. 1 Características del Desarrollo ( Apéndice 1, 1. 1) 

En medio de Bordet -Gengou deberán observarse colonias gris -perla, - 

lisas y brillantes a las 48 h de incubación a 34 6 36%. En gelo- 

sa sangre debe observarse desarrollo con actividad hemolftica a las

48 ó 72 h. No debe haber desarrollo en gelosa nutritiva si el mi- 

croorganismo está en fase 1, ya que cuando cambia de fase sr se pro

duce desarrollo. 

3. 2. 2. 2 Prueba de AgLetinación ( Apéndice 1, 1. 3. 2) 

10

Se mezclan 0. 1 ml de la suspensión bacteriana que contenga 1 X 10

microorganismos por ml con 0. 1 ml del suero antipertussis fase 1 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 solución salina isotó

nica para facilitar la lectura que se realiza sobre la cara cóncava

del espejo de un microscopio para observar mejor la aglutinación, - 

el título obtenido debe aproximarse al del suero inmune empleado. 

3. 2. 3 Virulencia en Ratón

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

0. 03 ml, por vía intracerebral a ratones de 12 g que deberán morir

en 5 a 6 días. 
S t'
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3. 2. 4 Dermonecrosis en Conejo
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Se inyectan 0. 1 mi de una suspensión que contenga 1000 millones de

microorganismos por ml, por vía intradérmica a conejos albinos, des

pués de 48 a 72 h, se deberá observar una zona de necrosis hemorrá- 

gica característica en el sitio de la inoculación. 

4. 0 PREPARAC1ON DE LA VACUNA

Se usa el medio líquido HBP- 1 que contiene; ácidos casamínicos, al- 

midón soluble, glutatión, ácido nicotínico, NaCl, KCI, K2HP03, ---- 

M9C117H20, CaCl2, FeSO4, CuSO4, el pH final debeser de 6. 9 . 

4. 1 Siembra

Con el desarrollo de cada matraz Erlenmeyer ( 3. 1) se siembran garra

fones de 4 litros conteniendo 1. 5 litros de medio HBP- I, se incuban

a 35° C por 18 h con agitación rotatoria ( 125 rpm) y de este desarro

llo se inoculan garrafones de 4 litros conteniendo 1, 5 litros del - 

mismo medio que se incuban 48 h a 35° C con agitación rotatoria (-- 

125 rpm). 

4. 2 Cosecha

Se revisan macroscópicamente los cultivos; los que presenten desa- 

rrollo atípico se desechan. De los cultivos aceptados se realizan

Frotes para la prueba de pureza y el contenido de los frascos de de

sarrollo correspondientes a cada una de las cepas que muestren re- 
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sultado satisfactorio se pasan a frascos de centrífuga filtrando la

suspensión a través de gasa. Se centrifuga a 3000 rpm durante 60

minutos, el sobrenadante se desecha y el sedimento se resuspende en

solución salina amortiguada estéril. A estas suspensiones se les

realizan las pruebas de esterilidad bacteriana y micótica y de pure

za y se reúnen para constituir la " suspensión individual" 

4. 3 Controles Intermedios a la " Suspensión Individual" 

4. 3. 1 Pureza ( 3. 2. 1) 

4. 3. 2 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

4. 4 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 erróneo provocado por la lisis de los microorga- 

nismos durante el proceso. 

4. 4. 1 Cuenta Nefelométrica

Se determina la concentración de bacterias comparando contra un es- 

tAndar de la OMS que consiste en una suspensión de vidrio Pyrex que

se lee a 530 nm, que equivale a 10 Ul de opacidad por ml de suspen- 
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sión y corresponde a 10 000 millones de microorganismos en 0. 5 ml. 

4. 5 Inactivación

Se ajusta el pH de la suspensión a 7. 0 y se adiciona timerosal al - 

10% hasta tener una concentración final de 0. 05% se almacena a 4° C

durante una semana y enseguida se somete a calentamiento a 56' C por

30 minutos; se incuba 24 a 36* C y se almacena a Ll' C mientras se rea

liza la prueba de inactivación, si ésta no es satisfactoria se repi

te el período de calentamiento una vez más y se realiza nuevamente

la prueba, si no es satisfactoria todavía se prolonga el tiempo de

refrigeración y se vuelve a probar hasta que se obtengan resultados

satisfactorios. 

4. 5. 1 Prueba de Inactivación ( Apéndice I, 3. 0) 

Se siembran allcuotas de la suspensión en medio HBP- 1 sólido y li- 

quido. incubándolas a 35° C por 7 días; 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 vía intraperito- 

neal con un volumen de vacuna que contenga por lo menos 5000 millo- 
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nes de microorganismos, y el otro con igual volumen de solución sa- 

lina isotónica ( 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 días deberán presentar como mínimo el 60% de la ganancia

de peso del grupo control. 

Si muere algún ratón la prueba se repite y en esta segunda prueba

la mortalidad no debe exceder al 5% . 

5. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

5. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

5. 3 Prueba de Potencia ( Protección al Ratón) ( 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 éstos

se probaré la vacuna estándar y la vacuna problema respectiva- 

mente, el otro lote se divide en cuatro subgrupos de 10, de és- 

tos, uno se empleará como control de la virulencia en la dosis

de prueba y con los otros tres se determinará la 0L50
Microorganismo de prueba; se utiliza la cepa 18- 323 que se mantiene

liofilizada y para su utilización se dan tres pases en medio de

Bordet -Gengou, se prepara una suspensión del desarrollo del ter
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cer pase, de 20 a 24 h de incubación a 35° C, en solución de áci

dos casaminicos al 1% en NaC1 al 0. 6% amortiguada, con pH de -- 

7. 1 , se ajusta el contenido de microorganismos a 10 unidades - 

de opacidad y se esta suspensión se diluye a una unidad de opa- 

cidad ( 109 microorganismos/ mi), y enseguida se diluye a que con

tenga 105 microorganismos en 0. 03 ml ( Suspensión de prueba). 

De esta suspensión se preparan diluciones 1: 50, 1: 250 y 1: 1250

para el cálculo de la DL50

Inmunización 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 vTa intraperitoneal, el lote testigo no se

inmuniza pero se mantiene en las mismas condiciones que los in- 

munizados. El intervalo entre la inmunización y la aplicación

de 4a dosis de prueba será de 14 dias y por lo menos el 94% de

los ratones inmunizados deberá sobrevivir. 

Aplicación de la dosis de prueba; Se inoculan los dos lotes de ani- 

males inmunizados y 10 ratones del lote testigo con 0. 03 ml de

la suspensión de prueba por via intracerebral y los tres lotes

restantes de los ratones de control se inoculan con las dilucio

nes de la dosis de prueba conteniendo respectivamente 2000, 400

y 80 microorganismos en 0. 03 ml

La inoculación se realiza comenzando con los animales vacunados

y terminando con los testigos; no deberá transcurrir mas de 2. 5

horas desde el momento en que se recoja el desarrollo bacteria- 

no y se inocule al último de los animales, Una vez terminada

la inoculación, se comprueba la viabilidad de la dosis de prue- 
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ba sembrando 1 ml de la suspensión que contenga 80 microorganil

mos en 0. 03 ml, diluida 1: 5, en una placa con medio de Bordet - 

Gengou y se incuba a 35° C durante 72 h. La cuenta indirecta

deberé equivaler por lo menos a la cuarta parte de la concentra

ción calculada a partir de la opacidad. 

Tres días después de la inoculación se eliminan los excedentes de

los sublotes para que queden 16 animales en cada uno ( Los muertos

durante este periodo se deben al traumatismo de la inyección intra- 

cerebral y no se consideran para la prueba). Se mantienen en ob- 

servación durante 14 dTas anotando el número de sobrevivientes y -- 

muertos para cada dilución, los animales que muestren parálisis o - 

aumento del volumen del craneo al final del periodo de observación, 

se considerarán como si hubieran muerto. Por lo menos el 90% de - 

los animales del lote control para la virulencia de la dosis de prue

ba deberán morir en este periodo. 

La potencia de la vacuna se calcula por el método de Wilson y Wor- 

chester y no debe ser menor a 4 UI por dosis individual. 

5. 4 Controles Químicos

5. 4. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

De 6. 8 a 7. 4

5. 4. 2 ProteTnas ( Apéndice 11, 11. 1) 



No deber S exceder de 0. 03 mgiml. 

5. 4. 3 Timerosal ( Apéndice 11, 13, 0) 

Deberdeterminarse para ajustar el contenido final de la vacuna s2

la o mezclada a 0. 01% , 

6. 0 ENVASADO

Si el producto pasa satisfactoriamente todas las pruebas anteriores

ss envía al departamento de mezclas finales donde se adiciona a los

toxoide tetSnico y diftérico adsorbidos en fosfato de aluminio, se

ajusta la concentración de timerosal a 0. 01% y se envasa con agita- 

ción contínua ( vacuna triple). 

Puede ademSs adsorberse en fosfato de aluminio y envasarse como va- 

cuna antipertussis adsorbida sola. 

7. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL ( DPT) 

Como prScticamente toda la producción de vacuna antipertussis se em

plea para la preparación de la vacuna triple, aqui se describen el

control para dicha vacuna. 

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Identidad
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Deben obtenerse resultados satisfactorios en las pruebas de identi- 

dad para: 

Vacuna antipertussis ( 3. 2. 2. 2) 

Toxoide teténico ( Apéndice 1, 9. 5) 15 ULf por dosis humana. 

Toxoide diftérico ( Apéndice 1, 9. 5 ) 15 ULf por dosis humana. 

Para realizar las pruebas de identidad y cuantificación de las ULf, 

se debe solubilizar el adyuvante con citrato de sodio para poder ob

servar la floculación y la aglutinación en el caso de vacuna anti- 

pertussis. 

7. 3 Inocuidad ( Apéndice 1, 8. 0) 

7. 4 Potencia

Vacuna antipertussis ( 5. 3) 

Toxoide tet5nico ( Apéndice 1, 9. 6) 2 UI por ml de suero. 

Toxoide diftérico ( Apéndice 1, 9. 6) 2 Ul por mi 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 11, 7. 0) 
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No ms de 4. 0 mg/ m1 expresado como aluminio. 

7. 5. 3 Tlmerosal ( Apéndice II, 13. 0) 

No ms dei 0. 01% 

7. 5. 4 Formo! Residual ( Apéndice II, 10. 0) 

No mSs de 0. 02% 

7. 5. 5 Proteinas ( Apéndice 11, 11. 1) 

No hay llmite establecido. 

8. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO ( DPT) 

8. 1 Esterilidad Bacteriana y Miciitica ( Apéndice I, 6. 1) 

8. 2 Identidad ( 7. 2) 

8. 3 Potencia ( 7. 4) 

9. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Se debe- conservar entre 2 y 10* C y evitar que se congele. 

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

la última 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. 

10. 0 ROTULADO

Además de los datos indicados en el Reglamento General para Labora- 

torios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar lo siguien

te: 

Vacuna DPT ( Diftérica- Pertussis- Tetánica) adsorbida

Concentración expresada en: 

Millones de microorganismos por dosis individual humana ( antiper

tusis) 

ULf por dosis individual humana ( toxoides diftérico y tetánico) 

Conservador empleado y su concentración

Adyuvante empleado y su concentración

volumen total contenido en el envase

Dosis : 0. 5 ml

Vía de administración: Intramuscular profunda

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10° C

No se congele

11. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

11. 1 Presentación

La vacuna DPT se presenta en calas con tres ampolletas de 0. 5 ml ca
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da una, en frascos ámpula con 1. 5 ml ( tres dosis) v 7. 5 ml ( quince - 

dosis). 

11. 2 Esquema de Inmunización

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 año de la terce

ra y un refuerzo antes del ingreso a la escuela. 

La protección contra la tosferina y la difteria es necesaria solo

durante la infancia en tanto que se debe estar protegido frente a

tétanos durante toda la vida por lo que se deberá dar como mínimo

un refuerzo cada 10 años con toxoide tetánico adsorbido. 

12. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

12. 1 Indicaciones

La vacuna triple se adminstrará a niños entre dos meses y 6 ----- 

años de edad. 

La vacuna simple adsorbida se administrará a los donadores de suero

antipertussis de origen humano. 

12. 2 Contraindicaciones

La vacuna está contraindicada en mayores de 6 años y en personas con

antecedentes convulsivos. 
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TOXOIDE TETANICO

1. 0 INTRODUCCION

El agente causal del tétanos es Clostridium tetani. A diferen- 

cia de otros tipos de Clostridia, no ocasiona necrosis local, su - 

acción es neurotóxica. Los bacilos o sus esporas penetran al or

ganismo a través de de heridas abiertas; cualquier accidente es po

tencialmente tetanTgeno si la herida se produjo con un objeto su- 

cio, especialmente si está contaminado con heces de herbívoros. 

El uso de estiércol como fertilizante hace que los accidentes en

áreas verdes tengan un alto riesgo de contaminación con tétanos. 

Esta infecci6n se considera riesgo profesional en jardineros, cam- 

pesinos, deportistas, personal que maneja ganado, personal médico, 

de laboratorios y bioterios, plomeros y soldados. Los acciden- 

tes que se producen en las playas cercanas a la desembocadura de - 

ros y canales de aguas negras también tienen un alto riesgo de -- 

contaminación con tétanos. Debido a la amplia diseminación de las

esporas de C tetani cualquier herida expuesta tiene la posibilidad

de infectarse con este microorganismo. 

El periodo de incubación es de 4 a 5 das aunque se puede prolongar

por varias semanas, los sintomas prodr6micos 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
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la región maxilar, cuello y región lumbar; es típica de esta fase

la rigidez de la nuca, el espasmo de los músculos de la mastica— 

ción ( boca de candado) y de los músculos faciales ( risa sardónica). 

Al avanzar la enfermedad se presenta sensación de tirantez en el - 

tórax, rigidez en la pared abdominal, en la espalda y en los miem- 

bros, posteriormente sobrevienen espasmos tónicos y dificultad pa- 

ra respirar, toser y deglutir, hay sudoración profusa y fiebre mo- 

derada; las convulsiones son favorecidas por estímulos externos -- 

por ejemplo ruidos, luz intensa etc... Durante este per; odo pue- 

de sobrevenir la muerte del paciente por asfixia durante la convul

sión; si el paciente sobrevive, la intensidad de los espasmos em- 

pieza a decrecer en el curso de la segunda semana aunque el perío- 

do de recuperación se alarga a veces hasta por varios meses antes

que el restablecimiento sea completo. En zonas rurales es todavía

común el tétanos neonata] ocasionado por las malas condiciones hi- 

giénicas durante la atención del parto. 

La mortalidad por esta enfermedad depende de la gravedad de la in

fección y de la oportunidad con que el paciente recibe la antito- 

xina. 

2. 0 DEFINICION

Toxoidum tetani es un producto purificado derivado de la toxina ob

tenida del C. tetani cultivado en un medio líquido apropiado, deto

xificada por la adición de formalina a tener 0. 35% e incubación a
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37 C durante 23 dias y adicionado de timerosal como conservador. 

Se presenta solo ( fluido), adicionado de fosfato de aluminio como

adyuvante ( toxoide adsorbido), mezclado con toxoide diftérico, va- 

cuna antipertusis y adyuvante ( DPT) y mezclado con toxoide diftéri

co y adyuvante ( DT). 

3. 0 CEPA

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

se recibe y conserva liofilizada. 

3. 1 Conservación de la Cepa

Se rehidrata la cepa con 1 6 2 ml de medio fluído de tioglicolato, 

se siembra en un tubo con 30 ml del mismo medio y se incuba a 37. 0

por 24 h. El contenido de este tubo se pasa a un frasco con 3 li

tros de medio de Müller y Miller modificado y se incuba de 24 a 48

horas a 35. 0 procediéndose a la prueba de pureza, si ésta es satis

factoria, se centrifuga la suspensión a 2 000 rpm por 25 minutos, 

se descarta el sobrenadante lavando el sedimento con solución sali

na isotónica, se resuspende en leche descremada y luego se envasa

en ampolletas que se liofilizan, sellan al vacío y se almacenan a

3. 2 Lote de Siembra
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Se rehidrata el contenido de una ampolleta con medio fluído de tio

glicolato y se siembra en un tubo con el mismo medio que se incuba

a 37aC 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 disminución en el título de la toxina en los lotes de pro

ducción, 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 congelación. 

3. 3, Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

3, 3. 1 Pureza ( Apéndice I, 2. 0) 

Se hacen frotes del desarrollo que se tiñen 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 días a 35aC en aerobiosis y en

medio Sabouraud que se incuba 7 días de 18 a 22aC. 

No debe haber desarrollo en ningún caso. 

4. 0 OBTENCION DEL TOXOIDE

Para la obtención del toxoide se deben observar además de las nor- 

mas especificadas en el Reglamento General para Laboratorios Pro- 
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ductores de Biológicos las siguientes: " Todas las operaciones de

fabricación hasta la detoxificación deberán hacerse en locales cern

pletamente separados y utilizando materiales y personal exclusivos" 

Wo se Aebe colocar en el mismo cuarto de incubación a la toxina y
al Itnoi:de' ' ti personal que labora debe ser exclusivo para este

departamemto y se debe contar con ropa ( incluyendo zapatos), para

uso único de la oi-a de p-roducción", " Están prohibidas las visitas

sociales". 

fare la producción se usa el medio líquido de Müller y Miller modi

Virado que contiene glucosa, cistina, vitaminas, caseína hidroliza

de, NaCl, MgS° 4. 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 capacidad colocando 15 litros de medio, el medio se enfría a

37" C después de la esterilización en baño de agua con hielo. El

enfriamiento rápido y el volumen de medio crean las condiciones de

anaerobiosis necesarias para el microorganismo y además al comenzar

el desarrollo de éste, se desprende H2S que desplaza el aire de los

garrafones y se logra la anaerobiosis completa. 

4. 1 Siembra

Con el desarrollo de los tubos se siembran los garrafones con medio

de Müller y Miller modificado, se incuba 6 días a 35. 0 y luego 3 dí

as a 4* C para aumentar la liberación de toxinas por 1isis. 
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L+. 1. 1 Pureza ( 3. 3. 1) 

Solamente se hacen frotes teñidos con Gram. 

4. 1. 2 Cálculo de Unidades Lf ( Apéndice 1, 9. 5) 

io
Se diluye la antitoxina patrón hasta tener 50 LF/ ml con solución a

mortiguadora 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 producción y se completa a 2. 0 ml con soluci.pn amorti

guadora, se incuba a 50- C y se observa en que tubo ocurrió la flo- 

culación en primer término. Generalmente esto sucede en 20 o 30

minutos. Se calculan las ULf por ml. 

4. 1. 3 Cálculo de la Dosis Mínima Letal ( DML) ( Apéndice 1, 4. 1) 

141A tal -1191(40v 91- 1M SC / 4?7" oto -e-4 / . 101co vt4 AtYok

c-01
Se toman muestras del cultTvo que se centrifugan 20 minutos

3 000 rpm y se separa el sobrenadante, con éste se hacen diluciones

con solución de peptona al 1% en cloruro de sodio al 0. 5% que com- 

1
prendan desde 1X10 hasta 1X10; con cada dilución se inoculan lo

tes de ratones de 18 a 20 g con 0. 5 ml por vía subcutánea, se obser

van durante 5 días anotando el tiempo de muerte de los ratones, se

multiplica la máxima dilución en que murieron los an' males por un

factor calculado experimentalmente en función del tiempo de muerte

y que se encuentra en la siguiente tabla. 

Ref. ; Arch. Exp. Path. Pharmak.: 197, 536, 1941) 
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Tiempo Factor Tiempo Factor Tiempo Factor

h h h

12 282 60 2. 3 108 1. 10

18 45 66 2. 0 114 1. 05
24 18 72 1. 74 120 1. 00

30 8. 8 78 1. 55 126 0. 96

36 6. 3 84 1. 41 132 0. 93
42 4. 5 90 1. 30 138 0. 90

48 3. 4 96 1. 21 144 0. 83
54 2. 8 102 1. 15 150 0. 75

4. 2 Detoxificación

Se adiciona a la toxina formalina al 35% hasta alcanzar una concen

tración final del 0. 35%, se incuba a 37' C durante 23 días y se rea

liza la prueba de atoxicidad. 

6- , 

4. 2. 1 Atoxicidad ( Apéndice 1, 5. 0) 

7 rt.,, 

Se toman muestras del toxoide y se inyectan 5 ml, por vía intramus

cular a un mínimo de 5 cuyes de 350 a 450 g, se observan durante - 

23 días, no oeberán morir ni presentar síntomas de tétanos como son; 

dificultad al girar para ponerse en pié, parálisis en las extremida

des posteriores o encurvamiento de la columna vertebral y además - 

los animales deben ganar peso; ésto se controla pesándolos cada ter

cer día. Los resultados son satisfactorios si sobreviven los ani

males y ninguno presenta síntomas de tétanos, si no es así se con- 

tinúa la detoxificación y se repite la prueba. 

4. 3 Puríficación y Esterilización
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Se ajusta el pH de 7. 0 a 7. 2 con NaOH 1N 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- 

ci6n inversa para eliminar los componentes del medio de cultivo y

otras proteTnas de bajo peso molecular, se adiciona timerosal al - 

0. 01% como conservador y se esteriliza por filtración a través de

membrana. 

5. 0 CONTROL AL PRODUCTO INTERMEDIO A GRANEL

5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

5. 2 Cálculo de las ULf ( 4. 2. 2) 

5. 3 Controles QuTmicos

5. 3. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

De 7. 0 a 7. 1

5. 3. 2 Formo] Residual ( Apéndice II, 10. 0) 

No más de 0. 25% 

5. 3. 3 ProteTnas ( Apéndice II, 11. 0) 
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No hay límite establecido. 

5. 3. 4 Timerosal ( Apéndice II, 13. 0) 

No más de 0. 01% 

6. 0 MEZCLA FINAL

El toxoide concentrado se envía al departamento de mezclas finales

donde se adiciona fosfato de aluminio, toxoide difterico 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 tetánico adsorbido TT). 

7. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL ( TOXOIDE TETANICO ADSORBIDO) 

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Miceitica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

7. 3 Potencia ( Apéndice I, 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 y

se cuantifican los anticuerpos presentes en el suero. El produc- 

to se acepta si el suero de los cuyes contiene un mínimo de 2 Ul - 
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de antitoxina/ mi o si la respuesta es por lo menos igual a la de - 

un toxoide de referencia. 

7. 4 Controles QuImicos

7. 4. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

Entre 7. 2 y 7. 4

7. 4. 2 Fosfato de Aluminio ( Apéndice 11, 7. 0) 

No más de 4 mg/ mi expresado como aluminio. 

7. 4. 3 Formol Residual ( Apéndice 11) 10. 0) 

No más de 0. 02% 

7. 4. 4 Timerosal ( Apéndice 11, 13. 0) 

No más de 0. 01% 

8. 0 ENVASADO

Se envasa en frascos mpula o en ampolletas, con agitación conti- 

nua. 
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9. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

9, 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

9. 2 Identidad ( 4. 1. 2) 

El cálculo 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 floculación. En el caso de la vacuna tri- 

ple, después de solubilizar el adyuvante se centrifuga para elimi- 

nar las bacterias. 

9. 3 Potencia ( 7. 3) 

10. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Se conserva entre 2 y 10. 0 y no debe congelarse. 

El prodjcto es estable hasta 2 años después de la última prueba de

potencia satisfactoria. 

11. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados eyl el Reglamento General para La

boratorios Productores de Biológicos, debe indicar lo siguiente: 

Toxoide teténico adsorbido



Cantidad de toxoide expresada en ULF por dosis humana

Conservador empleado y su concentración

Adyuvante empleado y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 0. 5 ml

Vía intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10. 0

No se congele

12. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

12. 1 Presentación

Se presenta en ampolletas con 0. 5 ml conteniendo 10 ULf del toxoi- 

de o en frascos Smpula con dosis múltiples. El toxoide fluído se

presenta solo en dosis individuales. 

12. 2 Esquema de Inmunización

El toxoide tetSnico adsorbido se administra a personas mayores de

6 años en dos dosis de 0. 5 ml separadas por intervalos de uno a -- 

dos meses, una tercera al año de la segunda y un refuerzo cada --- 

10 años. 

La vacuna triple se administra en tres dosis de 0. 5 ml cada una, - 
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separadas por intervalos de 1 mes empezando a los 3 meses de vida y

una cuarta dosis un año después de la tercera, es muy recomendable

dar un refuerzo antes de que el niño ingrese a la escuela y poste- 

riormente se dan refuerzos cada 10 años con toxoide tetánico adsor

bido. 

La mezcla de toxoides diftérico- tetánico adsorbidos está indicada

para aquellos individuos mayores de 6 años que no han sido inmuni- 

zados con la vacuna triple, y que son susceptibles a la difteria - 

reacción de Shick positiva verdadera). 

13. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

13. 1 Indicaciones

Cuando se ha completado y mantenido el esquema de inmunización es

recomendable, pero no absolutamente necesario, administrar el toxoi

de fluído después de un accidente potencialmente tetanígeno con el
o

N- bc.ILL( AL,A1.1
P'4 fin dre lograr un aumento en el título de antitoxina. 

13. 2 Contraindicaciones

Hipersensibilidad al toxoide tetánico. 

No se administrará el toxoide a personas con esquema de vacunación

incompleto en caso de accidente potencialmente tetanígeno; en ese

caso se debe administrar la antitoxina y posteriormente continuar

el esquema de vacunación. 
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TOXOIDE DIFTERICO

1. 0 INTRODUCCION

El agente cau3a1 de la difteria es Corynebacterium diphteriae. 

Su patogenicidad radica en la capacidad de liberar exotoxinas. 

Aunque la infección es exclusiva para el hombre, la exotoxina es pa

tógena para el cuy, conejo, perro, gato y aves. 

La enfermedad se trasmite a través del flUgge y se presenta por lo

general a nivel de las mucosas del tracto respiratorio superior. 

El período de incubación es de 2 a 6 días y los síntomas prodrómi- 

cos son variados y poco significativos, generalmente se presenta - 

palidez, anorexia, quebrantamiento, ocasionalmente vómitos y una muy

ligera elevación de temperatura, enseguida se empieza a generar la

exotoxina que produce necrosis en el epitelio y ésto ocasiona un - 

exudado de fibrina y leucocitos que producen las pseudomembranas - 

de color blanco - 9 risaceo características de esta infección, los bor

des de las pseudomembranas sangran y el proceso necrótico genera un

olor característico; estas membranas pueden ocasionar dificultades

respiratorias e incluso asfixia, lo cual hace necesaria la traque2

tomía. Los trastornos respiratorios se deben a que la exotoxina

inhibe la formación 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 órganos, por ejemplo, degeneración parenquimatosa en
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corazón, hígado, riñones y cápsulas suprarrenales, parálisis del - 

paladar blando, de los músculos oculares y de las extremidades. 

Otras formas de la infección son: Difteria cutánea ( típica 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 obstrucción de las vías respirato- 

rias, paro cardiaco o ambas causas. 

En nuestro medio esta infección está casi erradicada. Se presen- 

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

pidemiológica. 

2. 0 DEFINICION

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

teriae cultivado en un medio líquido apropiado, detoxificada por la

adición de formalina y que lleva timerosal al 0. 01% como conserva- 

dor. 

3. 0 CEPA

Se usa la cepa lisogénica Park Williams -8 ( PW - 8) para la producción

de la exotoxina. Esta cepa se recibe y conserva liofilizada, para

lo cual se sigue un método semejante al descrito en toxoide tetáni

co ( 3. 1). 

3. 1 Lote de Siembra
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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 disminución en el tí- 

tulo de la toxina en los lotes de producción se descarta la cepa y

se comienza con otro cultivo liofilizado. 

3. 2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

3. 2. 1 Pureza

Se realizan frotes que se tiñen al Gram, se deben observar bacilos

rectos o ligeramente curvos. La cepa PW - 8 se comporta en forma - 

irregular en cuanto a la tinción de Gram. El desarrollo es típi- 

co en forma de velo observándose el medio de cultivo completamente

claro. 

4. 0 OBTENCION DEL TOXOIDE

Para la producción se usa el medio de Miller y Müller que contiene; 

vitaminas, cistina, cisteína, ácidos casamínicos, maltosa y iones

de Na, Mg, Ca y Fe. La cantidad de Fe contenida en el medio es - 

critica, siendo la óptima de 0. 14) 4g/ ml. 
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4. 1 Siembra

Los tubos del lote de siembra se incuban de 32 a 34% por 24 h co- 

locandolos en un ángulo de inclinación de 20. respecto a la horizon

tal con el fin de asegurar una máxima 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 Müller, se incuban 6 días de 32 a 34. C. Se revisa cada caja pa

ra comprobar que el aspecto del desarrollo es el típico y se reú- 

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 cálculo de las ULf, DML y determinación del N - amino. 

4. 1. 1 Cálculo del Nitrógeno -amino ( N - amino) ( Apéndice 11, 1. 4. 0) 

4. 1. 2 Cálculo de las ULf ( Apéndice 1, 9. 5) 

Se diluye la antitoxina patrón hasta tener 100 Lf/ ml con solución

amortiguada 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 producción y se completa el volumen a 2. 0 ml con

solución amortiguadora. Se incuba a 37% y se observa en que tubo

ocurrió la floculación en primer término. Se calculan las ULf/ ml. 

4. 1. 3 Cálculo de la Dosis Mínima Letal ( DML) ( Apéndice 1, 4. 1) 
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Se hacen diluciones con solución salina amortiguada que comprendan

desde 1: 100 a 1: 700. Se inyectan cuyes de 250 a 300 g con 5 ml - 

por vía intraperitoneal y se observan durante 72 h. En base a la

máxima dilución en que murieron los cuyes a las 72 h, se calculan - 

las DML por ml. 

4. 2 Detoxificación

Se adiciona formalina al 37A según la cantidad calculada en base - 

al nitrógeno amino, se esteriliza la solución por filtración a tra

vs de membrana y se deja reposar a 22* C una semana ajustando el pH

a que no varle de 7. 0 ± 0. 1, después se deja otras 3 semanas de -- 

30 a 34. 0 para que termine la detoxificación y se realiza la prue- 

ba de atoxicidad. 

4. 2. 1 Atoxicidad ( Apéndice 1, 5. 0) 

Se inoculan 3 conejos Nueva Zelanda de 2. 5 Kg con 0. 1 ml del toxoi

de por vía intradérmica en la zona del dorso previamente depilada

y se observan durante 72 h; ninguno debe presentar eritema en el - 

sitio de la inoculación. Si no es así, se continúa la detoxifica

ción por mas tiempo y se repite la prueba hasta tener resultados - 

satisfactorios. 

Otra prueba consiste en inyectar 1. 0 ml que contengan por lo menos

200 Lf por vía subcutánea a un mínimo de 5 cuyes de 250 a 350 g y

se observan durante 30 días. Los animales que mueran en este pe- 
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ríodo deberán someterse a la necropsia buscando signos de la acción

de la toxina especialmente en las cápsulas suprarrenales. La prue

ba se considera satisfactoria si sobreviven los animales y ninguno

presenta signos de intoxicación. Si no es así, se continúa la de

toxificación y se repite la prueba hasta tener resultados satisfac

torios. 

4. 3 Purificación y Esterilización

El toxoide se purifica y concentra por filtración inversa para eli

minar los componentes del medio de cultivo y otras proteínas de ba

jo peso molecular, se adiciona timerosal al 0. 01% como conservador

y se esteriliza por filtración a través de membrana. 

5. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

5. 2 Cálculo de las ULf ( 4. 1. 2) 

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

co como mínimo. 

5. 3 Potencia ( Apéndice I, 9. 6) 

Se determina cuantificando los anticuerpos presentes en el suero de
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cuyes inmunizados y no debe ser inferior a 2 UI/ ml. 

5. 4 Pruebas Químicas

5. 4. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

Entre 7. 2 y 7. 4

5. 4. 2 Nitrógeno Proteico ( Apéndice II, 11. 0) 

No hay limite establecido pero este dato sirve para correlacionar- 

lo con la potencia en ULf y determinar si el producto se acepta. 

5. 4. 3 Formol Residual ( Apéndice II, 10. 0) 

No ms del 0. 02% 

5. 4. 4 Timerosal ( Apéndice II, 13. 0) 

No más del 0. 01% 

6. 0 MEZCLA FINAL

El toxoide concentrado se envía al departamento de mezclas finales

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

bien se mezcla con toxoide tetánico y vacuna antipertusis ( vacuna

78 - 



triple, DPT). 

7. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL ( TOXOIDE TETANICO- DIFTERICO

ADSORBIDO) 

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Prueba de Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

7. 3 Prueba de Potencia ( 5. 3) 

7. 4 Pruebas Quimicas

7. 4. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

7. 2 a 7. 4

7. 4. 2 Fosfato de Aluminio ( Apéndice II, 7. 0) 

No més de 4. 0 mg/ m1 expresado como aluminio. 

7. 4. 3 Formal Residual ( Apéndice II, 10. 0) 

No ms de 0. 02% 
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7. 4. 4 Timerosal ( Apéndice II, 13. 0) 

No más de 0. 01% 

8. 0 ENVASADO

Se envasa en ampolletas o frascos amputa con agitación continua. 

9. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

9. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

9. 2 Prueba de Identidad ( Apéndice I, 9. 5) 

El cálculo de las ULf se considera prueba de identidad. Es necesa

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

culación. 

9. 3 Potencia ( 5. 3) 

10. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

Se conserva entre 2 y 10. 0 y no debe congelarse. 

El producto es estable 2 años después de la última prueba de poten

cia satisfactoria. 
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11. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en el Reglamento General para La

boratorios Productores de Biológicos, debe indicar lo siguiente: 

Toxoides Diftérico y Tetánico adsrobidos

Cantidad de los toxoides expresada en ULf por dosis humana

Conservador y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Dosis: 0. 5 ml

Vla: Intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10' C

No se congele

12. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

12. 1 Presentación

Se presenta en ampolletas conteniendo 10 ULf de toxoide tetánico y

20 ULf de toxoide diftérico o en frascos ámpula con dosis múltiples. 

12. 2 Esquema de Inmunización

Se administra a las personas mayores de 6 años que no fueron vacu- 

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



de uno a dos meses y una tercera dosis al año de la segunda. 

13. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

13. 1 Indicaciones

o

Este producto 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 vía intra

dérmica 0. 1 ml de toxina diftérica conteniendo 1/ 50 de DML para el

cuye y se observa a las 48 y 72 h. Si no se presenta ninguna al- 

teración en el sitio de la inyección se considera al individuo pro

tegido frente a la difteria ya que la antitoxina presente en su or

ganismo neutralizó la toxina inyectada ( Shick negativo). Si apa- 

rece un eritema en el sitio de la inyección, éste puede deberse a

la acción de la toxina ( Shick positivo) o bien a una reacción 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. 1 ml de una dilución

1: 20 de la dosis humana y realizando la lectura de 48 a 72 h des-- - 

pués de su aplicación; si se forma nuevamente el eritema, signifi- 

ca que el individuo está hipersensibilizado al toxoide y no debe - 
vacunarse, si no hay cambio en el sitio de la inyección se conside

ra que la priemra reacción se debió a la toxina y el individuo es

Shick positivo verdadero, en este caso debe aplicarse el toxoide. 
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13. 2 Contraindicaciones

No se administrará el toxoide a personas Shick negativas ni a las

Shick positivos falsos. 
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VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA ORAL

TIPO SABIN

1. 0 INTRODUCCION

El agente causal de la poliomielitis es un Picornavirus que presen

ta tres tipos: 1, 2 y 3, sólo diferenciables serológicamente. Es

tos tipos son patógenos únicamente para el hombre y los primates. 

La vía de entrada del virus es la oral, replicándose en un princi- 

pio en el tejido linfático, especialmente en amígdalas y en placas

de Peyer; puede alcanzar sistema nervioso central por vía sanguí- 

nea donde causa daños a nivel de médula espinal y de bulbo raquí- 

deo. Puede cursar asintomática como poliomielitis menor o aborti

va caracterizada por fiebre, malestar, faringitis con o sin cefal- 

gia y vómito, o causar desde parálisis en menor grado hasta la --- 

muerte por falla respiratoria o cardíaca en la poliomielitis bul- 

bar. La parte mas dañada son las neuronas motoras de la médula - 

espinal ocasionando parálisis flácida irreversible. 

En los casos de parálisis el período de incubación es de una a dos

semanas y las primeras manifestaciones son de fiebre y dolor de ca

beza durante los primeros tres días, aunque en el adulto a veces - 

no se manifiestan, al cuarto día se presenta un descenso leve de la

temperatura y al siguiente día aumenta más ( curva de dromedario) y

empieza a aparecer somnolencia, inquietud , síntomas meningíticos

además de manifestaciones paralíticas en las extremidades. 

Esta infección proporciona inmunidad tipo -especifica permanente y
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se presenta principalmente en nin9os porque a esta 2dad hay mas suje

tos no inmunes, aunque no se excluyen adultos e incluso ancianos. 

La infección es propiciada por las malas condiciones higiénicas y

aunque existe la posibilidad de parálisis, el indice de ésta respe

to a los infectados es muy bajo, entre 0. 5 y 1. 0 por mil. 

2. 0 DEFIN1CION

Vaccinum poliomyelitis perorale typus I, II, III ( Vacuna antipolio

mielitica tipo Sabin) es una suspensión de poliovirus atenuado de

los tipos 1, 2 y 3 obtenida en cultivos primarios de tejido de ri- 

ñón de mono, conteniendo una cantidad apropiada de cada uno de los

tres serotipos. 

3. 0 CEPAS

Se requieren cepas de los tres serotipos, las empleadas son: 

LSc, 2ab de tipo 1, P 712, ch, 2ab de tipo 2 y Leon, 12a1b del tipo 3, 

que son las obtenidas por el Doctor Sabin. 

Estas cepas no deben haber sufrido ningún pase en líneas celulares

continuas y únicamente podrán realizarse como máximo tres pases en

cultivos primarios a partir de la cepa original. 

3. 1 Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en cultivo de tejido de riñón de mo- 
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no, en la misma forma que se describe a continuación para el lote

de producción y se conserva repartido en elicuotas a - 60* C. 

3. 2 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) además de

las vias de inoculación descritas, se inyectan por via intra - 

muscular 5 ml de la suspensión semilla, repartiendo este volu- 

men en varios sitios , después de 2] días se hace u na eva -- 

luación comparativa con un lote similar que se inocula con una sus

pensión de referencia. 

4. 0 OBTENCION DE LA VACUNA

4. 1 Preparación de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de riñón de mono del género Cercopi

thecus ( C. aethiops) a los cuales se les ha realizado previamente - 

la prueba de la tuberculina y que se deben mantener durante 40 dí- 

as antes de la prueba en condiciones ambientales semejantes a su - 

lugar de origen. 

Si el índice de mortalidad durante la cuarentena sobrepasa el 5% - 

mensual, se prolonga la observación durante 40 días. 

Los monos que hayan pasado satisfactoriamente el período de obser- 

vación se anestesian y trabajando en condiciones de esterilidad se
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extraen los riñones 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 riño- 

nes se descapsulan y reducen a fragmentos de 3 a 4 mm, se pasan a

un aparato de tripsinización de flujo continuo durante 3 a 4 h, em

pleando solución de tripsina al 0. 25%. Las células tripsinizadas

se lavan con solución de Hanks adicionado de hidrolizado de lacto - 

albúmina, 2% de suero de ternera y 200 UI por ml de penicilina y - 

estreptomicina, centrifugando a 1000 rpm durante 10 minutos a 5' C, 

el paquete celular se suspende en solución de Hanks y se determina

el número de células viables mediante el método de coloración con

rojo neutro y se ajusta a 600 000 células/ ml. 

Con el 75% de esta suspensión se siembran 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 servir5n como controles de - 

esterilidad viral de los cultivos tisulares; todos los frascos se

incuban a 36C durante 5 días al final de los cuales se elimina la

solución de Hanks y se adiciona medio de Earle con 0. 4% de glucosa

y con hidrolizado de lactoalb6mina, después de 48 h de incubación

se cambia el medio de Earle separando muestras de éste para su con

trol ( 4. 1. 1). 

4. 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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ñón de mono y de conejo ( 4. 4. 1). Los frascos de control se obser

van cuidadosamente para comprobar la ausencia de efectos citopé- 

ticos. 

4. 2 Inoculación de los Cultivos Celulares de Riñón de Mono

Cada frasco del lote de producción se inocula con 2 6 3 ml de vi- 

rus semilla conteniendo aproximadamente 103.
5

DICT50 , se dejan -- 

los frascos control sin inocular y se incuban todos los frascos

a 34 + 0. 1° C hasta el momento de la cosecha. 

4. 3 Cosecha

La cosecha se efectúa cuando el efecto citopatogénico es completo, 

48 a 72 h después de la inoculación. Los cultivos se someten a - 

un ciclo de congelación -descongelación y se reúnen los fluídos pro

cedentes de los frascos que se hayan preparado con los riñones de

un solo mono, a esta mezcla se le denomina " suspensión individual". 

Se separan muestras para control y la suspensión restante se alma- 

cena a - 60° C. 

4. 4 Pruebas a los Frascos de Control de los Cultivos Celulares de Riñón

de Mono

4. 4. 1 Subcultivo en Lfneas 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 microscópicamente en el momento

de la inoculación del lote de producción, en el momento de la cose

cha y 14 días después de la inoculación. Los mismos días en que

se hacen las observaciones se cambia el medio de mantenimiento y - 

se mezclan alícuotas 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 producción), de mono rhesus, de alguna línea de celu

las humanas como tejido renal o de amnion y tejido renal de conejo; 

los cultivos se observan periódicamente durante 14 días y si al fi

nal de la observación hay duda del resultado, se manti., nen otros - 

14 días en observación y si persiste la duda se reinc-_ la otro cul

tivo obtenido de la misma especie pero de diferente al : mal y usan- 

do la misma técnica. Al hacer la última observación se realiza - 

la prueba de hemadsorción. 

4. 4. 2 Prueba de Hemadsorción

Algunos de los frascos de control, así como los tubos de los distin

tos subcultivos de la prueba anteriormente descrita, s: ximeten a

la investigación de la presencia de agentes productorPs( 4e hemadsor

ción, para ello, al final de la observación se elimina ei fluído - 

sobrenadante de los frascos y tubos y se cubre la monocapa celular

con una suspensión de eritrocitos de cumal 0. 5% en solución amor- 
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tiguadora de fosfatos, se deja 30 minutos a 4° C, se lava el culti- 

vo con solución salina isotónica y se observa al microscopio la ad

sorción de los glóbulo rojos sobre la capa celular; si los glóbulos

rojos no se adhieren a la capa celular, significa que no hay conta

minación por agentes virales productores de hemadsorción y la prue

ba es satisfactoria. 

4. 5 Controles a Cada Suspensión Viral Individual

4. 5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

4. 5. 2 Titulo del Virus ( Cálculo de la 0ICT50) ( Apéndice I, 9. 2) 

El contenido de virus se determina por titulación de las DICT50 en

cultivos de tejido renal de mono Cercopithecus, utilizando como -- 

punto de comparación un Patrón Internacional de Referencia. 

4. 5. 3 Prueba de Identidad ( Seroneutralización) (Apéndice I, 1. 3. 3) 

Se neutralizan 3 alicuotas de la suspensión individual con una can

tidad igual de cada uno de los tres sueros homólogos incubando 4 h

a 36C 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 solución de Earle adicionada de hidrolizado de

lactoalbilmina se incuban a 36% durante 3 das y se observan los - 

tubos; el lote de tubos que no presente daño celular corresponderá
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al tipo de Poliovirus presente en la suspensión individual. 

4. 5. 4 investigación de Micoplasma

Se realizan siembras en placas de Micoplasma- agar y caldo- Micoplas

ma que se incuban en aerobiosis y en anaerobiosis ( 5% de CO2 y 95% 

de N2) a 36C. Se incuban las placas cuando menos 14 días, 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- 

ción con azul - azur de metileno de Dienes. 

4. 5. 5 Investigación de M. tuberculosis

Se inyectan 5 cuyes tuberculino- reacción negativa con 0. 5 ml de la

suspensión individual por vía intraperitoneal y 0. 1 ml por vía in- 

tracerebral. Se observan durante 42 días tomándoles la temperatu

ra rectal diariamente durante los primeros 21 días. 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 inyección. 

Al término del período de observación, 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 suspensión individual. 

Se siembran además alicuotas de la suspensión en medio de Lowestein
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y Jensen con y sin glicerol que se incuban a 36° C por 42 días y no

deberá haber desarrollo. 

4, 5. 6 Prueba en Ratón Lactante

Cada suspensión de virus se ensaya en un mínimo de 20 ratones de - 

menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se les inyecta

0. 01 ml de la suspensión individual por vía intracerebral y 0. 1 ml

por vía intraperitoneal. Las muertes ocurridas en las siguientes

24 h se deben

re la prueba. 

senten signos

autopsia para

al traumatismo de la inyección y no se consideran pa

Se observan durante 21 días y los que mueran o prt

patológicos pa5adas las primeras 24 h se someten a la

descubrir la presencia de agentes extraños; este exa

men se hace macroscópicamente por inspección directa y por subino- 

culación de suspensiones procedentes de órganos adecuados por via

intracerebral e intraperitoneal a por lo menos 5 ratones lactantes. 

AsT mismo se harán suspensiones de los órganos de los animales so- 

brevivientes excepto niel y se inoculargn a 5 ratones m5s. Se ob

servan diariamente durante 14 días. La prueba se considera satis

factoria si sobreviven por lo menos el 80% de los ratones y ningu- 

no presenta signos de infección. 

4. 5. 7 Prueba en Ratón Adulto

Cada suspensión individual se ensaya como mínimo en 20 ratones de

25 a 30 g de peso; cada animal se inyecta con 0. 03 ml de la suspen
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sión individual por vía intracerebral y 0. 5 ml por vía intraperito

neal. Las muertes ocurridas en las siguientes 24 h se deben al - 

traumatismo de la inyección y no se consideran para la prueba. 

Se observan durante 21 días, y los que mueran o presenten signos - 

patológicos pasadas las primeras 24 h se someten a la autopsia pa- 

ra descubrir la presencia de agentes extraños. Si la mortalidad

es mayor del 20% se repite la prueba con 40 ratones. Al término

del período de observación todos los animales se someten a la ne- 

cropsia y en caso de duda se harán subinoculaciones con suspensio- 

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

4. 5. 8 Prueba para la Detección del Virus

Se inoculan 10 conejos de 1. 5 a 2. 5 Kg con 10 ml de la suspensión

viral; 1. 0 ml por via intradérmica y 9. 0 ml por vía subcutánea, re

partiendo este volumen en varios sitios. Los animales se mantie- 

nen en observación por 21 días, 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 aplicación de la suspen- 

sión , ni muestra señales de infección generalizada por virus B o

por algún 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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L459 Investigación del Virus SV40

Si al inocular el fluído obtenido durante la tercera observación - 

de los frascos de control ( 4. 4. 2) se aprecia efecto citopático, pe

ro al reinocular otro cultivo del mismo tipo de células no hay da- 

ño celular, se inyectan por lo menos 5 ratones y un conejo con frac

ciones del cultivo; si los animales no muestran signos de infección

ni mueren, se considera que la suspensión esta exenta de contamina

ción viral. Si en la reinoculación se aprecia daño celular pero

no se produce alteración en los animales, se considera que la sus- 

pensión está contaminada con virus SV40 y se procede a descartar - 

la cosecha. 

4. 5. 10 Pruebas en Cultivos de Células Susceptibles

4. 5. 10. 1 Prueba en Cultivo de Células Renales de Mono

Se neutralizan alícuotas de la suspensión individual con suero in- 

mune homólogo obtenido en caballo y se incuba 4 h a 36' C y 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, mas 1. 0 ml de solución de Earle adicio- 

nada de hidrolizado de lactoalbémina, a lotes de 20 tubos con culti

vo de células de riñón de mono Rhesus y 20 de Cercopithecus diferen

tes a los usados en producción. Se incuba en forma rotatoria a - 

36' C y se observa a los 5, 10 y 14 días; se haré un subcultivo de

los tubos con células renales de Cercopithecus en el mismo tipo de
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tejido y no deberé observarse daño celular en los tubos. 

4. 5. 10. 2 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 suspensión

individual conservada a - 40" C ; después de 1 h de absorción se a- 

diciona 1. 5 ml de solución de Earle adicionada de hidrolizado de - 

lactoalb6mina y 5% de suero de ternera, se incuban en forma rotato

ria a 36" C durante 14 días observando los tubos a los 6, 10 y 14 - 

días. No deberá apreciarse efecto citopático y en caso de duda se

observará por mas tiempo y se realizará un subcultivo en el mismo

tipo de células y con igual técnica. 

4. 5. 11 Prueba de Capacidad de Replicación a 40' C ( rct/ 40' C) 

Se hacen diluciones de 10- 1 a 10-
8

de la suspensión individual y - 

se inoculan lotes de 10 tubos de cultivo de células renales de Cer

copithecus con 0. 5 ml de cada dilución por duplicado y con 1. 0 ml

de solución de Earle, una serie se incuba a 40 + 0. 1* C y la otra a

36. 5 + 0. 1C. Siete días después se leen los tubos y se calcula

la DICT50 por el método de Reed- Muench ( 4. 5. 3). 

La rct/ 40' C se calcula por diferencia entree 1 tituloa 36. 5° Cy el

título a 40C, debiendo ser 105 0ICT50 másalta la incubadaa 36. 5C

para el polivirus tipo 3, y 1° 6 DICT50 ms alta para los tipos 1 y
2. Si la diferencia en los títulos es menor, indica que la cepa - 
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est S recobrando su virulencia y debe descartarse. 

4. 6 Mezcla de las Suspensiones Individuales

Solamente podrán mezclarse las suspensiones individuales que hayan

pasado satisfactoriamente las pruebas anteriores, y a esta mezcla

se le realizan los siguiente controles antes de la filtración. 

4. 6. 1 Titulo del Virus ( 4. 5. 2) 

4. 6. 2 Prueba rct/ 40* C ( 4. 5. 11) 

4. 6, 3 Prueba para la detección del Virus B ( 4, 5. 8) 

4. 6. 4 Investigación de M. tuberculosis ( 4. 5. 5) 

Se realiza con 15 cuyes

4. 7 Clarificación

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 PRODUCTO CLARIFICADO
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5. 1 Esterilidad Bacteriana y Miceptica ( Apéndice I, 6. 1) 

5. 2 Tftulo del virus ( 4. 5. 2) 

5. 3 Prueba de Identidad ( 4. 5. 3) 

5. 4 Investigación de Mycoplasma ( 4. 5. 4) 

5. 5 Investigación de M. tuberculosis ( 4. 5. 5) 

5. 6 Prueba en Ratón Lactante ( 4. 5. 6) 

5. 7 Prueba en Ratón Adulto ( 4. 5. 7) 

5. 8 Prueba de Detección de Virus B ( 4. 5. 8) 

5. 9 Investigación del Virus SV ( 4, 5. 9) 

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

5. 11 Prueba rct/ 40* C ( 4. 5. 11) 

5. 12 Prueba de Neurovirulencia

Se emplean monos Rhesus ( Macaca mulatalo Cynomolgus que se mantie- 

nen en las mismas condiciones descritas para los monos de produc- 
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clon pero en locales aislados. 

Se inoculan 10 monos con 1. 0 ml de la suspensión del virus clari

ficado y 10 animales con 1. 0 ml de una dilución 1: 10, por via intra

talámica, Los animales se mantienen en observación de 18 a 21 - 

días, al término de este período se sacrifican y se realizan estu- 

dios histopatológicos de muestras tomadas del tálamo, mesoencéfalo, 

nódulo elongado, cuello cervical y médula a nivel de vértebras Ium

bares. 

Se inoculan además 5 monos con 0. 2 ml de la suspensión del virus

clarificado; 5 con una dilución 1: 10: 5 con 1: 100; 5 con I: 1000 y

5 más con 1: 10 000. La inoculación se hace por vía intrarraquidea

a nivel de la quinta vértebra lumbar, Los animales se mantienen

en observación de 18 a 21 días, al término de este periodo se sa- 

crifican y se llevan a cabo los estudios histopatológicos de la re

gión de la médula cercana al sitio de la inoculación y de otros ni

veles tanto de médula como del sistema nervioso central. 

La prueba se considera satisfactoria si por lo menos el RO% de los

animales no muestran signos de parálisis mono o bilateral, ni sig- 

nos clínicos que puedan atribuirse a la vacuna. 

Los resultados de esta prueba deben ser iguales o meiores que los

obtenidos con un lote de referencia que deberá, probarse cuando me

nos cada dos años. 

6. 0 ENVASADO

Si el producto pasa satisfactoriamente todas las pruebas descritas
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anteriormente, se procede a mezclarlo con el estabilizador ( El mas

usado es sacarosa al 50% pues además mejora el sabor de la vacuna), 

y a envasarlo en frascos amputa de color ámbar. Enseguida se con- 

gela y se almacena a - 20* C. 

7. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMIMADO ENVASADO

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Mic6tica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Prueba de Inocuidad ! Apéndice I, 8. 0) 

Se emplean 10 ratones que se inoculan por vía intraperitoneal con

0. 5 ml de la vacuna y 5 cuyes que se inoculan por vía intraperito- 

neal con 5. 0 ml. Los animales se mantienen en observación duran- 

te 10 días. 

7. 3 Prueba de Potencia ( 4. 5. 2) 

7. 4 Prueba de Identidad ( 4. 5. 3) 

8. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna debe mantenerse congelada a - 20* C hasta el momento de su

distribución y a menos de 0* C hasta que su empleo evitando -- 

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

debe mantener de 2 a 10 * C durante un máximo de 90 días; después - 
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de este período se debe desechar la vacuna esterilizando el enva- 

se. 

La fecha de caducidad no será posterior a 2 años de la fecha en que

se haya practicado la última determinación de la concentración con

resultados satisfactorios. 

9. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancia Biológicas debe indicar: 

Vacuna antipoliomielítica oral de virus vivo atenuado

Cepas utilizadas

Obtenida en células renales de mono

Concentración de cada tipo del virus, expresado en 0ICT50 por dosis

humana

Estabilizadores y su concetración

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 10* C

Descártese la vacuna que no se haya empleado en los sigujen- 

tes 90 días después de su descongelamiento, esterilizando

el frasco. 
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Protéjase de la luz

10. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

10. 1 Presentación

Frasco Smpula con 1. 0 ml ( 10 dosis), frasco ámpula con 5. 0 ml ( 50

dosis). 

10. 2 Esquema de Inmunización

Se administran tres dosis por vía oral a niños mayores de 3 meses

a intervalos de 30 días. 

11. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

11. 1 Indicaciones

Inmunización 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 años, podría presentarse antagonismo

del virus vacunal con la flora del aparato digestivo. 
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VACUNA ANT1SARAMPIONOSA

Y
1. 0 INTRODUCCION

El sarampión es una enfermedad endémica tTpica 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 delpflUgge la -- 

contaminación también puede llevarse a cabo por vía transconjunti- 

val. 

La infección tiene un período de incubación de 9 a 12 días hasta - 

la aparición del período prodremico, que está caracterizado por fie

bre, estornudos, tos, catarro, conjuntivitis, que en ocaciones put

de ser severa, la aparición de las placas de Koplik, - luesonmáculas

rojas o úlceras con un centro blanco- azuloso en la mucosa bucal) y

tres días mas tarde aparece el exantema maculopapuloso típico del

sarampión en la cabeza y posteriormente en el pecho, tronco y extre

midades. Los primeros días de incubación, se caracterizan por una

multiplicación generalizada de este paramixovirus, sobre todo en - 

los tejidos linfáticos. La multiplicación 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, faríngeas y conjuntivales. En

tre las complicaciones está la neumonía sarampionosa del lactante

y la encefalitis mencionada anteriormente, que se presenta en 1 de

cada 1 000 casos de sarampión grave y que tiene un 15% de letali- 

dad o de curaciones con secuela permanente. Durante la infección
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el tracto respiratorio se vuelve más susceptible al ataque de bac- 

terias, dando como secuela, bronquitis, bronconeumonía y otitis me

dia. Al cabo de 3 a 5 días el exantema va desapareciendo paulati

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

2. 0 DEFINICION

Vaccinum morbillorum vivum es una suspensión de virus sarampionoso

atenuado, obtenida en cultivos primarios de tejido de embrión de po

llo o de otro origen, conteniendo por lo menos 1 000 DICT50 por do

sis humana. 

3. 0 CEPA

Las cepas más empleadas son: La Schwarz, Edmonston B, Belgrado, -- 

Zagreb, Leningrad - 16. Estas cepas no deben haber sufrido ningún

pase en líneas celulares continuas y estarán exentas de neuroviru- 

lencia. Unicamente podrá realizarse, como máximo, diez pases en

cultivos primarios a partir de la cepa original. 

3. 1 Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en cultivos de tejido de embrión de

pollo o de otro origen en la misma forma que se describe a continua

ción para el lote de produccián y se conserva repartido en alícuo- 

tas a - 60' C. 



3. 2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

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

producción. 

4. 0 OBTENCION DE LA VACUNA PREPARADA EN CULTIVOS CELULARES DE EMBRION

DE POLLO

4. 1 Preparación de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de embrión de pollo. El pie de -- 

cría debe proceder de una granja sin antecedentes de infección por

Salmonella, viruela aviar, Mycobacterium tuberculosis aviar, virus

de Rous, virus de la leucosis aviar, micoplasma y otros agentes pa

tógenos para estas aves. Los animales productores de huevo deben

nacer y desarrollarse en ambiente estéril en el propio laboratorio. 

Se utilizan embriones de 10 días, los huevos se sumergen en una so

lución acuosa de yodo al 1% y se acomodan en charolas adecuadas pa

ra eliminar el exceso de la solución de yodo. Trabajando en condj. 

ciones de esterilidad se extraen los embriones y se colocan en ca- 

jas Petri; se eliminan las cabezas, patas, alas y vísceras y el res

to de los embriones se reduce a fragmentos de 2 a 3 milímetros. 

El tejido se lava dos veces con solución salina isotónica amorti- 

guada con fosfatos y una tercera vez con solución 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 tripsinización, se agrega mas
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solución de. tripsina, dejando a temperatura ambiente con agitación

magnética contínua durante 30 a 45 minutos. Las células tripsini

zadas se pasan a un frasco de centrífuga y se lavan tres veces con

medio de Earle adicionado del 0. 5% de 1actoaib6mina. Se determi- 

na el flamero de células viables mediante el método de coloración - 

con rojo neutro, se ajusta la concentración a 600 000 células via- 

bles/ m1 con medio 199 adicionado de 0. 5% de suero de ternera. Los

frascos para la obtención de los cultivos celulares se siembran con

esta suspensión y se incuban a 35. 0 de 24 a 48 h, se elimina el me

dio de crecimiento, separando muestras de éste para su control, y

se agrega medio 199 a cada frasco. 

4. 2 Inoculación de los Cultivos Celulares de Embrión 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 4- 0. 5. 0 ( dependiendo de la cepa) hasta el momento

de la cosecha. 

4. 2. 1 Lavado de las Monocapas Celulares Inoculadas

Al día siguiente de la inoculación se lavan los tejidos para elimi

el interferón y el suero de ternera que pudiera estar presente, pa

ra ésto el sobrenadante se elimina por aspiración, y se adiciona - 

medio 199 lavando suavemente la capa celular, este medio se elimi- 

na por aspiración y finalmente se adiciona ms medio 199 a cada -- 
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Frasco. Los frascos control se tratan de la misma manera inmedia

tamente antes de lavar los frascos inoculados. 

4. 3 Cosecha

La cosecha se efectúa cuando el efecto citopatogénico es casi com- 

pleto, 6 a 8 dias después de la inocu1aci6n. Los cultivos se con

gelan colocando los frascos en un baño de hielo seco - alcohol, ¡ nme

diatamente se descongelan y el contenido se extrae mediante vacío

reuniéndolo en un solo frasco graduado, se agrega un volumen igual

de estabilizador ( contiene: KOH, KH2PO4, K2HPO4, ácido glutámico

y lactosa), se separan muestras para control que se conservan a -- 

70* C y la suspensión del virus se almacena a - 60* C. 

4. 4 Pruebas a los Frascos Control de Tejido de Embrión de Pollo

4. 4. 1 Subcultivos en Líneas 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 citopático por un perrodo no menor de 14 días a partir

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

mas de 14 días, el periodo de observación se prolonga aán mas. 

Al final del período de observación o al tiempo de la cosecha del - 

virus, se reúnen alicuotas de los sobrenadantes de todos los fras- 
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cos control. y por lo menos 5 mi de la mezcla se inocula en lineas

celulares de tejido renal de mono Cynomolgus, de Cercopithecus, de

alguna línea de células humanas como tejido cardíaco, Fl - Amnion, - 

K. B., WI - 38, células amnioticas humanas y tej: do de embrión de pollo. 

Estos cultivos se observan periódicamente durante 14 días al final

de los cuales se realiza la prueba de hemadsorción. 

4. 4. 2 Prueba de Hemadsorción ( Apéndice I, 6. 2. 2) 

Dos de cada cinco frascos de control, así como los tubos de las ds

tintas líneas de subcultivos de la prueba anteriormente descrita, - 

se someten a la investigación de la presencia de agentes producto- 

res de hemadsorción, para ello, al final de los 14 días de observa

ción se elimina el fluTdo sobrenadante de los frascos y tubos, se

lavan las monocapas y se adiciona una suspensión de glóbulos rojos

de cuy, se refrigera a 5* C durante 30 minutos, se lava la capa ce- 

lular y se observa al microscopio la adsorción de los glóbulos ro- 

jos sobre ! a capa de tejido celular, si los glóbulos rojos no se a

dhieren a la capa de células significa que no hay contaminación por

agentes virales productores de hemadsorción y la prueba es satis-- 

factoria. 

4. 4. 3 Investigación del Virus de la Leucosis Aviaria. Prueba de RIF

Factor de Resistencia a la Infección) 

Se prepara un cultivo primario de embriones de 11 días de incuba- 



ción; que provengan de animales en los que se ha comprobado que es

tán libres de virus RIF. Cuando la monocapa celular alcanza del

85 al 100% se procede a hacer subcultivos tripsinizando las célu- 

las, éstas se lavan y se ajustan a una concentración de 2 X 105 c¡ 

lulas viables/ mi para preparar los subcultivos que se incuban a -- 

37' C en atmósfera con una mezcla de aire y CO2, 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 investigación de RIF se realiza por el método de formación de - 

placas, para ésto se utilizan cajas de Petri de plástico 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 realizándose de la siguiente manera: La suspensión de células

tripsinizadas se ajusta a 2. 5 X 105 células viables/ mi y se siem- 

bran en las cajas de Petri a las cuales se les da un movimiento de

rotación para distribuir homogéneamente las células sobre la super

ficie de las cajas, se incuban con atmósfera de CO2 y cuatro horas

después se inoculan con 0. 1 ml de una dilución adecuada del virus

del 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 inoculación se elimina

el medio de crecimiento y se coloca el medio de recubrimiento, que

debe estar a una temperatura no mayor de 43" C: éste es un medio -- 

que además de los nutrientes lleva agar. Al cuarto o quinto día

de incubación se adiciona medio nutritivo y al sexto día se agrega
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rojo neutro; al séptimo dTa se observa para ver si hay efecto cito

patogénico, éste puede involucrar grupos de células o bien células

aisladas, que se aprecian agrandadas conteniendo acOmulos de granu

laciones de color rojo intenso. Este efecto citopatogénico se i- 

nhibe cuando las células del embrión de pollo contiene virus de la

leucosis aviaria. Las células normales presentan una coloración

roja menos intensa y tienen un aspecto unitorme. La prueba es sk

tisfactoria si se observa efecto citopático. Los resultados se - 

comparan con controles RIF - negativos constituTdos por cultivOs de

tejido sin sembrar con este virus, y controles RIF - positivos inocu

lados con 100 0ICT50 de virus RIF. Estas mismas pruebas se reali

zan sobre una muestra de células tripsinizadas de los frascos con- 

trol de cada lote de producción de vacuna. 

4. 4. 4 Investigación de Micoplasma

Se realizan siembras en placas de micoplasma- agar y caldo- micoplas

ma que se incuban en aerobiosis y en anaerobiosis ( 5% de CO2 y 95% 

de N2) a 36* C. Se incuban las placas cuando menos 14 días y el - 

caldo no menos de 3 ni más de 5, realizando subcultivos del caldo. 

Tanto las placas como los tubos se someten a la prueba de colora- 

ción con azul - azur de metileno de Dienes. 

4. 5 Controles a la Suspensión de Virus Antes de la Clarificación

4. 5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 
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4. 5. 2 Título del Virus ( Apéndice I, 9. 2) 

El contenido del virus se determina por titulación de las D1CT5

en cultivos de tejido de e, lbrión de pollo o células de la linea Ve

ro, utilizando como punto de conparación un Patrón de Referencia - 

Internacional de virus sarampionoso. 

4. 5. 3 Prueba de Identidad ( Seroneutralización) (Apéndice 1, 1. 3. 3) 

Se diluye una muestra de la suspensión del virus a tener aproxima- 

damente 100 DICT50, se adiciona suero antisarampionoso de título - 

conocido. Una muestra similar de la suspensión 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 así como u- 

na muestra de la suspensión de virus diluído; se siembra 0. 1 ml de

esta suspensión en cada uno de 10 tubos con cultivo de tejido de - 

embrión de pollo, y 0. 2 ml de las mezclas de suero y virus en cada

uno de 5 tubos con el mismo tejido. Se incuban a 32° C por 18 dí- 

as en forma estacionaria. A los siete, catorce y dieciocho días

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. 

4. 5. 4 Investigación de M. tuberculosis



Se investigarla 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. 0 ( para el bovino y - 

humano) y a 40* C ( para el aviar) durante 42 días. No debe haber

evidencia de desarrollo. 

Un mínimo de 5 cuyes de 350 a 450 g de peso se inoculan por vía in

traperitoneal con 5 ml de la suspensión y se mantienen en observa- 

ción durante 42 días. Los que mueran pasadas las primeras 24 h - 

se sometergn a autopsia macroscópica seguida de un estudio micros- 

cópico y cultivos para descubrir la posible presencia de M tuber- 

culosis, todos los animales que sobrevivan al final del período de

observación se examinargn de un modo anglogo. La prueba es satis

factoria si sobrevive el 80% y ninguno presenta signos de infección. 

4. 5. 5 Prueba en el Ratón Lactante

Cada lote de producción del virus se ensayar g en un mínimo de 20 - 

ratones de menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se

les inyecta 0. 01 ml de la suspensión por vía intracerebral y 0. 1 ml

por vía intraperitoneal. Las muertes ocurridas antes de 24 h se

deben al traumatismo por las inyecciones. Los ratones se observan

diariamente durante 14 días como mínimo. Todos los ratones que - 

mueran o presenten signos patológicos pasadas las primeras 24 h de

la prueba, se someten a autopsia para descubrir la presencia de a- 

gentes extraños; este examen se hace macroscópicamente por inspec- 

ción directa, y por subinoculación intracerebral e intraperitoneal
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de suspensiones procedentes de órganos adecuados a otros 5 ratones

lactantes como mínimo que se observan diariamente durante 14 días. 

La prueba se considera satisfactoria si al final del príodo de ob- 

servación sobrevive por lo menos el 80% de los ratones inoculados

y si ninguno de ellos presenta signos de infección. 

4. 5. 6 Prueba en Ratón Adulto

El lote de producción del virus se ensaya como mínimo en 20 ratones

adultos de 15 a 20 g de peso; cada animal se inyecta con 0. 03 ml - 

de la suspensión por vía intracerebral y 0. 5 ml por vía intraperi- 

toneal. Los ratones se mantienen en observación durante 21 días

como mínimo. 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 patológicos se someten a au- 

topsia para descubrir la presencia de agentes extraños. Este exa

men se hace macroscópicamente por inspección directa y por subino- 

culación intracerebral e intraperitoneal de suspensiones proceden- 

tes de órganos adecuados a otros 5 ratones como mínimo que se man- 

tendrán en observación durante 21 días más. La prueba se conside

ra satisfactoria si al final del período de observación sobrevive

por lo menos el 80% de los ratones inoculados y si ninguno de ellos

presenta signos de infección. 

4. 5. 7 Pruebas en Embiones de Pollo
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Inoculación en cavidad alantoidea. 

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

rampionoso de alto título obtenido en cabras, se deja la mezcla u- 

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

10 días en la cavidad alantoidea con 0. 5 ml por embrión, 10 más 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. 0

por 7 días observándolos dos veces diarias; las muertes que ocurran

en las primeras 24 h no se toman en consideración ya que se deben

al traumatismo de la inoculación. Al final del período de incuba

ción los embriones se prueban en: 

Signos patológicos. 

El fluldo alantoideo se prueba en aglutinación con glóbulos ro

jos de pollo. 

Se buscan lesiones en membrana corioalantoidea. 

En caso de duda los fluídos alantoideos se subinoculan en seis

embriones adicionales para descartar la presencia de algún agen

te trasmisible. 

Si durante el período de observación ocurren muertes, deben reali- 

zarse en los fluidos alantoideos las pruebas antes mencionadas así

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

7 días de 35 a 37* G; en caso de tener desarrollo bacteriano se pre

paran frotes que se tiñen al Gram para determinar la morfología de

los microorganismos. 

Inoculación en saco vitelino. 
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Se mezclan 50 ml de la suspensión viral con suero antisarampionoso

de alto titulo obtenido en cabras, la mezcla se deja una hora a -- 

temperatura ambiente. Se inoculan 150 embriones de 7 a 9 días en

saco vitelino, con 0. 5 ml por embrión, 10 más de inoculan con la - 

mezcla estabilizador -medio 199, se dejan 10 embriones como contro- 

les y 10 como controles adicionales, todos los embriones se incu- 

ban de 35 a 37° C durante 7 días observándolos dos veces diarias, - 

al final del período de incubación los embriones que sobreviven se

prueban en: 

Signos patológicos. 

Presencia de cuerpos de inclusión en tejido de saco vitellno. 

Para ésto se hacen frotes con el tejido de saco vitelino que se

tiñen por el método de Macchiavello; en caso de existir contami

nantes se observan al microscopio cuerpos de inclusión oue to- 

man un color rojo sobre fondo azul. 

En caso de duda los fluido alantoideos se subinoculan en seis - 

embriones adicionales para descartar la presencia de agentes -- 

trasmisibles. 

4. 5. 8 Investigación de Mycoplasma ( 4. 4. 4) 

4. 5. 9 Prueba en Cultivos de Cglulas Susceptibles

Se toman muestras de suspensión 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 embrión de pollo y de alguna línea de células

humanas como tejido cardiaco, tejido amniótico humano, FI- Amnion,- 

K. B., WI - 38. Estos cultivos se observan periódicamente durante - 

14 días al final de los cuales se les realiza la prueba de hemad- 

sorción ( 4. 4. 2). 

5. 10 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. Suspensión del virus sarampionoso sin clarificar ni

diluir con estabilizador, adicionado de suero antisarampionoso de

alto titulo. 

Mezcla 2. 100 DICT50 de virus RIF mas suero antisarampionoso

de título elevado. 

Mezcla 3. 100 DICT50 de virus RIF adicionado del estabilizador

empleado en la misma concentración que se agregó a la vacuna de la

mezcla 1. 

Control positivo. Unicamente virus RIF. 

Control negativo. Cultivos de células sin inocular. 

Las mezclas anteriores se siembran en dos o mSs frascos con culti- 

vos de células y se procede a hacer hasta seis subcultivos que se

prueban con virus RSV como se describió en 4. 4. 3. La presencia - 

de virus RIF se detecta por el grado de inhibición del efecto cito

patogénico de RSV comparado con los controles negativos. 
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4. 6 Clarificación

Antes del envasado de la vacuna, se procede a descongelar la suspen

sión viral colocando los frascos en baño de agua a 37* C, se agrega

cel ¡ ta estéril a tener 0. 1% p/ v y se filtra, el filtrado se mezcla

nuevamente con celita estéril y se repite la filtración, se agrega

1. 0% de albúmina sérica humana estéril. La operación del filtrado

se hace en frío. Se toman muestras para control y se procede a - 

envasar en frascos mpula ámbar y se liofiliza. 

5. 0 CONTROLES AL PRODUCTO CLARIFICADO

5. 1 Prueba de Neurovirulencia

Se utilizan de 20 a 22 monos Cynomolgus jóvenes, clTnicamente sa- 

nos, tuberculino- reacción negativa, a los que previamente se les - 

investigan anticuerpos frente al sarampión y poliovirus 1, 2 y 3. 

Los monos se anestesian y se procede a hacer la inyección intrata- 

lámica de 0. 5 ml de la suspensión del virus en cada hemisferio, por

vTa intrarraquidea de 0. 5 ml y por vía intramuscular I ml, así co- 

mo 200 mg de acetato de cortisona y 300 000 UI de penicilina tam- 

bién por via intramuscular. La dosis total del virus inoculado a

cada mono no deberá ser inferior a una dosis para el hombre. Es- 

tos animales se mantienen en observación 17 a 21 días inspeccionán

dolos diariamente para detectar signos de parálisis o de cualquier

infección interrecurrente. Los animales que mueran en las prime- 
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ras 24 h después de la inyección podré reemplazarse por otro. Al

final del periodo de observación se toma una muestra de sangre de

cada mono, se anestesian profundamente, se perfunden con formalina

y se toman secciones del cerebro y de la médula espinal. De las

muestras tomadas del cerebro y de la médula espinal se hacen estu- 

dios histopatológicos buscando evidencia de agentes patógenos que

pudieran estar presentes en la suspensión del virus. En la mues- 

tra de sangre se investiga la presencia de anticuerpos frente a sa

rampion y por lo menos el 80% deben tener un título mínimo d----- 

0. 2 Ul/ ml. Se hace la necropsia de los animales poniendo especial

cuidado en buscar signos patológicos en pulmón y cavidad pleura]. 

Si los estudios histopatológicos 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 introducción accidental de virus sarampionosos natu

rales se utilizarán como testigos cuatro o más monos, que se manten

drán en las mismas jaulas de los animales inoculados o en jaulas - 

separadas y se tendrén en observación de 27 a 31 días; al hacer la

inoculación de los animales de prueba y 10 días desp6és de haber- 

los sacrificado se tomarán muestras de sangre de los monos control

y no deberá contener anticuerpos frente al sarampión. 

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y M' erótica ( Apéndice 1, 6. 1) 
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6. 2 Prueba de Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

6. 3 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. 

6. 4 Prueba de Identidad ( 4. 6. 3) 

6. 5 Humedad Residual ( Apéndice II, 1. 0) 

No ms del 3% ni menos del 1%. 

6. 6 Solubilidad ( Apéndice II, 3. 0) 

7. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna liofilizada debe conservarse siempre a una temperatura - 

entre 2 y 10. C. 

La fecha de caducidad no ser g posterior a doce meses de la fecha - 

en que se haya practicado la última determinación de la concentra- 

ción del virus con resultados satisfactorios. 

8, 0 ROTULADO

AdemSs de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 
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ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar

lo siguiente: 

Vacuna antisarampionosa de virus vivo atenuado. 

Cepa utilizada. 

Tejido en cual se propagó el virus. 

Concentración expresada en DICT50 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. 

Via subcutánea. 

Fecha de caducidad. 

Conservese entre 2 y 10* C. 

Protéjase de la luz. 

Descártese la vacuna que no haya sido empleada en las siguientes

8 h a su rehidratación. 

9. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

9. 1 Presentación

Suspensión inyectable liofilizada. En dosis individuales d----- 

0. 5 ml una vez rehidratada, o también en envases de 10 dosis. El

empaque debe contener el liquido para la rehidratación. 
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9. 2 Esquema de inmunización

Una sola dosis por via subcutgnea. 

10. 0 INDICACIONES, CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

10. 1 Indicaciones

Inmunización activa contra el sarampión. Se aplica a partir del

octavo mes de vida, aunque es mas seguro para lograr la inmuniza— 

ción, aplicarla cuando el niño tiene un año de edad. 

y 10. 2 Contraindicaciones

Contraindicada en las personas sensibles a las proteínas de embrión

de pollo. 

10. 3 Efectos Secundarios

DespUés de 5 a 12 días de aplicada la vacuna puede presentarse fie

bre y exantema. 
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VACUNA ANT1VARIOLICA

1. 0 INTRODUCC1ON

La viruela es una enfermedad infecciosa causada por un Poxvirus. 

De acuerdo con la gravedad de la infección se considera que hay dos

formas; " Variola mayor" ( viruela clásica) que es una enfermedad gra

ve con una mortalidad de 40 a 50% y " Variola minor" o alastrim que

es más benigna, con una mortalidad menor del Vic; también existen ca

sos de viruela hemorrágica en la que al segundo o tercer día se ini

cia un exantema hemórrágico difuso, seguido de equimosis y de hemo- 

rragias y que es mortal. 

La viruela fue uno de los más grandes azotes de la humanidad hasta

que se generalizó el empleo de la vacuna que Edward Jenner introdu- 

jo en 1798. En nuestro país el último caso reportado fué en 1951 y

a nivel mundial no se ha registrado ningún caso a partir del año de

1978. 

La enfermedad tiene un período de incubación de 10 a 12 días; los - 

síntomas comienzan bruscamente con fiebre, cefalea, pérdida del ape

tito y nausea, en pocos días aparecen en la piel y mucosas, 
lesiones

que evolucionan de máculas a pápulas, vesículas y pústulas que co- 

mienzan a secarse de 10 a 11 días después de la aparición de la má- 

cula. Los pacientes que se recuperan de esta infección presentan

cicatrices indelebles y es frecuente que el virus desarrolle en la

cornea con lo cual se pierde absolutamente la visión. 

Los pacientes no son infecciosos durante el período de incubación, 
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sino hasta que parecen los signos en—las mucosas que es cuando el - 

virus está presente en las secreciones nasales y orales; las lesio- 

nes cutáneas son infectivas en cuanto ocurre la ruptura de las vesí

culas o de las pústulas, además el virus es lo suficientemente re- 

sistente para persistir en estado infeccioso en las costras y en la

ropa de cama del enfermo por períodos prolongados. 

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

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

menos prolongada , sin embargo, en la mayoría de los países ha sido

eliminada la exigencia de vacunar contra la viruela, pero la vacuna

sigue ofeciéndose a quien la solicite. 

2. 0 DEFINICION

Vaccinum variolae es una suspensión en solución salina isotónica de

virus vacunal vivo, obtenido de pústulas 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

brión de pollo o en cultivos de tejidos apropiados, estas vacunas - 

no llevan glicerina ni conservador y se presentan liofilizadas. 

3. 0 CEPA

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

a partir de esta cepa no debe exceder en ningún caso de diez. 

3. 1 Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara en pases alternados conejo -carnero - 

con la técnica que se describe a continuación para el lote de pro- 

ducción 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

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

producción. 

4. 0 PRODUCCION DE LA VACUNA EN CARNERO

4. 1 Animales

Se emplean carneros, de preferencia hembras, de aproximadamente --- 

40 kg, que no presenten evidencia de enfermedades, especialmente de

la piel, ectopar5sitos o infecciones de las vTas respiratorias. 

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

bón, poniendo especial cuidado en la limpieza de las pezuñas las -- 
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cuales se rebajan con una cuchilla. Los animales se mantienen en

cuarentena cuando menos dos semanas en locales con iluminación difu

sa y una temperatura entre 25 y 28%, durante la cuarentena se toma

la temperatura rectal dos veces al día. Se les realiza la prueba

a la tuberculina que debe ser negativa, asT como también se investi

ya la presencia de anticuerpos anti -poxvirus en el suero, los carne

ros que tengan cualquier evidencia de enfermedad durante el período

de cuarentena se descartan. 

Los pisos, paredes, techos y tarimas de los pesebres se deben lavar

y desinfectar diariamente con una solución de cloruro de benzalco- 

nio. 

4. 2 Inoculación

Antes de la inoculación se rasura al animal exceptuando la cabeza, 

extremidades y el costado que queda sobre la mesa de operaciones al

sujetarlo sobre ella. Se baña completamente al animal con agua

jabón neutro, teniendo especial cuidado en limpiar perfectamente

las pezurias. 

Se coloca y sujeta al animal sobre una mesa y se lava la zona de i- 

noculación diez o más veces con agua y jabón 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 último lavado se

hace con abundante agua estéril para eliminar el alcohol y sin to- 

car con las manos la zona. 

Para realizar la inoculación el operador se recubre con ropa esté - 

Y
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r11, seca la zona aseptizada con toallas estériles y aísla el campo

con compresas también estériles. 

La zona de inoculación se cubre con la suspensión del lote de siem- 

bra y se escarifica la piel con la parte roma de un bisturí o con - 

un peine de agujas metálicas procurando romper la epidermis sin pro

vocar sangrado y se cubre nuevamente la zona de inoculación con la

suspensión del lote de siembra. 

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

inésculo y se pasa al establo de incubación. 

4. 3 Incubación

Los animales se pasan al establo de incubación alojándolos en pese- 

bres individuales, con tarimas que se lavan cada vez que el animal

orina o defeca. La comida y el agua de bebida deben esterilizarse, 

el local tendré iluminación indirecta y una temperatura entre 22 y

25° C. 

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

las pústulas que constituye la " pulpa". 

4. 4 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 sangría de la yugular y finalmente se lava la zona de inocula- 

ción con abundante agua estéril. E! operador se cubre con ropa es

téril y aísla el campo con compresas. El contenido de las pústu- 

las, se recoge con una cucharilla de Volkman est4ril y se deposita

en un vaso de precipitados 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, 

4. 5 Trituración

La pulpa colectada se adiciona de tres partes p/ v de solución sali- 

na amortiguada y se tritura por 20 minutos en un homogenizador re- 

frigerado. La suspensión se pasa a través de una malla de acero - 

inoxidable con objeto de eliminar el pelo que creció en la zona de

inoculación durante el periodo de incubación, asi como las partícu- 

las grandes de tejido y se congela a - 20* C mientras se realizan las

pruebas de control. 

4, 6 Controles intermedios a la Suspensión Viral

4. 6. 1 Cuenta Total de Microorganismos Extraños a la Vacuna

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

ción amortiguadora de Mc. lhlvaine 0. 004 Mol/ litro; cuando menos tres
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muestras de 1 ml de cada dilución se siembran en gelosa nutritiva, 

se incuban primero 72 h entre 18 y 22' C y después 48 h entre 32 y

37C, siguiendo la técnica de cuenta directa en placa por siembra - 

profunda. Se incluye un control de la solución amortiguadora que

se emplee para preparar las diluciones. A partir del número de co

lonias que se desarrollen en las placas, se calcula el número de mi

croorganismos viables por ml extraños a la vacuna. Si este número

excede a 500, la suspensión deber 5 sujetarse a un tratamiento de pu

rificación. 

4. 6. 2 Investigación de Estreptococo Hemolftico y Estafilococo Coagulasa - 

Pos itivo

Cuando menos 1 ml de la dilución 1: 100 de la suspensión vira] se - 

cultiva en tres o más placas de gelosa sangre que se incuban 48 h a

37° C, y si se encuentran colonias hemolíticas de Streptococcus hemo

liticus o Staphylococcus aureus coagulase positiva, la suspensión se

desecha. 

4. 6. 3 Investigación de Coliformes

Por lo menos tres muestras de la dilución 1: 100 de la suspensión vi

ral se cultivan en medio EMB. Las placas se incuban 48 h a 37° C. 

Si se encuentran coliformes indica contaminación fecal y la suspen- 

sión deberá someterse a un tratamiento de purificación y se revisar

rán las condiciones del establo durante la incubación ya que la po- 
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sitividad de la prueba indica higiene deficiente. 

4. 6. 4 Investigación de Anaerobios Esporulados Patógenos

Se siembran 0, 1 ml de la vacuna en 10 tubos con medio fluído de tio

glicolato y se someten a 65: C por una hora para inactivar a los mi- 

croorganismos no esporulados y se incuban a 37° C durante una semana. 

Se observa el desarrollo y de cada tubo que presente reducción, se

inocula a cada uno de por lo menos 5 ratones por vía intramuscular

una mezcla de 0. 2 ml de cultivo y 0, 1 ml de una solución de cloruro

de calcio al 4%, recientemente preparada, y una mezcla de 0. 5 ml de

cultivo con 0. 1 ml de solución de cloruro de calcio a cada uno de - 

por lo menos dos cuyes por la misma vía. Los animales deben estar

en observación una semana y si alguno de ellos presenta síntomas de

tétanos c muere de una infección por gérmenes anaerobios esporulados

se deschar5 la vacuna. 

5. 0 PREPARACION DE LA SUSPENSION GLICERINADA Y FENOLADA

En caso de no ser satisfactorias las pruebas de pureza microbiana, 

la vacuna puede tratarse por ultracentrifugación con gradientes de

densidad para eliminar contaminaciones no peligrosas. Se adiciona

a la suspensión solución salina amortiguada conteniendo glicerina y

fenol a tener una concentración 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. 

5. 1 Potencia ( Apéndice 1, 9. 1. 2. 2) ( Cálculo de las UP) 

5. 1. 1 Prueba en Membrana Corioalantoidea de Embrion de Pollo

Para el cálculo de las Unidades Pustulizantes ( UP), se emplean em- 

briones de 15 días de incubación a 313C. Se usan 5 embriones por

cada dilución de la vacuna en estudio y de la de referencia y cinco

controles negativos. Se revisan por transiluminación y se marca - 

la zona que ocupa la cámara de aire, se elige el sitio de inocula- 

ción que será una zona poco vascularizada. Se perfora la cSmara - 

de aire y se hace un corte en el sitio de inoculación , el corte de

be abarcar el cascarón y su membrana pero sin llegar a la corioalan

toidea, sobre el corte se colocan dos gotas de solución amortiguado

ra de Mc. lhlvaine pH 7. 2 Se hace una ligera succión por la per- 

foración de la cámara de aire con lo que la membrana corioalantoidea

se desprende de la del cascarón. 

Se prueban las diluciones seriadas 10- 2, 10- 3, hasta 10- 10. Cada

embrión se inocula con 0. 1 ml de las diluciones y los controles ne- 

gativos con solución 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 pústulas por observación con ayu

da de una lupa para efectuar el c51culo en base al promedio del nú- 

mero de pústulas y la dilución correspondiente, obteniendose así la
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cantidad de UP/ m1 en el material original. La semilla debe tener

una potencia de mas de 5 X 108 UP/ ml y la suspensión glicerinada y

fenolada 5 X si el resultado es considerablemente mayor, se di

luye con solución salina adicionada del 50% de glicerina y el 0. 5% 

de fenol en base al título de la vacuna. 

5. 1. 2 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, 1: 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 día y se expresa en términos de la con

fluencia de pústulas en la zona de inoculación correspondiente a ca

da dilución. 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 80 a 100% de confluencia

1: 3 000 40 a 60% de confluencia

1: 10 000 20 a 30% de confluencia

1: 30 000 3 a 10 pústulas
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Si se obtiene un mayor prendimiento la prueba se repite partiendo - 

de diluciones 1: 2 y 1: 3 de la suspensión para determinar cual debe

ser la dilucion que muestre un prendimiento similar al descrito. 

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

6. 1 Cuenta Total de Microorganismos Extraños a la Vacuna ( 4. 6. 1) 

6. 2 Prueba de Inocuidad

Se inoculan 5 cuyes con 0. 5 ml del producto terminado a granel por

vía subcut5nea, después de una semana los animales no deben presen- 

tar abeeso en el sitio de la inoculación, sino unicamente una indu- 

ración ligera. 

6. 3 Prueba de Potencia ( 5. 1) 

6. 4 Fenol ( Apéndice II, 9. 0) 

No mas del 0. 5% 

6. 5 Cloruro de Sodio ( Apéndice II, 8. 0) 

No mas del 0. 5% 

7. 0 ENVASADO
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Se envasa en tubos capilares cerrados por un extremo, empleando va- 

cío y se sella el otro extremo a la flama. 

8. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

8. 1 Cuenta Total de Microorganismos Extraños a la Vacuna ( 4, 6. 1) 

Se toman al azar de 15 a 20 capilares que se colocan en solución 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 vacía su contenido con ayuda de una pera de hule, en un tubo de

ensayo estéril. Se mezcla para homogenizar la suspensión y de es

ta se parte para realizar las diluciones para la cuenta total de - 

microorganismos extraños a la vacuna y la prueba de potencia. 

8. 2 Identidad

Al realizar la prueba de potencia, la vacuna debe produclr lesiones

características en la membrana corioalantoidea de embrión de pollo

o en la dermis de conejo. 

8. 3 Potencia ( 5. 0

El límite de aceptación cuando la prueba se realiza en embrión de - 

pollo es de 5 X 107 UP/ ml, cuando se lleva a cabo en conejo el pren

dimiento debe ser similar al obtenido en la vacuna de referencia. 
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8. 4 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 m4todo de UP/ ml en embrión de pollo. 

La prueba es satisfactoria si baja cuando mucho dos logaritmos, 

5 X 105 UP/ m1). 

9. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

En el laboratorio productor, la vacuna a granel puede almacenarse - 

por un tiempo practicamente indefinido a - 20" C y el producto envasa

do hasta por nueve meses en as mismas condiciones. 

La fecha de caducidad es de 3 meses siempre y cuando se conserve a

menos de O' C ; usualmente en el congelador de los refrigeradores co

munes. 

10. 0 ROTULADO

Ademós de los datos especificados en el Reglamento General para La- 

boratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, la etiqueta de la

caja debe indicar lo siguiente; 

Vacuna antivariólica de virus vivo atenuado

Cepa utilizada

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

Concentración expresada en UP/ ml

Conservador empleado y su concentración
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Estabilizador empleado y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Número de tubos capilares contenidos en la caja y dosis en cada uno

Vía: Multipresión o multipuntura

Fecha de caducidad

Consérvese a menos de 0* C

11. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

11. 1 Presentación

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

11. 2 Esquema de Inmunización

La vacunación debe hacerse después de cumplido el año de edad para

reducir el peligro de encefalitis postvacunal

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

previamente aseptizada y aplicando multipresión o multipuntura. 

12. 0 INDICACIONES, CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

12. 1 Indicaciones

Se emplea en la inmunización activa contra la viruela. 
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12. 2 Contraindiaciones

La vacuna antivariólica está contraindicada en individuos con lesio

nes en la piel, ya que en este caso puede presentarse la " vacuna ge

neralizada" que reviste una gravedad igual a la de la viruela y pue

de llegar a ocasionar la muerte. 

Está absolutamente contraindicada durante ei embarazo. 

12. 3 Efectos Secundarios

Puede presentarse encefalitis postvacunal, vacuna generalizada, ec- 

zema vacuna] e infecciones secundarias en el sitio de la vacunación. 

13. 0 CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA A LA VACUNACION

Son tres las reacciones que se obervan: 

La reacción de primovacunación ( RPV) o de prendimiento típico -- 

primario ( PTP) se manifiesta en el sitio de la aplicacion por la

presencia a las 24 6 48 h de una mácula que evoluciona a Opula

en 3 6 4 días, a vesícula a los 4 a 6, a pústula al noveno y for

mación de costra entre los 15 y 2i días, dejando una cicatriz in

deleble. 

Esta reacción de primovacunación es de esperarse cuando el indi- 

viduo es vacunado por primera vez e indica que no tenía inmunidad. 

Si no hay prendimiento primario será necesario repetir la vacuna

ci6n hasta conseguir la reacción de RPV. 
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Reacción acelerada ( RA), aparece una vesícula aproximadamente al

quinto día que evoluciona a pústula mas tarde y toda la reacción

antes descrita se completa en un período de 10 días. 

Indica que existe inmunidad parcial. 

Reacción inmediata ( RI) Presenta solo la fase de mécula Y P5' 

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

Inés. 

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

hipersensible al virus. 
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VACUNA ANTI RRUBEOLA

1. 0 INTRODUCCION

El virus de la rubeola ( Rubellavirus) solo es patógeno para el hom

bre y no se trasmite a animales de experimentación. 

El virus penetra al organismo mediante el pfrúgge e infecta la muco

sa rinofarIngea. 

El período de incubación es de 2 semanas / los s ntomas prodró- 

micos son breves o casi inexistentes; el cuadro clínico comienza - 

súbitamente con la aparición de exantema rosado, fiebre e infarto

en los ganglios cervicales, suboccipitales y postauriculares típi- 

cos de la enfermedad pero que son fáciles de confundir con síntomas

de otros padecimientos. En adultos, se puede presentar también do

lor de cabeza, endurecimiento de las articulaciones, sensación de

lasitud e inflamación moderada de la garganta. 

En sr la infección es moderada y poco peligrosa, mas el riesgo ver

dadero de la infección 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, retinopatia, glaucoma), -- 

sordera ( degeneración cloquear), defectos cardíacos congénitos ( es

pecialmente la persistencia del conducto arterioso, a veces acompa

liado por estenosis de las arterias pulmonares) y retardo mental fre

cuentemente con microcefalia. Los efectos no teratogénicos inclu

yen retardo en el crecimiento, osteítis, púrpura trombocitopénica, 
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hepatoesplenomegalia, anemia hemolitica y neumonía intersticial. 

En general si la infección ocurre en el primer trimeste del embara

zo sobreviene el aborto, en los meses siguientes la posibilidad de

daño al feto va disminuyendo aunque se dan casos de retraso mental

aún cuando la infección ocurra al octavo mes del embarazo. 

La mejor manera de evitar estas complicaciones consiste en la vacu

nación de todas las mujeres en edad de concebir que no sean inmunes

al virus; para detectarlas se debe realizar la prueba de inhibición

de la hemaglutinación 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. 

2. 0 DEFINICION

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

tivo primario de tejido de riñón de conejo conteniendo por lo menos

1 000 0ICT50 y no mas de 25 pg de sulfato de neomicina por dosis - 

humana. 

3. 0 CEPA

Se usa la cepa Cendehill aislada en cultivo de células renales de

mono verde y atenuada por pases repetidos en cultivo primario de - 

riñón de conejo. En la producción no se deben realizar mas de -- 

cinco pases a partir del lote de semilla con el cual se llevó a ca

bo la prueba de campo. 



3. 1 Lote de Siembra

El lote de siembra se prepara de la misma forma que se describe pa

ra la preparación del lote de producción y se conserva repartido en

allcuotas a - 60* C. 

3. 2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

Se realizan las pruebas de identidad por seroneutralización, de es

terilidad bacteriana y micótica y de potencia de la misma manera - 

que se describen para el lote de producción; además, se debe reali

zar la prueba de neurovirulencia en monos. Si esta prueba es sa- 

tisfactoria el virus semilla podrá usarse en la producción. 

4. 0 OBTENCION DE LA VACUNA PREPARADA EN CULTIVOS CELULARES DE RIÑON DE

CONEJO

Esta vacuna se puede obtener en cultivo de células de embrión de

pato o en cultivo de células renales de conejo, aquí se describe

la segunda técnica que es la que se usa para la producción de la

vacuna que se distribuye en México. 

4. 1 Preparación de los Cultivos Celulares

Se emplean cultivos de células de riñón 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

producción. Los animales que cumplan con estos requisitos se anes

tesian y trabajando en condiciones de esterilidad, se extraen los

riñones que se colocan en cajas Petri. Los conejos se someten a - 

la necropsia en busca de lesiones que evidencien tuberculosis, mi- 

xomatosis, fibromatosis, viruela de conejo y otras enfermedades tí

picas de ellos. 

Los riñones se descapsulan y reducen a fragmentos de 3 a 4 mm, se

pasan a un aparato de tripsinización, se lavan dos veces con solu- 

ción salina isotónica amortiguada con fosfatos y una tercera vez - 

con solución de tripsina al 0. 25%, se deja sedimentar y el sobrena

dante se decanta. Se adiciona mas solución de tripsina y se deja

45 minutos a temperatura ambiente con agitación continua. Se cen

trifuga, se decanta el sobrenadante y las células tripsinizadas se

lavan con solución de Hanks adicionada de hidrolizado de lactoalbú

mina, 8% de suero fetal de ternera y 50 pg de neomicina ( solución

de Melnick " A", de crecimiento), se centrifuga a 1 000 rpm durante

10 minutos y a una temperatura de 5* C. Se determina el número de

células viables mediante el método de coloración con rojo neutro y

se siembran frascos de Roux con esta suspensión, se incuban 5 dfas

a 36E y al cabo de estos se elimina el medio de crecimiento y se

adiciona solucion de Earle adicionada de hidrolizado de lactoalbú- 

mina. y 0. 4% de glucosa ( solución de Melnick " B", de manteniniento), 

después de 48 h se cambia el medio de mantenimiento por medio frei
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co y se separan muestras del medio oara control de esterilidad vi- 

ral ( 4. 4. 1). 

4. 2 Inoculación de los Cultivos Celulares

Cada frasco se inocula con 0. 5 ml del virus semilla dejando el 25% 

de los frascos sin inocular como controles de esterilidad vira]. 

Se incuban de uno a dos dTas a 35° C. 

4. 3 Cosecha

La cosecha se efectúa reuniendo los cultivos que se someten a un - 

ciclo de congelación -descongelación y se reúnen en un frasco, a és

te se le adiciona un volumen igual de estabilizador ( contiene KOH, 

KH2PO4, cido glutámico y lactosa), se separan muestras para con- 

trol y la suspensión restante se almacena a - 60aC. 

4. 4 Pruebas a los Frascos Control de Tejido de Riñón de Conejo

4, 4. 1 Subcultivos en Líneas Celulares ( Apéndice 1, 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 período de

incubación para detectar efecto citopático. Se toman muestras para

detectar contaminación por Noseme cuniculi usando tinción de Giemsa

o inmunofluorecencia. Los sobrenadantes de los frascos de control
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se reúnen 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 líneas celulares de humano, simio y riñón de conejo, se ob

servan durante 14 días y no debe aparecer efecto citopático debi- 

do a la presencia de virus adventicios. Al final del período de

incubación se realiza la prueba de hemadsorción a todos los tubos. 

4. 4. 2 Prueba de Hemadsorción ( Apéndice 1, 6. 2. 2) 

A los frascos de control y a los tubos de las distintas lineas ce- 

lulares de ( 4. 4. 1) se les realiza la prueba de hemadsorción; para

ello al final de la observación se elimina el fluido sobrenadante

y se adiciona una suspensión de eritrocitos de cuy al 0. 5% en solu

ción amortiguadora de fosfatos, se refrigera 30 minutos a 5° C, se

lava la capa celular y se observa al microscopio la adsroción de - 

los eritrocitos. Si los glóbulos rojos no se adhieren a la capa

de células significa que no hay contaminación con agentes producto

res de hemadsorción y la prueba es satisfactoria. 

4. 5 Controles a la Suspensión del Virus antes de la Clarificación

4. 5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

4. 5. 2 Titulo del Virus ( Apéndice 1, 9. 2) 

El contenido del virus se determina por titulación de las DICT50 - 

en cultivos de riñón de conejo, utilizando como punto de compara- 
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ción un patrón de referencia de virus de la rubeola. 

4. 5. 3 Identidad ( Seroneutralización) ( Apéndice 1, 6. 2. 3) 

Se diluye una muestra de la suspensión del virus hasta tener

100 DICT50/ ml, se adiciona suero antirrubeola de alto título. U- 

na muestra similar de la suspensión 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 asT como una muestra

de la suspensión de virus diluTdo; se siembra 0. 1 ml de esta suspen

sión en cada UPO de 10 tubos con cultivo de células de riñón 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 días en forma estacio

naria. A los 7, 14 y 18 das se observa el efecto citopatogénico; 

los tubos sembrados con la mezcia virus -suero inmune deben ser ne- 

gativos, en tanto que los sembrados con virus -suero normal y virus

diluTdo solo, deben mostrar resultados positivos. 

4, 5. 4 Investigación de M. tuberculosis

Se investigaré la presencia de M. tuberculosis humano 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 desarrollo. 



4. 5. 5 Prueba en Ratón Lactante

Cada lote de producción del virus se ensayará en un mínimo de 20 - 

ratones de menos de 24 h de nacidos; a cada uno de los animales se

les inyecta 0. 01 ml de la suspensión por via intracerebral y 0. 1 ml

por via intraperitoneal; las muertes ocurridas entes de 24 h se dp

ben al traumatismo de las inyecciones. Los ratones se observan - 

diariamente durante 14 dias como mínimo. Todos los ratones que - 

mueran o presenten signos patológicos pasadas las primeras 24 h de

la prueba, se someten a autopsia para descubrir la presencia de a- 

gentes extraños; este examen se hace macroscópicamente por inspec- 

ción directa y por subinoculación intracerebral e intraperitoneal

de suspensiones de tejidos adecuados a otros 5 ratones como mínimo

que se observan diariamente durante 14 dies. La prueba se consi- 

dera satisfactoria si al final del periodo de observación sobrevi- 

ve por lo menos el 80% de los animales inoculados y ninguno presen

ta signos de infección. 

4. 5. 6 Prueba en Ratón Adulto

El lote de producción del virus se ensaya como minimo en 20 ratones

adultos de 15 a 20 g; cada animal se inyecta con 0. 03 ml de la sus

pensión por \ tia intracerebral y 0. 5 ml por vía intraperitoneal. 

Los ratones se mantienen en observación durante 21 dias como míni- 

mo. Las muertes que ocurren antes de 24 h se deben al traumatis- 

mo de las inyecciones. Pasadas las primeras 24 h todos los rato- 
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nes que mueran o presenten signos patológicos se someterán a autoo

sis para descubrir la presencia de agentes extraños. Este examen

se hace macroscópicamente por inspección directa y por subinocula- 

ción intracerebral e intraperitoneal de suspensiones de tejidos a- 

propiados a otros 5 ratones como mínimo que se mantienen en obser— 

vación por 21 días más. La prueba se considera satisfactoria si

al final del período de observación sobrevive por lo menos el 80% 

de los animales inoculados y ninguno presenta signos de infección. 

4. 5. 7 Prueba en Embriones de Polio

Inoculación en la cavidad alantoidea

Se hacen reaccionar 50 ml de la suspensión viral con suero antirru

beoia de alto título, se deja la mezcla 1 h a temperatura ambiente. 

Se inoculan 150 embriones de 8 a 10 ciTas en la cavidad alantoidea

con 0. 5 mi por embrión, 10 más 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 más como controles adiciona

les. Todos los embriones se incuban de 35 a 37% por 7 días ob- 

servandolos dos veces diarias; las muertes que ocurran a las primg

ras 24 h no se toman en consideración ya que se deben al traumatis

mo de la inoculación. Al final del periodo de incubación se prue

ban en: 

A, Signos patológicos. 

B. El fluido alantoideo se prueba en aglutinación con glóbulos ro

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

D. En caso de duda los fluídos alantoideos se subinoculan en seis

embriones adicionales para descartar la presencia de algún a- 

gente trasmisible. 

Si durante el período de observación ocurren muertes, debe -1 reali- 

zarse en los fluldos alantoideos las pruebas antes mencionadas asi

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

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

paran frotes que se tiñen al Gram para determinar la morfología de

los microorganismos. 

inoculación en saco vitelino

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

alto título, la mezcla se deja 1 h a temperatura ambiente. Se i- 

noculan 150 embriones de 7 a 9 días en saco vitelino con 0. 5 ml -- 

por embrión, 10 más se inoculan con la mezcla estabilizador -medio

de mantenimiento, se dejan 10 embriones como controles y 10 más co

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

37' C durante 7 días observándolos dos veces diarias, al final del

período de incubación los embriones que sobreviven se prueban en: 

A. Signos patológicos. 

B. Presencia de cuerpos de inclusión en el saco vitelino. Para

ésto se hacen frotes con el tejido dei saco vitelino que se ti

ñen por el método de Machiavello; en caso de existir contami- 

nantes, se observan al microscopio cuerpos de inclusión que to

man un color rojo sobre fondo azul. 
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C. En caso de duda los fluidos alantoideos se subinoculan en seis

embriones adicionales para descartar la presenc a de algún a- 

gente trasmisible. 

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

neutralizar. 

4. 5. 8 Inoculación en Cultivo de Células de Riñón de Mono

Un volumen de la suspensión viral diluido al equivalente de por lo

menos 500 dosis humanas se neutraliza con suero 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 mi a por lo menos 5 tubos

con cultivo de células de riñón de mono Cercopitl - us o Erythroce- 

bus patas se incuban de 35 a 37° C durante 14 di omo minimo ob- 

servandolos diariamente, la vacuna es satisfactor 3 si no hay evi- 

dencia de efecto citopético. Esta prueba se realiza también con

muestras del virus de producción sin neutralizar. 

4. 5. 9 Pruebas en Otros Cultivos de Células

Se toman muestras de la suspensión del virus que se neutralizan -- 

con suero antirrubeola de alto titulo y se siembran en cultivos ce

lulares de rir,6n de mono Rhesus, de mono Cynomolgus y de conejo asT

como en células humanas. Se incuban durante 14 das y no debe ha

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

sin neutralizar. 

4. 5, 10 Inoculación de Conejos

Una muestra de por lo menos 15 ml le cada lote de producción debe

probarse por inoculación en conejos. Se usan 5 conejos sanos de

1. 5 a 2. 5 Kg que se inyectan con 1. 0 ml cada uno por vía intradSr- 

mica en varios sitios y 2. 0 ml por vía subcut6nea. Los animales

se observan por 30 días y todos los que mueran o presenten signos

de enfermedad después de las primeras 24 h se someterén a autopsia

examinando órganos y cerebro. 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 inoculación que puedan - 

evidenciar la presencia de agentes extraños en la suspensión del - 

virus. 

4. 5. 11 Prueba de Inoculación a Cuyes

Se inoculan 5 cuyes de 350 a 450 g con 0. 1 ml de la suspensión por

vía intracerebral y 5. 0 ml por vía intraperitoneal, se observan

por 42 días y todos los animales que se sacrifiquen por enfermedad

o que mueran pasadas las primeras 24 h deberón someterse a la ne— 

cropsia. Al término del período de observación los animales so- 

brevivientes se sacrifican y se someten a la necropsia en busca de

lesiones producidas por M. tuborculosis o por algún agente viral. 
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La prueba es satisfactoria si sobrevive por lo menos el 80% de los

animales inoaulados y ninguno presenta lesiones atribuibles a M tu

berculosis o a algún virus adventicio presente en la suspensi6n. 

4. 5. 12 Pruebas para la Detección de otros Agentes Adventicios

En cada lote debe probarse la ausencia de agentes patógenos 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 apropiadas en cada caso. 

La suspensión se considera satisfactoria si los resultados obteni- 

dos son negativos en cada caso. 

5. 0 CLAR1FICACION

Antes del envase se la vacuna se procede a descongelar la suspen- 

sibn viral en bao de agua, se centrifuga y el sobrenadante se fil

tra a través de membrana. 

6. 0 CONTROLES AL PRODUCTO CLARIFICADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Titulo del Virus ( 4. 5. 2) 

Debe contener no menos de 1 000 DICT50 por cada 0. 5 ml. 
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3 Neurovirulancia en Monos

Se usan monos en los que se ha comprobado la ausencia de anticuer- 

pos frente al virus de la rubeola inhibidores de la hemaglutinación. 

Se inoculan, bajo anestesia profunda, con una muestra tomada después

de la clarificación pero antes de la dilución final del virus, por

lo menos 20 monos Cercopithecus o Maccacus con 1. 0 ml de la suspen

sión viral por vía intramuscular en la extremidad posterior derecha, 

con 200 mg de acetato de cortisona en la izquierda, 300 000 UI de - 

penicilina en la extremidad superior derecha, 0. 5 ml de la suspen- 

sión viral en la región talámica de cada hemisferio y 0. 5 ml por - 

vía intraespinal a la altura de las vértebras lumbares. 

Los monos se observan durante 17 a 21 días y en oingún caso debe- 

rán observarse síntomas de parálisis o cualquier tastorno neuroló- 

gico, las muertes que ocurran en las primeras 48 h no se consideran

para la prueba y el animal debe substituírse por otro inmediatamen

te. Al final del período de observación se sacrifican los anima- 

les y se toman muestras del tálamo y de la médula espinal a nivel

lumbar y cervical, para la recuperación del virus que deberá ser - 

negativa. Además se realizan estudios histopatológicos y en nin- 

gún caso debe observarse darlo en esas regiones atribuíble a neuro

tropismo del virus o a la presencia de agentes extraños. En caso

de duda por los hallazgos histopatológicos, se hará un examen de - 

diferentes partes del cerebro sospechoso asT como la recuperación

del virus de los tejidos nerviosos extraídos del animal. 

La prueba es satisfactoria si sobrevive el 90% de los animales, si
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no presentan 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 menos del 70% de los

animales inoculados inicialmente. 

7, 0 ENVASADO

La vacuna se envasa en frascos mpula mbar en dosis individuales, 

se liofilizan y sellan al vaco. 

8. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

8. 1 Esterilidad Bacteriana y Mic6tica ( Apéndice I, 6. 1) 

8. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

8, 3 Potencia ( 4. 5. 2) 

No menos de 1 000 DICT50 por dosis humana

8, 4 Identidad ( 4. 5. 3) 

8. 5 Humedad Residual ( Apéndice 11, 1. 0) 

No mAs del 25

153 - 



8. 6 Solubilidad ( Apéndice II, 3. 0) 

9. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna liofilizada se debe conservar a temperatura inferior a - 

M. C. 

La fecha de caducidad no ser S mayor a doce meses después de la úl- 

tima prueba de potencia satisfactoria. 

10. 0 ROTULADO

AdemSs de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar

lo siguiente: 

Vacuna antirrubeola de virus atenuado

Cepa utilizada

Tejido en el cual se cultivó el virus

Antibióticos y su concentración

Estabilizador empleado

No contiene conservadores

Protójase de la luz

Contiene 1 000 DICT50 por dosis humana

Dosis: 0. 5 ml por vta subcut5nea

Volumen y naturaleza del diluyente

Fecha de caducidad

0esc5rtese la vacuna que no se haya empleado en las siguientes 8 h
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despeies de su rehidratación y durante ese tiempo manténgase en- 

tre 2 y CC. 

Si se emplea alcohol para aseptizar la piel debe dejarse evaporar

completamente ya que éste inactiva la vacuna, 

11. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

11. 1 Presentación

Se presenta liofilizada en frascos mpula Ambar con el disolvente

para rehidratar a 0. 5 ml ( dosis individual), en cajas con 1 6 10 do

sis. 

11. 2 Esquema de Inmunización

Una sola dosis por vla subcuténea. 

12. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

12. 1 Indicaciones

Se deben vacunar todos los niños desde 1 año de edad y a mujeres - 

en edad reproductiva con resultados negativos a la prueba de inhi- 

bición a la hemaglutinación. En este caso la mujer no deberé em- 

barazarse hasta que hayan transcurrido dos ciclos menstruales des- 

pués de haber recibiio la vacuna. 
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12. 2 Contraindicaciones

No es necesario administrar la vacuna a personas con reacción de - 

inhibición a la hemaglutinación positiva. 

Como no hay información suficiente para demostrar que la vacuna es

t5 exenta de efectos teratogénícos no se debe administrar a muje- 

res embarazadas. 

La vacuna está contraindicada en personas sensibles a las proteí- 

nas de riñón de conejo, en este caso se usará la obtenida en culti

vo celular de embrión de pato. 
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VACUNA ANTIRRABICA

1. 0 1NTR0DUCCI0N

La rabia es una enfermedad infecciosa del sistema nervioso, común

al hombre y practicamente a cualquier animal de sangre caliente, - 

siendo el perro y el gato las fuentes de infección mas importantes

para el humano, pero la " rabia selvática" se presenta además en a- 

nimales silvestres como zorros, mofetas, ardillas y lobos. 

Los vampiros, aún cuando no llegan a padecer la infección son reser

vorios que la trasmiten al hombre y especialmente al ganado al - 

succionarles la sangre para alimentarse. 

Estos animales así como ciertos murciélagos insectívoros tienen el

virus en las glándulas salivales y en los paniculos adiposos de -- 

grasa caf6 de manera que pueden trasmitir el virus a otros animales

vía los aerosoles de las secreciones de estos murciélagos. Gene- 

ralmente la trasmisión a los seres humanos ocurre cuando son mordi

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

liva del animal en un arañazo o simple escoriación

El período de incubación depende de la edad, sitio y magnitud de - 

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

corto en niños, y cuando las heridas son extensas o si estas están

en la zona de la cabeza y cuello, aunque se han reportado periodos

de incubación tan cortos como de una semana y tan largos como de - 

un año. 

En la mortalidad por rabia intervienen varios factores; especie del
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animal infectante, sitio y extensión de las heridas, eficacia de los

primeros auxilios y el lapso entre el accidente y ta vacunación o

la seroprofilaxis- vacunación. 

De la zona infectada et virus avanza por los nervios pertféricos - 

para alcanzar por último el Sistema Nervioso Central'. Los sinto- 

mas prodrómicos en et hombre incluyen malestar, ansiedad e hiperes

teca alrededor de la herida. En el cuadro clínico los músculos

presentan espasmos dolorosos, principalmente en los músculos de la

deglución, después puede o no presentarse la parSlisis, el delirio, 

el estado de coma y la muerte le sigue en el curso de una semana, 

algunos autores afirman que la muerte es común pero ne inevitable. 

En la mayoría de los casos ta infección puede evitarse mediante la

administración de la vacuna y en los casos de mordeduras graves mg

diante la prevención combinada con el suero antirrábico y la vacu- 

na, pero una vez que la infección se ha desarrollado el suero anti

rrábico es absolutamente ineficaz y tampoco existen otros agentes

antivirales que pudieran curar la infección. 

Cuando se ha establecido la etiologia del padecimiento se mantiene

a los pacientes aislados administrSndoles sedantes en solución sa- 

lina glucosada hasta que ocurra la muerte. 

2. 0 DEFINICION

La vacuna antirrábica Fuenzalida está constituida por una suspen- 

sión al 1% p/ v de tejido cerebral de ratones lactantes infectados

con virus rábico fijo, inactivado por radiaciones ultravioleta. 
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Contiene 0. 1% de fenol y 0. 01% de timerosal como conservadores. 

2. 1 Otros Tipos de Vacunas Antirrábicas

Vacuna Semple: Esté constiturda por una suspensión al 5% de teji

do cerebral de conejos o de carneros adultos infectados con virus

rábico fijo inactivado por calentamiento a 37' C por 48 a 72 h, con

tiene fenol al 0. 5% y timerosal al 0. 01% cano conservado, es. 

Vacunas obtenidas en cultivos celulares: 

Se encuentran en perlodo experimental y entre ellas podemos citar: 

La PMBHK21 que se prepara propagando la cepa PM de virus rábico fi

jo en células de riñón de criceto recién nacido. 

La 38FC que se prepara en células diploides humanas WI38. 

2. 2 Vacunns para Uso Veterinario

Se incluye en este tipo de vacunas la preparada con la cepa ERA que

se obtiene a partir de cultivos celulares de riñón de cuy recién

nacido inoculados con virus rábico fijo. 

También se emplean vacunas obtenidas por inoculación en saco viteli

no de embriones de pollo, con variantes de la cepa Flury, y que pue

den ser de bajo número de pases ( LEP) o de alto número de pases

HEP) y en ambas su presentación final es liofilizada. 

En México se esté empleando también para animales la vacuna Fuenza

lida, pero la concentración final de la suspensión cerebral es del

2. 5%. 



3, 0 CEPAS

Se utilizan las siguientes: Cepa CVS241/ 4, 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. 

3. 1 Lote de Siembra

Se inoculan por vía intracerebral 50 ratones de 11 a lb g de peso

tres o cuatro semanas de edad) con cada cepa del virus vacunal. 

Los animales se observan diariamente y a partir del cuarto dia aque

ilos que presenten signos de rabia son sacrificados y se les extra- 

en los cerebros. Con el tejidonervioso obtenido se prepara una sus

pensión al 20% en agua bidestiladaest6rii conteniendo 2% de suero le

caballo estéril, 200 Ul de penicilinay 200mg de\ streptomicina por -- 

cada ml. Esta suspensión se envasa y liofiliza en alícuotas de - 

1 ml, que se conservan a - 40° C; aproximadamente el 40% se destina

para virus de reserva y el 60% restante se utiliza como lote de -- 

siembra. 

3. 2 Controles a la Cepa y al Lote de Siembra

3. 2. 1 Título del Virus ( Apéndice 1, 4, 2) 
N
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Se determina la Dosis Letal Media ( DL50) en ratones blancos de 11 a

16 g ( 3 a 4 semanas de edad) de un solo sexo. Generalmente se -- 

prueban 5 diluciones en incrementos de 10 utilizando como diluyente

solución amortiguadora de Sbrensen. De cada dilución se inoculan

0. 03 ml por vía intracerebral. Los animales se mantienen en obseL

vación durante un período de 14 días, 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 inyección. 

Diariamente se anota el número de muertes y al final del período de

observación, los animales que presenten parálisis también serán con

siderados como muertos

El cálculo de la DL50 se hará por el método de Reed- Muench. 

3. 2. 2 Limite de Contaminación Bacteriana

Se siembran cada uno de 10 tubos, que contienen 9 ml de medio fluí

do de tioglicolato de sodio ( USP) con 1 ml de la suspensión viral. 

El quinto tubo se agita manualmente y se transfiere 1 ml de esta - 

suspensión al sexto tubo, se mezcla y se toma 1 ml que se pasa al

séptimo tubo continuandose con este procedimiento hasta el décimo

tubo ( dilución 10-
6). 

Todos los tubos se incuban a 35° C y se ob- 

servan diariamente durante 7 días. Se admite como máximo un dese

rrolio de la contaminación bacteriana en 10-
2. 

Un alto grado de

contaminación es indicio de que existen deficiencias en la técnica

de producción y a pesar de que las bacterias son inactivadas por - 

irradiación con luz ultravioleta, su presencia puede ocasionar -- 
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reacciones locales generales. 

3. 2. 3 Identidad ( Seroneutralización) ( Apéndice I, 1. 3. 3) 

Para esta prueba se emplea suero antirrábico de alto título que se

hace reaccionar con la dilución del " virus de reserva" 10 La

mezcla se incuba a 37' C durante 90 minutos y se inoculan 0. 03 ml a

ratones de 11 a 16 g por vía intracerebral. 

Simultáneamente se inocula un lote de ratones testigo con una mez- 

cla de suero normal y virus rábico a la concentración de 10-
1, 

in- 

cubada en las mismas condiciones. 

Si los ratones inoculados con la mezcla de virus de reserva y sue- 

ro antirrábico sobreviven y los testigos inoculados con suero nor- 

mal y virus mueren, se comprueba que se trata de virus rábico. 

Las cepas semilla se controlan períodicamente y cuando es necesario

se obtiene mas " virus de trabajo' a partir del " virus de reserva". 

4. 0 OBTENCION DE LA VACUNA

4. 1 Inoculación de los ratones

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

5 días de edad con 0. 01 ml de una dilución de la suspensión del -- 

virus de trabajo" que deberá tener alrededor de 100 0L50 para el

ratón adulto. 



4. 1. 1 Control del Título del Inóculo

La misma dilución que se empleó para el lote de producción 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 observación durante 14 días y si algunos ratones permane," 

cen sanos durante este período se debe renovar la suspensión del

virus de trabajo", pero se puede utilizar la cosecha; en cambio

si ninguno desarrolla la infección se desecha el lote de ratones

lactantes inoculados. 

4. 2 Cosecha

Los ratones lactantes se sacrifican a las 72 h de la inoculación, 

colocándolos en un recipiente hermético con un algodón impregnado

con éter o cloroformo. 

Los ratones sacrificados se colocan en una bolsa de gasa y se su- 

mergen durante 10 minutos en una solución de fenol al 5%. Se sa- 

can de esta solución, 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 conexión 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 vacío para poder realizar la succión de los cerebros. 

Se toma cada ratón entre los dedos indice y pulgar y se introduce

la aguja en cada uno de los hemisferios cerebrales. El vacío se
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regula con una pinza de Mohr. El material así obtenido se conser

va a - 40GC mientras se continúa con la preparación de la vacuna. 

4. 3 Preparación de la Suspensión Cerebral

Se descongelan los cerebros a temperatura ambiente y se prepara u- 

na suspensión al 10% p/ v del tejido en agua bidestilada estéril en

friada a 4GC. Se homogeniza procurando que no se eleve la tempe- 

ratura. 

4. 4 Centrifugad& de la Suspensión Cerebral

La suspensión de tejido al 10% se centrifuga a 2 500 rpm durante - 

10 minutos y se recoge el sobrenadante, se afora con agua bidesti- 

lada estéril fría, para restituir el volumen original de virus. 

4. 5 Controles a la Su pensión Antes de la Inactivación

4. 5. 1 Límite de Contaminación Bacteriana ( 3. 2. 2) 

4. 5. 2 Prueba de Identidad ( 3. 2. 3) 

4. 5. 3 Título del Virus ( 3. 2. 1) 

Se consideran satisfactorios los títulos que oscilan entre 106' 3 y

107. 3, 
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4. 6 Inactivación del Virus

La suspensión al 10% centrifugada se diluye al doble, agregando a- 

gua bidestilada estéril y fría. El virus se inactiva por radia- 

ción utilizando un esterilizador de plasma de flujo contínuo ( J. J. 

Dill Ultraviolet, Kalamazoo, Michigan, USA, equipado con medidor - 

de flujo modelo A- 350). 

La suspensión del virus se expone en forma de película fina sobre

las paredes interiores del tubo de acero inoxidable que rota a --- 

1 000 rpm. Las lámparas de luz ultravioleta están ubicadas en el

centro del tubo a 1 cm de distancia de las paredes. El material

se expone a la luz que produce un juego de cuatro lámparas ultravio

leta, la suspensión viral fluye a una velocidad de 250 ml por minu

to. 

4. 7 Dilución Final de la Vacuna

Inmediatamente después de la irradiación, la suspensión al 5% se - 

diluye con cuatro volúmenes de agua bidestilada que debe contener

la cantidad necesaria de fenol y timerosal para que alcancen una

concentración final de 0. 1 y 0. 01% respectivamente. 

El empleo del fenal es para preservar el antígeno contra la acción

de las enzimas del tejido nervioso, así como conservador. 

5. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL
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5. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6, 1) 

5. 2 Prueba de Inactivación ( Apéndice 1, 3. 2) 

Se inoculan 16 ratones adultos de 11 a 16 g de peso, por vía intra

cerebral con 0. 03 mi y 16 ratones lactantes, por vía intracrebral

con 0. 01 ml de la vacuna. Los animales no deben mostrar signos de

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

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

Para verificar la ausencia de otros factores no relacionados con el

virus rébico se continúa la observación de los animales 30 días. 

5. 3 Prueba de Inocuidad ( Apéndice 1, 8. 0) 

5. 4 Prueba de Potencia por el Método NIH ( Apéndice I, 9. 7) 

5. 5 Controles Químicos

5. 5. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

De 6. 8 a 7. 4

5. 5. 2 Contenido de Proteínas ( Apéndice 11, 11. 0) 

No ms de 0. 1% 
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5. 5. 3 Conservadores

Fenol ( Apéndice II, 9. 0): No más de 0. 1% 

Timerosal ( Apéndice II, 13. 0): No ms de 0. 01% 

6. 0 ENVASADO

La vacuna se envasa con agitación continua, en frascos Smpula en - 

volúmenes de 15 ml. 

7. 0 CONTROLES AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

7. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

7. 2 Prueba de Potencia ( Apéndice I, 9. 7) 

7. 3 Prueba de Identidad

La prueba de potencia se considera como prueba de identidad. 

8. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

La vacuna debe cor. servarse de 2 a 10' C evitando la congelación ya

que el fenol a tempe,- aturas inferiores a 0° C desnaturaliza el an- 

tigeno. 



La fecha de caducidad no será mayor de 6 meses de ia fecha en que

se haya practicado la última prueba de potencia con resu/ tados sa- 

tisfactorios. 

9. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 

ra Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar

lo siguiente: 

Vacuna antirrbica

Cepa utilizada

Obtenida en tejido cerebral de raton lactante

Concentración del virus por dosis humana. 

No contiene antibióticos

Estabilizadores y su concentración

Conservadores y su concentración

Volumen total contenido en el envase

Dosis; 1 ml

Via; subcutánea en la región interescapulovertebral o región abdo- 

minal. 

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10* C, evitando la congelación

Protejase de la luz

10. 0 PRESENTACION Y ESQUEMA DE INMUNIZACION

168 - 



10. 1 Presentación

Frasco mpula conteniendo 15 ml ( cantidad suficiente para un esque

ma de inmunización) 

10. 2 Esquema de Inmunización

El esquema de inmunización comprende 14 dosis ( una diaria) de un - 

ml de la vacuna. 

11. 0 INDICACIONES, REACCIONES SECUNDARIAS Y CONTRAINDICACIONES

11. 1 Incicaciones

Selección de los pacientes que deben recibir el tratamiento. 

No todas las personas mordidas por un animal rabioso tienen que re

cibir tratamiento sisteméticamente. Debido a que éste no es ino- 

cuo, ya que acarrea varias molestias e inclusive puede producir la

muerte. 

11. 1. 1 Zona Donde se Produjo el Ataque

En zonas enzo6ticas, 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 enzo6tica. de rabia, 
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11. 1. 2 Condiciones en que se Produjo el Ataque

Cuando el animal muerde sin provocación, se del debe localizar y - 

vigilar por lo menos 10 días y si: 

Sobrevive los 10 días No se debe vacunar

Muere después de los 10 días No se debe vacunar

Muere durante los 10 días y el diagnosti

co de laboratorio es positivo. Se debe vacunar

Cuando el animal no se localiza Se debe vacunar

11. 1. 3 Características del Contacto con la Saliva Infectada

Si hay heridas producidas por dientes o

garras del animal

Si hay contacto con saliva recién emiti- 

da, en la piel íntegra

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- 

ci6n

Si hay contacto con objetos que haya la- 

mido el animal

Si hay contacto con otro animal que jugó

o peleó con el animal sospechoso
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No se debe vacunar

Se debe vacunar

No se debe vacunar

No se debe vacunar

No se debe vacunar



Si hay lesión o escoriación por roce brus

co de la tela sobre la piel pero la tela

no está perforada No se debe vacunar

Además de las características del contacto con la saliva se deben

tomar en consideración los resultados del laboratorio: 

Cuadro clínico 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

11. 2 Reacciones Secundarias más Comunes en laVacunaciónantirrábica

Los niños son menos sensibles a presentar complicaciones neuropara

liticas, mientras que los adultos las presentan con más frecuencia

Y generalmente son más graves. 

Debe tomarse en consideración cualquier antecedente alérgico o va- 

cunación previa. Es frecuente que ocurran reacciones locales du- 

rante el tratamiento presentándose respuesta inflamatoria. 

Los casos de complicaciones alérgicas al tratamiento antirrábico - 

pueden presentarse durante o después de la vacunación y pueden te- 

ner un comportamiento mielítico dorso lumbar ascendente semejante

al síndrome de Landry o también se presenta encefalomielitis o en- 

cefalitis sin parálisis. 

Los mecanismos patogénicos en los accidentes neurológicos postvacu
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Si hay lesión o escoriación por roce brus

co de la tela sobre la piel pero la tela

no está perforada No se debe vacunar

Además de las caracteristicas del contacto con la saliva se deben

tomar en consideración los resultados del laboratorio: 

Cuadro clínico 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

11. 2 Reacciones Secundarias más Comunes en laVacunaciónantirrábica

Los niños son menos sensibles a presentar complicaciones neuropara

líticas, mientras que los adultos las presentan con más frecuencia

y generalmente son más graves. 

Debe tomarse en consideración cualquier antecedente alérgico o va- 

cunación previa. Es frecuente que ocurran reacciones locales du- 

rante el tratamiento presentándose respuesta inflamatoria. 

Los casos de complicaciones alérgicas al tratamiento antirrábico - 

pueden presentarse durante o después de la vacunación y pueden te- 

ner un comportamiento mielitico dorso lumbar ascendente semejante

al síndrome de Landry o también se presenta encefalomielitis o en- 

cefalitis sin parálisis. 

Los mecanismos patogénicos en los accidentes neurológicos postvacu
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nales no han sido bien aclarados, pero la opinión mas aceptada es

que se trata de una reacción inmunológica por la presencia de iso

antígenos en la vacuna especialmente en la mielina. 

No existe un tratamiento específico para estas alteraciones, pero

el uso de corticosteroides favorece la recuperación. 

Los casos mortales son relativamente frecuentes especialmente cuan

do las manifestaciones son de tipo mielítico y encefalomielítico. 

11. 3 Contraindicaciones

A los pacientes hipersensibilizados a las proteínas de tejido cere

bral habr5 de administrSrseles la vacuna obtenida en embrión de - 

pato. 
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GAMMA GLOBULINA HUMANA NORMAL

1. 0 INTRODUCCION

La gamma globulina humana normal es un preparado que contiene anti- 

cuerpos frente a los microorganismos que frecuentemente causan in- 

fección en el humano y que dejan inmunidad permanente. Este pro- 

ducto se obtiene a partir de placentas crde plasma de donadores. 

La diferencia con las gamma globulinas hiperinmunes de origen huma- 

no ( antitetánica, antipertussis, anti - D, etc.) es que éstas últimas

se obtienen exclusivamente a partir del plasma de donadores inmuni- 

zados exprofeso con el antígeno correspondiente. 

La gamma globulina normal se emplea en la profilaxis temporal y en

la atenuación de infecciones virales así como para el tratamiento - 

en los estados de hipo y agamma glpbulinemia. 

Este producto contiene fundamentalmente aDIlcuerp95 frente a saTam- 

pión, varicela, rubeola, poliomielitis y parotiditis. 

Para su aplicación, las gamma globulinas se purifican por el método

de Cohn de precipitación con etanol o sus modificaciones, y cuando

se parte de plasma se' obtienen como subproductos de empleo terapeú- 

tico: Albúmina, factor antihemofflico y fitujns5geno. así como otras

proteínas plasmáticas que se emplean para la obtención de reactivos

para laboratorio. En la purificación de las gamma globulinas de o

rigen placentario también se obtiene como subproducto albúmina. 



2. 0 DEFIN1C1ON

inmunoglobulinum humanum normales una solución de anticuerpos pu- 

rificados, obtenidos de plasma o placentas y que contiene todos los

anticuerpos presentes en el adulto normal. 

Además se le adiciona un estabilizador, generalmente glicina, 

0. 3 mol/ litro y timerosal al 0. 01% como conservador; se presenta

quida o liofilizada. 

3. 0 OBTENCION DE LA GAMMA GLOBULINA HUMANA NORMAL

3. 1 Obtención del Material

3. 1. 1 Obtención del Plasma

La sangre debe provenir de individuos sanos, que no hayan padecido

enfermedades recientemente. Antes de cada donación se debe inves- 

tigar la presencia del antígeno asociado a la hepatitis B ( Ags HB1, 

realizar la serología de lues y las determinaciones de hemat-c—c—r—i: 

y hemoglobina. 

Los donadores pueden ser sangrados cada L. 0 días extrayéndoles un vo

lumen máximo de _110 ml. La sangre se recibe en recipientes estéri

les que contengan anticoagulante ACD, se centrifuga a 1000 rpm por

5 minutos en frio. El paquete celular se vuelve a inocular al do

nador ( plasmaféresis) y el sobrenadante_ se congela y envía al labo

ratorio para su procesamiento. 

3. 1. 2 Obtención de las Placentas
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Las placentas se seleccionan y congelan en las instituciones hospi- 

talarias, su transporte y almacenamiento se realiza a - 20° C_. 

3. 2 Obtención de las Gamma Globulinas

3. 2. 1 Fraccionamiento del Plasma

PLASMA

Proteínas 5. 1% 

pH 7. 2 r/ 2 0. 1. 4
Etanol 8% T - 3 C

Sobrenadante 1 Precipitado 1

Proteínas 3% 

pH 6. 9 r/ 2 0. 09
Etanol 25% T - 5GC

1
Sobrenadante 11- 111 Precipitado 11- 111

A partir de este sobrena Proteínas 1. 2% 

danta se llega a la obten pH 6. 9 12 0. 015
ción de albúmina purificada. Etanol 17% T - 6GC

Sobrenadante 111 Preciptado 111

Proteínas 0. 8% 
pH 5. 2 r/ 2 0. 05

Etanol 17% T

I
Sobrenadante 11- 3 Precipitado 11- 3
Proteínas 0. 4% Gamma globulinas

pH 7. 4 r/ 2 0. 95 purificadas

Etanol 25% T - 5 C

Sobrenadante 11- 1, 2
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El plasma se descongela en condiciones controladas para evitar la - 

redisolución del c!: ioprecipitado que contiene el factor antihemofi- 

lico; se reúnen los plasmas procedentes de por lo menos 1000 dona- 

dores y se centrifugan en frío para recuperar el crioprecipitado, 

el sobrenadante obtenido se trata de acuerdo con el esquema simpli- 

ficado para el fraccionamiento del plasma según el método 6 , 9 de

Cohn que se menciona inicialmente. 

3. 2. 2 Obtención de las Gamma Globulinas a Partir de Placentas

Las placentas recibidas se descongelan dos días antes de iniciar el

proceso, se mueLep y se adicionan de solución 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 obtención de gamma - 

globulina a partir de placenta según el método de Taylor. 
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EXTRACTO DE PLACENTA

pH 6. 0 a 6. 9
Etanol 25% T - 5cC

Sob nadante 1

A partir de este sobrenadante

se llega a la obtención de al- 

búmina purificada. 

1
Precipitado I

Proteínas 1% 

pH 4. 8 r/ 2 0. 08

Etanol 8% T - 3° C

Sobrenadante 11

Proteínas 0. 4%, 

pH 7. 0 a 7. 2 r/ 2 0. 1

Etanol 25% T

Precipit do II

Sobt-enadante 111 Precipitado 111

Proteínas 0. 7% 

pH 5. 1 r/ 2 0. 01

Etanol T

Sobrenadante 111- 1

Proteínas 0. 6% 

pH 7. 0 r/ 2 0. 05

Etanol 25% T

1

Precipitado 111- 1

Sobrenadante 111- 2 Precipitado 111- 2

Proteínas 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 II, 4. 0) 



3. 3. 2 Proteinas Totales ( Apéndice 11, 11. 3) 

Se determina para conocer el rendimiento durante el proceso y para

poder ajustar las concentraciones de proteínas en cada paso. 

3. 3. 3 Electroforesis ( Apéndice 11, 6. 0) 

Se usa como control secundario de pureza. 

3. 3. 4 Cloruros ( Apéndice 11, 8. 0) 

Se determina para calcular y ajustar la fuerza iónica en cada paso

del proceso. 

3. 4 Preparación Final

Se determino el peso de los precipitados obtenidos, y trabajando en

frío, se homogeniza la pasta con solución de glicina 0. 3 Mol/ litro

en proporción ( 1: 1) , a esta suspensión se le adiciona agua ( 4: 1) y

se agita en frío de 2 a 4 horas. Se deja reposar la mezcla toda - 

la noche y el sobrenadante se decanta y liofiliza para concentrarlo. 

3. 5 Dilución y Esterilización

La gamma globulina liofilizada se disuelve en una mezcla de agua y

glicina 0. 3 Mol/ litro ( 1: 1), adicionando timerosal a tener 0, 01% 
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y se ajusta el pH a 6. 9 con solución amortiguadora de acetatos. 

La esterilización se lleva a cabo por filtración y se realizan los

controles al producto a granel. 

4. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

4. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

4. 2 Prueba de Inocuidad ( Apéndice I, 9. 0) 

4. 3 Prueba de Pirógenos ( Apéndice 1, 7. 0) 

4. 4 Prueba de Potencia

El Instituto Nacional de Higiene S. S. A. recomienda lo siguiente: An

tes de proceder a la purificación se deben determinar los anticuer- 

pos presentes contra la difteria, viruela y poliomielitis. El pro

ducto es aceptable, si después de la purificación y dilución los tí

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 solución de gamma globulina debe contener - 

no menos de 2 UI de antitoxina diftérica por ml; cuando menos 0. 5 ve

ces el nivel de protección de una inmunoglobulina antivariólica de

referencia; anticuerpos antipoliomielíticos de los tipos 1 y 2 con

un poder de neutralización igual al de la réferencia y 2. 5 veces -- 

más en el caso del tipo 3. 
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4. 5 Controles Químicos

4. 5. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

Una solución 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 Sólidos Totales ( Apéndice II, 2. 0) 

No más del 20% 

4. 5. 3 Proteínas Totales ( Apéndice II, 11. 3) 

De 14 a 17% 

4. 5. 4 Timerosal ( Apéndice II, 13. 0) 

No más del 0. 01% 

4. 5. 5 Inmunoelectroforesis ( Apéndice II, 6. 0) 

Con suero antihumano polivalente deberán aparecer unicamente las ban

das correspondientes a las gamma globulinas. 

4. 5. 6 Cloruros ( Apéndice 11, 7. 0) 

No más del 0. 5% 
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5. 0 ENVASADO

Se dosifica en frascos ámpula según la concentración de gamma glob

lina que tenga el lote y la presentación requerida. Para asegurar

su actividad durante el período de vigencia 5e adiciona un 20% de - 

exceso. 

6, 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Identidad ( Apéndice I, 1. 3.)) 

Esta prueba se realiza por inmunodifusión en placa, empleando suero

antihumano polivalente. 

6. 3 Pirogenos ( Apéndice 1, 7. 0) 

6. 4 pH ( 4. 5.)) 

6. 5 Humedad Residual ( Liofilizado)( Apendice 11, 1. 0) 

No más del 2% 

6. 6 Solubilidad en su disolvente ( Liofilizado) (Apéndice II, 3. 0) 
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7. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto líquido debe mantenerse entre 2 y

El producto liofilizado debe mantenerse a menos de 25%. 

La fecha de caducidad es de 2 arios después de la última prueba de po

tencia satisfactoria para la presentación liquida y 5 años para la

presentación liofilizada. 

8. 0 ROTULADO

Además de los datos mencionados en el Reglamento General para Labora

torios Productores de Sustancias Biológicas debe indicar lo siguien

te: 

Gamma globulina humana normal purificada

Concentración de gamma globulina en mg de proteínas por ml

Estabilizador y su concentración

conservador y su conetración

Concentración de lcoruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Volumen y naturaleza del disolvente ( liofilizado) 

Via de administración: Intramuscular kDcf\- •./ v N' t, h- c el- e - 

E:7

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10 ' C ( liquido) y a menos de 25* C ( liofilizado) 

Las dosis recomendadas se deben especificar según el caso, de pre- 

ferencia en un instructivo anexo. 

182 - 



9. 0 PRESENTAC1ON

Se presenta en frascos ámpula con el producto liofilizado o con 1 a

2 ml de producto líquido que contiene 165 ó 330 mg de proteínas por

ml. 

10. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

10. 1 Indicaciones

La gamma globulina humana se emplea en la profilaxis y terapeútica

para conferir inmunidad pasiva temporal en base a los anticuerpos

que contiene. Aunque se usa en infecciones muy diversas como sa- 

rampión, rubeola, varicela, poliomielitis, hepatitis e infecciones

bacterianas, su efectividad solo se ha demostrado en los siguientes

casos, en los cuales se recomienda su aplicación por vía intramuscu

lar en las dosis que aquí se indican, aún cuando es siempre preferi

ble utilizar los sueros hiperinmunes cuando se disponga de ellos. 

Indicaciones Dosis ( mg/ kg) Observaciones

Sarampión 32

32 - 80
80 - 160

160 - 320

Parotiditis 32 - 48

976 ( dosis total) 

960" ( dosis total) 

Profilaxis

Atenuación

En casos graves

En encefalitis

Profilaxis y atenuación en
niños

Jovenes y adultos
Gestantes

Varicela 32 - 48 Profilaxis

48 - 80 Atenuación

Rubeola 32 - 48

5600 - 7200 ( dosis

total) 
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Poliomielitis 48 - 80 Profilaxis

160 Atenuación

Hipo y agamma / 60 - 192 Dosis inicial

globulinemias 96 Mantenimiento ( Una vez al

mes) 

10. 2 Contraindicaciones

Está contraindicado a personas sensibles a las proteínas humanas. 
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GAMMA GLOBULINA HUMANA ANTI - D

1. 0 1NTRODUCGION

En 1939 Levine y Stetson describieron un anticuerpo presente en el

suero de una mujer embarazada cuyo feto murió " in utero" al octavo

mes. Después del parto la mujer sufrión una reacción hemolítica - 

al ser transfundida con la sangre del marido que era compatible en

el sistema ABO. Lavine y Stetson sostuvieron que la mujer había - 

sido sensibilizada durante el embarazo por un antígeno del feto, he

redado del padre y que el anticuerpo materno había reaccionado con

algún antigeno de los glóbulo rojos del marido, siendo ésta la cau- 

sa de la reacción transfusional. En 1940 Landsteiner y Wiener en- 

contraron que los sueros de conejos inmunizados con glóbulos rojos

de monos rhessus aglutinaban los eritrocitos del 85% de los indivi- 

duos de raza blanca. 

Entonces se pudo establecer la relación entre el anticuerpo descriL6

por Levine y Stetson y los anticuerpos presentes en el suero de o -- 

tras pacientes con reacciones post- transfusionales cuyo origen se - 

desconocía, asi como con los anticuerpos anti - Rh obtenidos en los - 

conejos inmunizados por Landsteiner y Wiener. En el año siguiente, 

Levine y sus colaboradores señalaron la importancia clínica de este

anticuerpo anti - Rh como causa frecuente de la eritroblastosis fetal. 

El grupo sanguineo del feto está determinado por el de los padres, 

así en el factor Rh: Si la madre es Rh negativa y el padre Rh posi- 

tivo heterocigoto, hay 50% de probabilidades de que el hijio sea --- 
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Rh positivo y se pueda llegar a presentar la isoinmunización; si el

padre es Rh positivo homocigoto, todos los hijos serán Rh positivos

y habrá también riesgo de isoinmunización. El estímulo antigénico

ocurre cuando la madre que carece de antígeno 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 - 

gestación por ejemplo, poi- un traumatismo. 

Una vez que la madre tiene ya anticuerpos frente al factor Rh se pre

sentará en los embarazos posteriores el problema de la destrucción

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 producción de eritrocitos in- 

maduros ( eritroblastos) para substituir a los que son destruidos. - 

Como consecuencia de ésto hay deficiencia en la oxigenación, pues

los eritroblastos son incapaces de transportar oxígeno y además la

hemoglobina liberada se transforma en bilirrubina y afecta al siste

ma nervioso del feto ( kernicterus). El recién nacido presenta ane

mis, edema grave ( que es signo de daño cardíaco), hay hepatomegalia, 

esplenomegalia y edema pulmonar. Al segundo o tercer día se desa- 

rrolla el kernicterus que presenta como síntomas principales letar- 

gia, disminución del apetito y pérdida del " reflejo del Moro': la muer

te ocurre en el 75% de los casos y si el recién nacido sobrevive -- 

presenta sordera, retraso mental y parálisis. 

Este problema se trata mediante la exsanguineotransfusión con san- 

gre Rh negativa, ésto es con el fin de que los anticuerpos maternos
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presentes en la sangre del recién nacido, no destruyan los eritroci

tos que se están introduciendo, así como reducir el nive! de bili- 

rrubina. Este tratamiento también se puede practicar al feto aun- 

que es peligroso. 

La prevención de la isoinmunización materno - fetal se logra aplican

do la gamma globulina anti - D a la madre antes de que transcurran 72 h

del primer parto, cuando ya se ha comprobado que el hijo es Rh posi

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 deberá aplicar el suero anti - D lo mas - 

rápido 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 estímulo antigénico. 

El factor Rh no es el único causante de la isoinmunización materno - 

fetal aunque si el más importante; por ejemplo, en el sistema ABO - 

también se presentan incopatibilidades pero en un porcentaje reduci

do. 

2. 0 DEFINICION

Inmunoqlobulinum humanum anti - D es una solución de anticuerpos puri

ficados obtenidos del plasma de donadores Rh negativos, inmunizados

con glóbulos rojos Rh positivos y que contiene anticuerpos anti - D - 

en una proporción de 250 a 300 pg/ dosis, además contiene 0. 3 Mol/ li

tro de glicina como estabilizador y timerosal al 0. 0l% como conser- 

vador. Se presenta liofilizada. 
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3. 0 OBTENCION DEL SUERO

3. 1 Inmunógeno

Loes eritrocitos Rh positivos se obtienen de donadores sanos del -- 

grupo O, sin antecedentes de hepatitis, en los que se investigará - 

la presencia del Ag51-1B y de anticuerpos frente a éste. Los donado

Tes 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

excluirán a los individuos que posean antígeno D. 

Se extrae sangre al donador y se recibe en recipientes estériles con

anticoagulante ACD , la sangre se centrifuga en frío, se decanta el

sobrenadante y los eritrocitos se lavan 3 . 5 4 veces con solución sa

lina isotónica amortiguada estéril, se deben eliminar los glóbulos

blancos y las plaquetas mediante centrifugación diferencial. Se - 

prepara una suspensión al 0. 5% con solución salina amortiguada esté

ril y se mantiene en refrigeración. 

3. 2 Selección de los Donadores de Suero Anti - D

Las personas elegidas para la inmunización primaria o secundaria -- 

frente al Rh deben ser varones sanos Rh negativos o mujeres sanas

Rh negativas menopaOsicas desde dos años antes como minimo, o. que

hayan sufrido esterilización qui rurgica. Deben ser individuos que

posean antígenos de grupos sanguíneos frecuentes como el K y el

Lub. 
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Las cantidades necesarias de plasma anti - D se obtienen de un grupo

relativamente reducido de donadores y éstos deben ser informados am

pliamente sobre la inmunización, la plasmaféresis y los riesgos que

entrañan estos procesos. 

3. 3 Esquema de Inmunización

3. 3. 1 Inmunización Primaria

En todos los programas de inmunización 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 inmunóge

no. Las siguientes son algunas de las dosis que se han probado y

los resultados obtenidos; de éstas se eligirá la mas apropiada para

el laboratorio productor. 

Volumen inyectado por vía intravenosa % de personas con res

puesta positiva a lo; 

seis meses. 

1 ml en una dosis 15% 

40 ml en una dosis 33% 
500 ml en una dosis 65% 
2 a 4 ml fraccionados en dos dosis 50% 

3. 3. 2 Inmunización Secundaria

En ciertos individuos, el título de anticuerpos alcanza un nivel máx

imo tras la inmunización primaria y no aumenta después con la inmuni

zación secundaria; en otros casos los títulos de anticuerpos pueden
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seguirse elevando durante mas de doce meses mediante la administra- 

ción de 0. 5 a 1. 0 ml de la suspensión de eritrocitos cada 5 a 8 se- 

manas, posteriormente se administra de 0. 1 a 0. 5 mi del inmunógeno

por vía intravenosa cada 2 a 3 meses. 

3. 4 Sangría de Prueba

Antes de la cosecha se realiza una sangría de prueba para determinar

la concentración de inmunoglobulina anti-[) en el suero, también se

determina en esa muestra la concentración de hemoglobina, proteínas

séricas totales, transaminasa sérica y la relación alb6mina/ globuli

na; estos valores se comparan con los obtenidos en sangrías sucesi- 

vas para determinar con que frecuencia deberán hacerse éstas. En

cada donación se realiza la serologia de lues y la prueba para detec

tar la presencia del antígeno asociado a la hepatitis B. 

3. 4. 1 Determinación de Anticuerpos Anti - D

La concentración de anticuerpos anti - D se determina por el método de

Hughes - Jones. Para la prueba se mezclan alícuotas del suero inmune

con diferentes concentraciones de glóbulos rojos Rh positivos

CCDee) , se incuban a 37* C durante 24 h con agitación frecuente. 

Las suspensiones se centrifugan a 4' 1C y los glóbulos rojos se lavan

3 veces con solución salina isotónica fría. Después se adiciona - 

125

suero anti - gamma globulina marcado con 12 y se incuba a 37' C du- 

rante 10 minutos. Las suspensiones se centrifugan, se elimina el
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sobrenadante y se determina la radioactividad presente en los eri- 

trocitos. 

3. 5 Obtención del Plasma

Se podrán realizar extracciones de 500 ml cada 40 días. La sangre

se recibe en recipientes estériles con anticoagulante ACD, se cen- 

trifuga a 1000 rpm por 5 minutos en frío. El paquete celular se - 

regresa al donador ( plasmaféresis) y el sobrenadante se congela y - 

envía al laboratorio para su procesamiento. 

Se puede aumentar la frecuencia de los sangrados de acuerdo con los

resultados de las pruebas de hemoglobina y proteínas séricas tote

les. Si la concentración de proteínas séricas del donador descien

de a menos de 6 g/ 100 ml se suspenderán las sangrías por lo menos - 

dos meses o hasta que presente niveles normales, y si la baja de pro

teínas séricas prevalece se eliminará definitivamente al donador. 

3. 6 Purificación de las Gamma Globulinas

Ver: GAMMA GLOBULINA HUMANA NORMAL ( 3. 2) 

4. 0 CONTROL AL SUERO PURIFICADO A GRANEL

4. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice 1, 6. 1) 

4. 2 Prueba de Inoct, idad ( Apéndice 1, 8. 0) 
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I43 Prueba de Pirógenos ( Apéndice I , 7. 0) 

4. 4 Contenido de G8mma Globulina Anti - D ( 3. 4. 1) 

El contenido de gamma globulina anti - D deberá der de por lo menos el

15% de las proteínas totales del producto. 

4. 5 Controles Quimicos

4. 5. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

Una solución 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 Sólidos Totales ( Apéndice II, 2. 0) 

No más del 20% 

4. 5. 3 Proteínas Totales ( Apéndice II, 11. 3) 

Se determinan para relacionar el dato con el contenido de gamma glo

bulina anti - D

4. 5. 4 Timerosal ( Apéndice 11, 13. 0) 

No mas del 0. 01% 



4. 5. 5 Cloruros ( Apéndice II, 7. 0) 

No más del 0. 5 % 

4. 5. 6 Inmunoelectroforesis ( Apéndice II, 6. 0) 

Con suero antihumano polivalente deberán aparecer unicamente las ban

das correspondientes a las gamma globulinas. 

5. 0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o frascos ámpula según la concentración - 

de gamma globulina anti - D del lote para tener 260 a 300 ug de anti- 

cuerpos anti -D por doss.. Para asegurar su actividad durante el pe

ríodo de vigencia se debe adicionar un 20% de exceso . El producto

se liofiliza y sella al vacío. 

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Identidad ( Apéndice I, 1. 3. 1) 

Esta prueba se realiza por inmunodifusión en placa empleando suero

antihumano polivalente. 
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6. 3 Pirógenos ( Apéndice I, 7. 0) 

6. 5 Humedad Residual ( Apéndice li, 1. 0) 

No más del 2% 

6. 6 Solubilidad en su Disolvente ( Apéndice II, 3. 0) 

7. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto es estable durante 3 años después de la última prueba de

potencia satisfactoria. 

Se debe mantener entre 2 y 10 C. 

8. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente para

Laboratorios fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar lo

S iguiente: 

Inmunoglobulina humana anti - D purificada

Concentración de anticuerpos anti - D en ug/ dosis

Conservador y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase después de rehidratar

Volumen y naturaleza del disolvente

Vía de administración; intramuscular
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Dosis recomendada

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 104C

9. 0 FRESENTACION

Frasco ámpula con 250 ó 300 ug de gamma globulina anti - D

10. 0 INDICACIONES Y CONTRAINDICACI01ES

10. 1 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

cualquier accidente durante el embarazo que pudiera provocar una he

morragia traspiacentaria, como amniocentesis o hemorragia antepartum. 

Así como también a las mujeres Rh negativas que hayan abortado o re

cibido una transfusión equivocada. 

La dosis administrada será de 250 a 300 ug de inmunoglobulina anti - D

por vía intramuscular antes de que pasen 72 h después del parto. 

Cuando se sospeche de hemorragia trasplacentaria abundante o se tra

te de una transfusión equivocada, será necesario aumentar la dosis

de acuerdo al criterio del médico. 
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10. 2 Contraindicaciones

La gamma globulina anti -0 está contrindicada en mujeres Rh negativas

que ya hayan sido inmunizadas al factor Rh debido a un parto ante - r

rior, aborto o una transfusión equivocada, Las mujeres Du no deben

ser tratadas con los anticuerpos anti - D, en parte porque una alta - 

proporción de los mismos reacionará con los eritrocitos Du, con lo

cual quedará una cantidad muy pequeña para reaccionar con los hema- 

tíes del feto, y por otro lado, el riesgo de formación de anti - Rh - 

por una mujer DI' es pequeño. 
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ANTOTIXINA TETANICA

1. 0 INTRODUCCION

Ver Toxoide Tetánico. 

2. 0 DEFINICION

Antitoxinum tetani ( equinum) es una solución de anticuerpos espe

cíficos purificados , obtenidos del plasma de caballos inmuni- 

zados con toxoide y toxina tetAnicos. Contiene fenol al 0. 5% co- 

mo conservador. 

3. 0 PRODUCCION DE LA ANTITOXINA

3. 1 Inmunógeno

Se utiliza toxoide tetánico con 60 a 70 Unidades floculantes/ ml -- 

ULf/ m1) y toxina teténica cLya potencia sea de 10000 a 20000 DML

para el ratón por cada ml

3. 2 Animales

Se emplean caballos jóvenes y sanos. Que no hayan recibido trata

miento con antibióticos especialmente penicilina y estreptomi,cina. 

Estos animales se mantienen en cuarentena para verificar que no pa

decen ninguna infección y se les realiza la prueba de la maleina - 
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para comprobar que no padecen muermo, enfermedad que es tras- 

misible al hombre, esta prueba debe dar resultados negativos. 

Previa a la selección de los animales se les aplican dos do- 

sis de toxoide tetánico, para ver si responden al antígeno. 

3. 3 Esquema de Inmunización

Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar - 

con el toxoide y la toxina teténicos cada tercer día, por vía sub- 

cutánea en las tablas del cuello, rasurando y aseptizando la sons

de inoculador,. Al término del esquema de inmunización se deja - 

descansar a los animales durante una semana y se procede a tomar 11. 

na muestra de sangre por punción de la yugular para determinar la

cantidad de antitoxina presente en el suero de cada animal. 

ESQUEMA BASIC() DE 1NMUNIZACION Y COSECHA

No. de

ineculo días dosis por caballo ( M1) 

1 1 5 mi 2. 5 ml adyuvante
2 3 10 mi • 2. 5 ml adyuvante

3 5 20 ml • 2. 5 mi adyuvante
4 7 30 mi • 2. 5 ml adyuvante

5 9 40 mi • 2. 5 mi adyuvante

6 ii 60 mi • 2. 5 ml adyuvante

7 14 40 ml toxina + 2. 5 mi adyuvante
8 16 60 ml toxina + 2. 5 ml adyuvante

23 sangría de prueba

24 sangría de cosecha y plasmaféresis
25 sangría de cosecha y plasmaféresis
26 sangría de cosecha y plasmaféresis

toxoide

toxoide

toxoide

toxoide

toxoide

toxoide

El adyuvante empleado en la inmunización 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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pleto de Freund contiene una mezcla de aceite mineral y lanolina - 

85: 15) con M. tuberculosis inactivado, en una cantidad que varía

de 1 a 100 mg/ m1 de mezcla según cada laboratorio, el adyuvante in

completo no lleva el bacilo. 

Cuando la dosis del indoculo es grande el volumen se reparte en va- 

rios sitios de las tablas del cuello del animal. 

3. 3. 1 TTtulo de Anticuerpos ( CSiculo de las ULf)( Apéndice 1, 9. 5) 

Se preparan diluciones del suero de cada caballo que se hacen reac_ 

cionar con 10 Lf de toxolde contenidas en un volumen igual al del

suero ( se puede emplear también toxina). 

dil. del ULf de toxina título del suero

suero o toxoide Lf/ ml

1: 70 10 700

1: 80 lo Soo
1: 100 lo 1000

1: 120 10 1200

Los tubos se incuban a 37. 0 y aquel en que ocurre primero la flocu

lación indica el tTtulo de anticuerpos presentes en el suero del - 

caballo. 

Si el título es de por lo menos 800 ULf/ m1 se procede a realizar - 

la sangria de cosecha, si el tTtulo no es suficientemente alto, se

repite parte del esquema de inmunización y el número de in6culo en

que se inicie dependeré de que tan bajo sea el tTtulo obtenido. 

3. 4 Sangría de Cosecha
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Se hacen tres sangrias, una diaria, en la primera se extraen de - 

6 a 8 litros, en la segunda 4 litros y en la última 4 litros. La

sangre se recoe 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 punción se lleva a cabo

en la yugular. Se deja sedimentar el paquete celular y en condi- 

ciones de esterilidad se saca el plasma de los frascos que se reú- 

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 días y se inicia el es- 

quema de mantenimiento. 

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO Y COSECHA

No. de

intóculo dias dosis por caballo ( mi) 

1 1 30 ml toxoide + 2. 5 ml adyuvante

2 3 40 ml toxoide + 2. 5 ml adyuvante

3 5 60 ml toxoide + 2. 5 ml adyuvante

4 8 40 ml toxina + 2. 5 ml adyuvante

5 19 60 ml toxina + 2. 5 m1 adyuvante

17 sangria de prueba

18 sangria de cosecha y plasmaf4resis

19 sangría de cosecha y plasmaféresis
20 sangria de cosecha y plasmaféresis

El adyuvante empleado es; el adyuvante incompleto de Freund en to- 

das las dosis. 

Se deja descansar al caballo 6 semanas y se repite el esquema de - 

mantenimiento, 

Se continúa durante varios arios, hasta que decrece el titulo de an

ticuerpos o el animai enferma por las sangrias constantes; es fre- 

cuente que presenten degeneración amiloidea del hígado. 
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3. 5 Purificación y Concentración del Plasma

Se puede realizar por el método de precipitación con etanol de Cohn, 

por precipitación con ( NH4) 2504 o bien por el método que combina la

digestión con pepsina y la precipitación 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. Ai témino de - 

este período se filtra por gasa y se diluye con dos volúmenes de a

gua destilada, se ajusta el pH a 3. 6 con HCI 1: 10, se adiciona pep

sine ( de actividad 1: 10 000) a tener una concentración de la enzima

del 0. 1%. La pepsina se disuelve en agua antes de adicionarla. 

El pH se ajusta a 3. 2 ccn HC1 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 --- 

NH ) SO
4 2 4 a tener una concentración final del 14%. Se adiciona - 

tolueno hasta una concentración de 0. 3% en relación al volumen ori

ginal del plasma antes de la dilución. La temperatura de la mez- 

cla se ajusta de 54 a 56° C y se mantiene así por 1 h. Se enfría

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 filtrado a 6. 8 con NaOH 1. 0 N y se adiciona el

22% de sulfato de amonlo, para tener así una concentración final - 

del 36%, se deja reposar la mezcla 2 h a temperatura ambiente y se

pasa a través de un filtro prensa, el precipitado se deja hasta el

día siguiente y se le pasa aire durante 1 h para tenerlo lo mas se

203 - 



co posible, Se recoge el precipitado que se coloca en bolsas de - 

diálisis y se dializa durante 24 h con agua corriente refrigerada, 

se reúne el material dializado y se adiciona fenol disuelto en eter

hasta tener una concentración final del 0. 3% ( o timerosal si el pro

ducto se va a liofilizar hasta tener una concentración final del -- 

0. 005%) y se pasa por un filtro esterilizante para eliminar las par

ticulas sólidas que pueda contener. El plasma purificado se sepa

re en porciones de 500 ml y se dializa nuevamente durante 48 h has

ta que la reacción de identificación de sulfatos sea negativa. 

Los dializados se reúnen y se toman muestras para el control inter

medio. 

4. 0 CONTROL AL PRODUCTO INTERMEDIO

4. 1 Conservadores

Fenol ( Apéndice II, 9. 0) No hay 1Tmite establecido

Timerosal ( Apéndice II, 13. 0) en producto que se va a liofilizar, 

no hay limite establecido. 

4. 2 Pirógenos ( Apéndice I, 7. 0) 

Si la prueba no es satisfactoria se puede intentar la eliminación

de los pirógenos por filtración en material especial y se repite - 

la prueba. Si el resultado es satisfactorio se continúan las prue

bas de control. 



4. 3 Sólidos Totales ( Apéndice II, 2. 0) 

No ms de 20% 

4. 4 Potencia en ULf ( Apéndice I, 9. 5) 

Se preparan diluciones del suero purificado que se hacen reaccionar

con 10 ULf de toxoide o toxina tetánicos ( estándar) contenidos en

un volumen igual al del suero. Los tubos se incuban a 37. 0 y aquel

en que ocurre primero la floculación indica el titulo de anticuer- 

pos presentes en el suero purificado. 

4. 5 Potencia en Ul ( Apéndice 1, 9. 4) 

Como la cantidad de Ul que se espera encontrar en el plasma purifi

cado es de más de 1 000, las diluciones que se prueban : on: 1: 8 000, 

1: 9 000, 1: 10 000, 1: 11 000, 1: 12 000 etc. Estas diluciones se -- 

prueban contra 1 DL+. 

5. 0 ESTERILIZACION

Se ajusta la concentración de fenol a 0. 5% ( o de timerosal a 0. 01%), 

se adiciona NaC1 a tener el 0. 5% para que la solución sea isotónica, 

se ajusta el pH entre 7. 2 a 7. 4 con Na2CO3 al 16% y se repiten las - 

pruebas de sólidos totales y de contenido de conservadores, si son - 

satisfactorias se esteriliza por filtración. 
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6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Prueba de Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

6. 3 Prueba de Pirógenos ( Apéndice I, 7. 0) 

6. 4 Prueba de Potencia ( 4. 5) 

6. 5 Controles Qulmicos

6. 5. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

De 7. 2 a 7. 4

6. 5. 2 Sólidos Totales ( Apéndice II, 2. 0) 

No más de 20% 

6. 5. 3 Proteinas Totales ( Apéndice II, 11. 3) 

El límite debe ser de 50 mg por cada 300 UI por lo menos y no ma- 

yor de 200 mg/ ml. 
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6. 5. 4 Sulfatos ( Apéndice 11, 12. 0) 

No ms de 0. 1% 

6. 5. 5 Cloruro. de Sodio ( Apéndice 11, 8. 0) 

No más de 0. 5% de cloruro de sodio ( 0. 3% de cloruros). 

6. 5. 6 Conservadores

Fenol ( Algunos laboratorios emplean cresol en concentración de 0. 3% 

en lugar de fenol) ( Apéndice 11, 9. 0). No mSs de 0. 5% 

Timerosal ( Apéndice 11, 13. 0). No mSs de 0. 01% si el producto se

va a liofilizar. 

6. 5. 7 Inmunoelectroforesis ( Apéndice 11, 6. 0) 

No deberán aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

otras proteína plasmáticas diferentes de la IgG. 

7. 0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o en frascos mpula según la concentra— 

ción que tiene el lote y la presentación que se requiera, para ast

gurar su actividad durante el perTodo de vigencia debe adicionarse

un 20% de exceso a la presentación indicada. 
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8. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

8. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

3. 2 Identidad ( Apéndice I, 9. 5) 

8. 3 Humedad Residual ( Apéndice II, 1. 0) ( Producto liofilizado) 

No mayor del 1% 

8. 4 Solubi 1 idaden su disolvente ; Apéndice II, 2. 0) ( Producto liofilizado) 

8. 5 Potencia ( 4. 5) 

Debe corresponder a la indicada en el marbete. 

9. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto envasado líquido es estable durante 2 arios si se con- 

serva entre 2 y 10. C.. Liofilizado se prolonga su período de acti

vidad a 5 arios si se conserva a menos de 10' C

10. 0 ROTULADO

AdemSs de los datos especificados en la Reglamentación Vigente pa- 

ra Laboratorios Productores de Biológicos, debe indicar lo siguien
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te: 

Antitoxina tetAnica

Especie en la que se obtuvo ( equina) 

Concentración de antitoxina en Ul/ frasco

Conservador y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen contenido en el envase ( en producto liofilizado, después - 

de rehidratar). 

Volumenynaturalezadel disolvente ( producto liofilizado) 

Dosis recomendada

Via de administración: Intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10. 0

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica- 

ción de este producto, deber 5 practicarse la prueba para inves- 

tigar hipersensibilidad a las proteínas equinas, así como las - 

instrucciones para la desensibilización. 

11. 0 PRESENTAC1ON

Se dosifica en frascos mpula cuyo contenido total es: 

Para prevención: 2 000 Ul y 5 000 Ut

Para tratamiento: 10 000 Ul y 20 000 Ul

12. 0 INDICACIONES, CONTRAINDlCACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS
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12. 1 Indicaciones

Prevención del tétanos en personas que han sufrido un accidente po

tencialmente tetanTgeno y que se encuentran en Cualquiera de los - 

siguientes casos: 

Nunca han sido vacunados con el toxoide tetánico. 

Estan en proceso de vacunación y todavía no han completado el

esquema de inmunización primaria. 

No han continuado con la aplicación de los refuerzos cada 5 6

10 años con toxoide tetánico para mantener un título alto de - 

antitoxina en su organismo. 

La dosis preventiva varía entre 2 000 y 5 000 UI y se debe aplicar

inmediatamente después del accidente. 

La dosis terapeútica varía según el grado de intoxicación que pre- 

sente el paciente pudiendo ser de 50 000 Ul o más. La vía de ad- 

ministración puede ser intramuscular, intravenosa, intrarraquídea

y por infiltraciones en la zona de la herida. 

En todos los casos, antes de proceder a su aplicación se debe rea- 

lizar una prueba para verificar que el paciente no está hipersensi

bilizado a las proteínas equinas. Para realizar esta prueba el - 

suero se diluye 1: 10 y se inyectan 0. 1 ml por vía 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- 

ción, se considera que el paciente es hipersensible por lo que de- 

berá aplicarsele una antitoxina tetánica obtenida en otra especie, 

por ejemplo de origen humano. En caso de no disponer de este pro
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ducto se proceder S a la desensibilización inyectando 0. 2 ml del -- 

suero diluido 1: 10 aplicando al mismo tiempo un antihistamínico y

a los 20 minutos, aplicar una dosis mayor del suero diluido. Se

continúan incrementando las dosis cada 20 minutos, si el paciente

no presenta caida de la presión arterial que es el primer síntoma

de la reacci.ón antígeno -anticuerpo, hasta aplicar todo el volumen

indicado. 

12. 2 Contraindicaciones

Pacientes sensibilizados a las proteínas de origen equino. En este - 

caso se debe administrar la gamma globulina de origen humano.. - 

12. 3 Efectos Secundarios

De los 8 a los 12 días después de la aplicación del suero puede a- 

parecer una reacción caracterizada por la presencia de placas urti

cSricas, dolores en las articulaciones y febrícula. Este cuadro

se conoce con el nombre de * Enfermedad del suero* y se debe a una

reacción entre los anticuerpos que ha formado el paciente frente a

la proteína equina en esos 8 a 10 días y el suero equino que toda- 

vía est S presente en su organismo. Esta reacción cede con la apli

cación de antihistamínicos pero el paciente está sensibilizado al

suero equino y en aplicaciones posteriores tendrS mayores complica

ciones. 
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SUERO ANTIALACRAN POLIVALENTE

1. 0 INTRODUCCION

En nuestro pais hay varias especies de alacranes ponzoñosos princi

palmente de género Centruroides. 

La acción del veneno es esencialmente neurotópica y depende de la

talla de la persona y de la cantidad de ponzoña inoculada por el e

lacran, la picadura produce hiperestesia e intenso dolor local, sen

sación de hormigueo y adormecimiento de las regiones vecinas, des- 

pués cosquilleo en la mucosa nasal, dificultad al deglutir y sensa

ción de " madeja de cabellos" en la garganta; nerviosismo, psialo- 

rrea viscosa, hipersecreción nasal, lacrimal y bronquial, asi como

sudoración profusa. Mas tarde sobrevienen vómitos frecuentes y - 

meteorismo acentuado, disnea con sensación de asfixia por contrac- 

ción espasmódica de los músculos broncofaringeos, dificultad en la

ventilación pulmonar que ocasiona cianosis, convulsiones tónicas y

clónicas de los músculos voluntarios que producen contorsiones en

todo el cuerpo, llegando a la tetanización; se presenta micción y

defecación involuntarias y erección peneal. La cara refleja in- 

tenso sufrimiento, se observa miosis o midriasis, movimiento fre- 

cuente del globo ocular, fotofobia, alteración del músculo de la - 

acomodación y ceguera temporal. La temperatura asciende a 40 y - 

41* C, con pulso de 130. Inicialmente aumenta la presión arterial

para luego descender abajo de la normal; la muerte sobreviene por

paro respiratorio. 
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2. 0 DEFINICION

Serum anti scorpium ( eouinum) es una solución de anticuerpos espe- 

cificos purificados, obtenidos del plasma de caballos inmu- 

nizados con las ponzoñas de distintas especies de alacranes del ge

nero Centruroides. Contiene un conservador y se presenta liquido

o liofilizado. 

3. 0 PRODUCCION DEL SUERO

3. 1 Inmunógeno

Se utiliza la ponzoña obtenida de los télsones de las especies de

alacranes más frecuentes en nuestro pais, en la siguiente propor- 

ción: 

50% Centruroides suffussus suffussus Pocock ( Durango) 

30% Centruroides noxious Hoffman ( Nayarit) 

10% Centruroides limpidus limpidus Karsch ( Guerrero) 

10% Centruroides limpidus tecomanus ( Colima) 

Los télsones se pueden conservar en refrigeración después de haber

los secado, en recipientes herméticos. 

Para la extracción de la ponzoña se colocan los télsones en un ta- 

miz y se lavan con abundante agua de la llave, después de dejan u- 

nos minutos con solución 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 glándulas por cada 0. 25 mi de solu
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ción salina y se tritura durante unos minutos. La suspensión se

centrifuga a 3 000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se reco

lecta y el sedimento se suspende en el mismo volumen de solución - 

salina, se centrifuga y se decanta el sobrenadante; esta operación

se realiza cuatro veces para extaer la mayor cantidad posible de

ponzoña. Finalmente los sobrenadantes se reúnen y se adiciona un

volumen igual de glicerina y timerosal a tener la concentración del

0. 03%. 

3. 1. 1 Titulación del Veneno ( DL50) ( Apéndice 1, 4. 2) 

5D
20 Io 5

ko ; 

LO '. ( L't

De cada lote de ponzoña se hacen diluciones seriadas usando 1. 25 como

factor de dilución. Se inyectan 0. 5 ml de cada dilución en la vena cau

dal de un lote de ratones de 18 220 g de peso que se mantienen en obser

vación durante 24h , anotando el número de muertes y sobrevivientes, 

con los datos obtenidos se calcula la DL50 por el método de Reed y

Muench. 

3. 2 Animales

Ver ANTITOXINA TETANICA ( 3. 2) 

Como la ponzoña puede estar contaminada con esporas de Clostridium

tetani los caballos que se emplean para la obtención del suero an- 

tialacrán deben estar vacunados con toxoide teténico, 

3. 3 Esquema de Inmunización
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Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar - 

con la ponzoña en las tablas del cuello y el lomo , rasurando y a- 

septizando la zona de inoculación. Al término del esquema se - 

deja descansar a los animales durante 10 días y se procede a - 

tomar una muestra de sangre por punción de la yugular para deter

minar la cantidad de antitoxina presente en el suero de cada - 

animal

ESQUEMA BASICO DE INMUNIZACION Y COSECHA

No. de

in6cu10 dtas dosis por caballo ( m1) vía

1 1 60 DL ( 5 ml) + 5 ml adyuvante intramuscular - 
50

fraccionada

9 60 0L50 ( 5 ml) + 5 ml adyuvante

3 16 40 DL50 ( 18 ml) 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 40 DL50 ( 18 mll

5 20 40 DLqo ( 18 ml) 

30 Sangrfa de prueba

31 SangrIa de cosecha y plasmaféresis
32 Sangria 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. 

3. 3. 1 Título de Anticuerpos ( Prueba de Neutralización) ( Apéndice 1, 9. 4) 

Se hacen diluciones seriadas usando 1. 25 como factor de dilución, de

los sueros obtenidos en la sangría de prueba, se mezclan estas dilu

c iones con la cantidad suficiente de ponzoña de Centruroides suffussu
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Se lleva a Cabo como se describe en ( 3. 3. 1) y el título de anticuer

pos no debe ser inferior al poder de neutralización de 150 DL50 por

dosis de 5 ml. 

1° 4 et0A,./..
Crois. 

4. 5 Controles Químicos

4. 5. 1 pH ( Apéndice fl, 4. 0) 

De 7. 2 a 7. 4 . E.A.) paeptat..An=4,1-' , Qcf.4, C3 e -w- 3

4. 5. 2 Sólidos Totales ( Apéndice 11, 2. 0) 

No más del 20% 

4. 5. 3 Contenido de Proteínas ( Apéndice 11, 11. 3) 

No mayor de 200 mg/ ml

4. 5. 4 Sulfatos ( Apéndice 11, 12. 0) 

No mas del 0. 1% 

4. 5. 5 Concentración de Cloruro de Sodio ( Apéndice 11, 8. 0) 

No más de 0. 5% 
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3 5 60 DL50 ( 18 ml) Intramuscular fraccionada

4 7 60 DL50 ( 18 ml) Intramuscular fraccionada

17 Sangría de prueba

18 Sangría de cosecha y plasmaféresis
19 Sangría de cosecha y plasmaféresis
20 Sangría de cosecha y plesmaféresis

Se deja descansar al caballo 20 dTas y se reinicia el esquema de - 

mantenimiento. 

Después de la aplicación de 5 6 6 esquemas de mantenimiento, se de

ja descansar a los animales durante 2 meses y se reinicia el esque

ma de mantenimiento. 

Se continúa durante varios años, hasta que decrece el título de an

ticuerpos o el animal enferma por las sangrías constantes; es fre- 

cuente que se presente degeneración amiloidea del hígado. 

3. 5 Purificaci6n y Concentración del Plasma

VER ANTITOXINA TETANICA ( 3. 5 ) 

4. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

4. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

4. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

4. 3 Pirógenos ( Apéndice I, 7. 0) 

4. 4 Prueba de Potencia



suffussus Pocock a tener un mínimo de 3 DL50 en 0. 5 ml de la mez- 

cla. Estas mezclas se dean lh a temperatura ambiente y se inyec

tan 0. 6 ml en la vena caudal a ratones de 18 a 20 g de peso, se uti

lizan 10 ratones por dilución. Se observan durante 24 h. El cal

culo de la cantidad de DL50 neutralizadas por el suero se efectúa

por el método de Reed- Muench. 

Al llegar al título máximo de anticuerpos; cuando 1 ml neutraliza

por lo menos 12 0L50 se procede a la sangría de cosecha. 

3. 4 Sangría de Cosecha

Se hacen tres sangrías, una diaria, en la primera se extraen de 6 a

8 litros, en la segunda 4 litros y en la última 4 litros. La san

gre se recoge en un recipiente estéril conteniendo anticoagulante

ACD o bien citrato de sodio, agitando continuamente el frasco para

evitar que la sangre se coagule. La punción 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 reúne - 

con los plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fenol

al 0. 6%. El paquete celular se regresa al animal ( plasmaféresis). 

Los caballos se dejan descansar durante 20 días y se inicia el es- 

quema de mantenimiento. 

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO Y COSECHA

No. de

in6culo días dosis por caballo

11 60 OLso ( 18 ml) 

2 3 60 01.. 50 ( 18 mi) 
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4. 5. 6 Conservadores

Fenol o cresol 0. 5 y 0. 3% respectivamente ( Apéndice II, 9. 0) 

Timerosal al 0. 01% cuando el producto se va a liofilizar ( Apéndice

II, 13. 0) 

4. 5. 7 lnmunoelectroforesis ( Apéndice II, 6. 0) 

No deberán aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

proteínas plasmáticas diferentes a las gamma globulinas. 

5. 0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas ofrascosámpula según la concentración de

anticuerpos que tenga el lote. 

Para asegurar la actividad durante el período de vigencia debe adi- 

cionarse un 20% de exceso de la presentación indicada. 

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Identidad ( Apéndice I, 1. 3. 1) 

6. 3 Humedad Residual ( Si es liofilizado) ( Apéndice II, 1. 0) 

No más del 1% 

6. 4 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 años si se con- 

serva entre 2 y 10. C. 

Liofilizado prolonga su período de actividad a 5 años si se conser

va a menos de 10° C. 

8. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente para

Laboratorios Fabricantes de Sustancias Biológicas, debe indicar lo

siguiente: 

Suero antialacrán polivalente

Especies de que se obtuvo

Concentración de anticuerpos expresadas en DML para el cuy neutra

lizadas por el suero

Conservador y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Naturaleza y volumen deldisolvente ( producto liofilizado) 

Dosis recomendada

Vía de administración intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10° C

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica- 

ción de este producto, deberá practicarse la prueba para nves
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f(D
tigar hipersensibilidad a las proteínas equinas, así como las

instrucciones para la desensibilización. 

9. 0 PRESENTACION

Se dosiFica en frascos ámpula en volúmenes de acuerdo con el títu- 

lo de anticuerpos para que equivalga al poder de neutralización de

75 DLM para el cuyo . Este valor se obtiene multiplicando el núme- 

ro de DL50 neutralizadas para el ratón por el factor 0. 3638 ( este

factor se determinó experimentalmente). 

10. 0 INDICACIONES, EFECTOS SECUNDARIOS Y PRECAUCIONES

10. 1 Indicaciones

Para el tratamiento de la intoxicación producida por picadura de a

lacrán Centruroides. La dosis terapeútica varía según el grado - 

de intoxicación que presente el paciente. En los niños las dosis

deben ser mayores que en los adultos, ya que por su talla pequeña

la acción de la ponzoña es mas enérgica. 

10. 2 Efectos Secundarios

De 8 a 12 dias después de la aplicación del suero puede aparecer - 

una reacción sérica caracterizada por la aparición de placas urti- 

cáricas, dolores en las articulacionesy febrícula, este cuadro se
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conoce con el nombre de " enfermedad del suero", y se debe a una re

acción entre los anticuerpos que ha formado el paciente frente a - 

la proteína equina en esos 8 a 10 días y el suero equino que toda- 

vía está presente en el organismo. Esta reacción cede con la a- 

plicación de antihistamínicos pero el paciente está sensibilizado

al suero equino y en aplicaciones posteriores
tendrá mayores com- 

plicaciones. 

10. 3 Precauciones

No es recomendable la administración de analgésicos derivados del

opio así como la ingestión de bebidas alcoholicas, ya que se. ha -- 

comprobado que presentan una acción sinérgica con la ponzoña. Es

conveniente rodear con hielo el miembro afectado con objeto de pro

vocar una vasoconstricción que retarde la difusión de la ponzoña. 
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SUERO ANTIVIPERINO

1. 0 INTRODUCCION

En nuestro país las serpientes venenosas están ampliamente distri- 

buídas en todo el territorio. Los géneros más comunes son el Bo- 

throps, Crotalus y Micrurus. 

La serpiente del género Bothrops más común es Bothrops asperque 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 reacción local, tiene acción necrótica y anticoagulante. 

En la zona de la mordedura se produce un dolor intenso seguido de

la aparición de edema que se extiende con rapidez, se presentan zo

nas de equimosis en toda la extremidad afectada. Varias horas -- 

después aparecen flictenas hemáticas que se rompen formando úlce- 

ras, posteriormente se desarrollan extensas zonas de necrosis que

en ocaciones hace necesaria la faciotomía o aún la amputación. 

Al entrar el veneno a la circulación, actúa sobre el fibrinógeno - 

produciendo microcoégulos que impiden la formación de coágulos ma- 

yores, ésto ocasiona que los orificios dejados por los colmillos - 

de la serpiente sangren profusamente, además por la acción proteo- 

litica del veneno se produce fibrinolisis y en casos severos ocu- 

rren hemorragias en diferentes órganos e incluso en sistema nervio

so que llegan a ocar, ionar la muerte. El paciente presenta sudora

ción intensa, nauseas, taquicardia y lipotimia, el hematocrito es- 
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tá bajo y el tiempo de coagulación aumentado de acuerdo a la seve- 

ridad del envenenamiento. 

Las serpientes del género Crotalus son conocidas como " cascabel" 

debido a los anillos córneos articulados que poseen en la cola y - 

que emiten un sonido caracteristico al vibrar rápidamente. 

Estas serpientes son bastante agresivas y entre las más comunes es

tán: C. bassiliscus bassiliscus, C atrox, C. scutulatus scutula - 

tus, C, molosus, C. triseratus triseratus, C. durisus, C. ruber ru

ber, que se encuentran distribuidas en toda la República Mexicana. 

Los principales efectos del veneno de las serpientes del género -- 

Crotalus son neurotóxicos y hemolíticos mientras que la reacción - 

local es muy escasa. 

En la zona de la mordedura es frecuente encontrar un ligero edema

poco doloroso acompañado por enrojecimiento y calor, éstos desapa- 

recen rápidamente dejando una sensación de adormecimiento en la zo

na. 

A nivel sistémico el veneno posee una poderosa acción neurotóxica

debido a que altera un proceso enzimático a nivel de la placa ter- 

minal provocando astenia rápida y progresiva, posteriormente se -- 

presenta la parálisis flácida. Esta es mas notoria en los múscu- 

los cervicales ( cabeza caída ), párpados, músculos oculares, len- 

gua y en los músculos de las extremidades. 

Se presenta hemódisis masiva con daños y necrosis en los túbulos - 

que puede oroginar una insuficiencia renal aguda que es de apari- 

ción tardía. 

La muerte ocurre por paro respiratorio debido a la parálisis de los
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músculos intercostales. 

2. 0 DEFINICION

Antivenenum Crotalus Bassiliscus bassiliscus, Bothroos asper ( equi

num), es una solución de anticuerpos específicos 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 líqui

do. 

3. 0 PRODUCCION DEL SUERO

3. 1 Inmundgeno

Se utiliza el veneno de víboras de los géneros Crotalus y Bothrops

antes mencionadas mantenidas en cautiverio. 

La cosecha del veneno se realiza cada mes, para ello se sujeta cui

dadosamente al animal por la cabeza y se le fuerza a morder una

membrana delgada de plSstico colocada sobre una copa de ensayo, asT. 

el veneno escurre dentro del recipiente. 

El producto recolectado se centrifuga, se liofiliza y puede conser

varse durante años sin alteración. Para su empleo se disuelve en

solución salina isotónica a tener 2 mg de veneno por ml, se adicio

na timerosal a una concentración final del 0. 03% y 10% de gliceri- 

na almacenandose en refrigeración. 
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3. 1. 1 Titulación del Veneno ( Apéndice I, 4. 2) 

De cada lote de veneno se hacen diluciones seriadas en incrementos

de 1. 25 y se inyectan 0. 5 ml de cada dilución a lotes de ratones

de 18 a 22 g de peso por vía intravenosa, se mantienen en observa- 

ción durante 24 h anotando el nümero de muertes y sobrevivientes - 

en cada dilución, con los datos así obtenidos se calcula la D150 - 

por el método de Reed y Muench. 

3. 2 Animales

Ver: ANTITOXINA TETANICA ( 3. 2) 

3. 3 Esquema de Inmunización

Al término de la cuarentena los caballos se comienzan a inyectar - 

por via subcut5nea en las tablas de cuello y lomo, rasurando y a- 

septizando la zona de inoculación. 

ESQUEMA BASICO DE INMUNIZACION Y COSECHA

No• de Vol. 

n6culo Días Dosis por caballo ( DL50) Adyuvante final

1 1 50 ( C. bassiliscus) + 2 ml Freund 20 ml

completo

2 8 50 ( C. bassiliscus) + 2 ml Freund 20 ml

incompleto

3 15 40 ( C. bassiliscus) + Alginato de sodio 20 ml

al 2% ( Vol. equiv. 

al del veneno) y

9 ml CaC12 al 4X
4 18 40 ( C. bassiliscus) 20 ml
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5 21 40 ( C. bassfllscus) 20 ml

6 24 40 ( C. bassiliscus) 20 ml

50 ( B. asper) 

0. 5 ml de veneno poli- 
valente ( 1) 

7 27 40 ( C. bassiliscus) 20 ml

50 ( B. asper) 

0. 5 ml de veneno poli- 
valente ( 1) 

34 Sangrfa de prueba

35 Sangria de cosecha y plasmaféresis
36 Sangrta de cosecha y plasmaféresis
37 Sangría de cosecha y plasmaféresis

1) : El veneno polivalente es una mezcla de los venenos de distin

tos géneros y especies del pals. 

3. 4 Sangria de Prueba ( 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 protección al ratón

como se describe a continuación: 

Titulación del veneno Célculo de la DL50
Dil. del No. de Tot. Acumulados

veneno ( p/ v) ratones S M S M 3/4 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 DL50 = log 13500 + 0. 1035

log DL50 = 4. 2338

DL = 17132
50 ' 

La D1. 50 del veneno esté contenida en la dilución 1: 17132 que equi- 

vale a : 1: 17132 = 0. 0000583 g/ ml
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Como se administraron 0. 5 ml: 

0. 0000583 X 0. 5 = 0. 0000291 g

Titulación del suero C5lculo de la DE50

Dil. del

suero ratones

Tot. acumu lados

S muertes

1: 10 8 7 1 11 1 12 1/ 12 = 8

1: 20 8 4 4 4 5 9 5/ 9 = 55

1: 40 8 0 8 0 13 13 13/ 13 = 100

Se aplicaron 0. 5 ml de una mezcla a partes iguales de cada dilución

con la ponzoña diluida 1: 1500 a cada ratón. 

C5lculos: 

5.1_1 8 X loy 2 = log del factor del 50% 
55 - 8
0. 8936 X 0. 3010 = 0. 2690

Log DE50 = log 10 0. 2690

log DE5o = 1. 2690

0E50 = 18. 578

La DE50 est5 contenida en 0. 25 mi del suero diluido 1: 18. 578 por - 

lo que 1 ml de suero contiene 74. 3 0E50 • 
Se considera la inmunización satisfactoria si cada ml del suero de

caballo es capaz de neutralizar 12 DL50 del veneno. 

3. 5 Sanyrta 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 última 4 litros. La

sangre se recoge en un recipiente est6ri1 conteniendo anticoagulan

te ACD o bin citrato de sodio, agitando continuamente el frasco - 

para evitar que la sangre se coagule. La punción se lleva a cabo

en la yugular. Se deja sedimentar el paquete celular y en condi- 
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clones de esterilidad se decanta el plasma de los frascos que se re

One 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 1- Vol. 

noculo Días Dosis por caballo ( DL50) Adyuvante final

1

2

3

4

5

1 100 ( C. bassiliscus) + Alginato de sodio 20 ml
500 ( B. aspgr) al 2% ( Vol. equiv. 

0. 5 ml veneno poliva_ al del veneno) y

lente ( 1) 9 ml CaC12 al 4% 
3 100 ( C. bassiliscus) 20 ml

500 ( El. asper) 

0. 5 ml veneno poliva
lente ( 1) 

5 200 ( C. bassiliscus) 20 ml

500 ( B. asper) 

0. 5 ml veneno poliva
lente ( 1) 

8 250 ( C. bassiliscus) 20 ml

500 ( B. asper) 

0. 5 ml veneno poliva
lente ( 1) 

11 300 ( C. bas.siliscus) 20 ml

500 ( U. asper) 

0. 5 ml veneno poliva
lente ( 1) 

18 Sangría de prueba

19 Sangria de cosecha y plasmaf4resis
20 Sangria de Cosecha y p1asmaf4resis
21 SangrTa de cosecha y plasmaféresis

Se deja descansar al caballo durante 6 semanas y se reinicia el es

quema de mantenimiento. 

Se continúa durante varios años, hasta que el titulo de anticuerpos

decrece o el animal enferma por las sangrias constantes, es frecuen

te la degeneración amiloidea del hígado. 
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3. 6 Purificaci6n y Concentraci6n del 1

Ver: ANTITOXINA TETANICA ( 3. 5) 

4. 0 CONTROL. AL PRODUCTO TERMINADO A GR

4. 1 Esterilidad Bacteriana y Mic6tica

4. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

4. 3 Pir6genos ( Apéndice I, 7. 0) 

4. 4 Potencia ( 3. 41

4. 5 Controles Quimicos

4. 5. 1 pH ( Apéndice II, 4. 0) 

De 7. 2 a 7. 4

4. 5. 2 Sólidos Totales ( Apéndice It, 2. 0) 

No más del 20% 

4. 5. 3 Proteinas Totales ( Apéndice II, 11. 3
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No mas de 200 mg/ mi

4. 5. 4 Sulfatos ( Apéndice II, ) 2. 0) 

Nomas del 0. 1% 

4. 5. 5 Cloruro de Sodio ( Apéndice II, 8. 0) 

No más de 0. 5% 

4. 5, 6 Conservadores

Fenol o cresol no más de 0. 3% ( Apéndice 11, 9. 0 ) 

Timerosal no más del 0. 01% cuando el producto se va a liofilizar. 

Apéndice II, 13. 0) 

4. 5. 7 Inmunoelectroforesis ( Apéndice II, 6. 0) 

No deberán aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

otras protelnas plasmáticas diferentes de la IgG. 

5. 0 ENVASADO

Se dosifica en ampolletas o frascos mpula según la concentración

de anticuerpos que tiene el lote. 

Para asegurar se actividad durante el perTodo de vigencia debe adi
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cionarse un 20% de exceso de la presentac

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6, 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice

6. 2 Identidad ( Apéndice I, 1. 3. 1) 

6. 3 Humedad Residual ( si el producto es liofilizac

No mayor del 1% 

6. 4 Solubilidad en su Disolvente ( Liofilizados) ( Apé

7. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto debe conservarse entre 2 y 10° C. 

La presentación líquida es estable durante 2 años, 

este tiempo se prolonga a 5 años. 

8. 0 ROTULADO

Ademés de los datos especificados en la Reglamentaciór

Laboratorios Productores de Sustancias Biológicas debe

siguiente: 

Suero antiviperino ( C. bassiliscus bassiliscus, B. asper) 
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Especie en que se obtuvo ( equina) 

Concentración de anticuerpos expresada en D1_ 50 para el ratón neutra

lizadas por ml de suero

Conservador y su concentración

Concentración de cloruro de sodio

Volumen total contenido en el envase

Naturaleza y volumen del disolvente

Dosis recomendada

Vias de administración: Intravenosa o intramuscular

Fecha de caducidad

Consdrvese entre 2 y 10* C

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica- 

ción del producto deber S practicarse la prueba para investigar

la hipersensibilidad a las proteínas equinas, asT como las ins

trucciones para la desensibilización. 

9. 0 PRESENTACION

Se presenta en frascos mpula, en volúmenes de acuerdo con el títu

lo de anticuerpos para que equivalgan al poder de neutralización

de 790 0I_
50

para el ratón de veneno de C. bassiliscus bassiliscus

780 DL50 para el ratón de veneno de B. asper. 

10. 0 INDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

10. 1 Indicaciones
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Para el tratamiento de la intoxicación producida por nordedura de - 

serpientes de los géneros Crotalus y Bothrops. Inicialmente se re

comienda aplicar un frasco por infiltración local y uno por vía in- 

tramuscular, posteriormente la dosis varía según el grado de recupe

ración que presente el paciente. Si la intoxicación es aguda, se

recomienda la administración por venoclisis. 

10. 2 Efectos Secundarios

De 8 a 10 dias después de la aplicación del suero puede aparecer - 

una reacción sérica caracterizada por la aparición de placas urti- 

carias, dolores en las articulaciones y febrícula, este cuadro se

le conoce con el nombre de " enfermedad del suero", y se debe a una

reacción entre los anticuerpos que ha formado el pacientes frente

a las proteínas equinas, en esos 8 a 10 días, y el suero equino -- 

que todavía está presente en el organismo. Esta reacción cede con

la administración de antihistaminicos pero el paciente esté sensi- 

bilizado al suero equino y en aplicaciones posteriores tendré mayo

res complicaclones. 
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SUERO ANTIRRABICO

1. 0 1NTR0DUCCION

Ver: VACUNA ANT1RRABICA ( 1. 0) 

2. 0 DEFINECION

Serum antirrabicum ( equinum) es una solución de anticuerpos especí- 

ficos purificados, obtenidos del plasma de caballos inmunizados con

virus rábico fijo inactivado y viable. Contiene un conservador y

se presenta liquido o liofilizado. 

3. 0 PRODUCCION DEL SUERO

3. 1 Inmunógeno

Para la preparación del inmunógeno se inoculan ratones de 10 a 14 g

por via intracerebral con la cepa CFW de virus rábico, los animales

se observan diariamente y una vez que presenten signos de rabia se

sacrifican y se les extraen los cerebros. Estos se trituran con - 

solución salina isoténica adicionada del 2% de suero estéril de caba

llo ajustándose la suspensión al 211% p/ v. 

El 50% de esta suspensión se envasa en amolletas de 1 ml y se mande

ne a - 70%. El 50% restante se inactiva a 56% durante 90 minutos, - 

se diluye 1: 4 en solución salina amortiguada y se mantiene en refri
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geración hasta que se vaya a usar. 

3. 1. 1 Titulo del Virus ( Apéndice I, 4. 2) 

Del lote de virus sin inactivar se hacen diluciones seriadas en in- 

crementos de 10 con solución amortiguadora de Sbrentsen. Se inocu

lan 0. 03 ml de cada dilución por vía intracerebral a lotes de rato- 

nes de 10 a 14 g utilizando un mínimo de 10 animales por dilución. 

Los ratones de mantienen en observación durante 21 días, las muer- 

tes que ocurran en las primeras 72 h no se deben al virus sino al - 

traumatismo de la inyección. Se anota el número de muertes de ca- 

da dilución y al final del periodo de observación, los animales que

presenten par61isis también serSn considerados como muertos. 

Se calcula la DL50 por el método de Reed y Muench. 

3. 2 Animales

Ver: ANTITOXINA TETANICA ( 3. 2) 

3. 3 Esquema de Inmunización

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 inoculación. Al término del esquema se deja des- 

cansar a los animales durante una semana y se procede a tomar una

muestra de sangre por punción de la yugular para determinar la canti

dad de anticuerpos presentes en el suero de cada animal. 
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ESQUEMA BASIC() DE 1NMUNIZACION Y COSECHA

No. de Adyuvante ( Toxoide

inóculo Días Dosis por caballo tetánico adsorbido) Vía

1 1 10 ml virus inactivado 50 ULf

2 3 10 ml virus inactivado 50 ULf

3 5 10 ml virus inactivado 50 ULf

4 8 20 ml virus inactivado 100 ULf

5 10 20 ml virus inactivado 100 ULf

6 12 20 ml virus inactivado 100 ULf

7 15 40 ml virus inactivado 200 ULf

8 17 40 m1 virus inactivado 200 ULf

9 19 40 ml virus inactivado 200 ULf

10 26 40 DL50 de virus CFW

11 33 80 0L50 de virus CFW

40 Sangría de prueba

41 Cosecha y plasmaféresis

42 Cosecha y plasmaféresis

43 Cosecha y plasmaféresis

lntramus- 

cular fracc. 
11

3. 3. 1 Titulo del Suero ( Prueba de Seroneutralización) (Ap6ndice 1, 9. 4) 

Se preparan diluciones seriadas en incrementos de 10 de los sueros

obtenidos en la sangria de prueba, se mezclan estas diluciones con

la cantidad suficiente de virus rábico al 20% p/ v a tener

300 DL50 / m1, se procede de igual manera con el suero de referen- 

cia de la O. M. S. que contiene 80 UI/ ml. 

Estas mezclas se incuban por 1 h a 37° C y se inyectan 0. 03 ml de ca

da dilución a lotes de ratones de 10 a 14 g por vía intracerebral, 
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Se inoculan además otros lotes de ratones con diluciones del virus

de prueba para el cálculo de la 0L50. 

Los animales se mantienen en observación durante 21 días y se cal- 

cula la DE50 de los sueros y la DL50 del virus de prueba por el mé

todo de Reed y Muench. 

La inmunización es satisfactoria si se obtienen aproximadamente

200 Ul por ml de suero. 

3. 4 Sangría de Cosecha

Se hacen tres sangrías, una diaria, en la primera se extraen de 6 a

8 litros, en la segunda 4 litros y en la tercera 4 litros. La san

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 punción 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 reúne con los - 

plasmas procedentes de otros caballos y se adiciona fenol al 0. 5%. 

El paquete celular de regresa al animal ( plasmaféresis). Los cabe

llos se dejan descansar durante 28 días y se inicia el esquema de - 

mantenimiento. 

ESQUEMA DE MANTENIMIENTO

No. de

inóculo días Dosis por caballo Vía

1 1 40 0L50 de virus CFW intramuscular fracc. 

2 8 80 01_ 50 de virus CFW

15 SangrIa de prueba

16 Cosecha y plasmaféresis

17 Cosecha y plasmaféresis

18 Cosecha y plasmaféresis
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Sedejandescansar los animales por 28 días y se reinicia el esquema

de mantenimiento. 

Se continúa durante varios años, hasta que decrece el titulo de anti

cuerpos o el animal enferma por las sangrías constantes; es frecuen

te que se presente degeneración amiloidea del hígado. 

3. 5 Purificación y Concentración del Suero

Ver: ANTITOXINA TETANICA ( 3. 5) 

4. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO A GRANEL

4. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

4. 2 Inocuidad ( Apéndice I, 8. 0) 

4. 3 Pirógenos ( Apéndice I, 7. 0) 

4. 4 Potencia

Se lleva a cabo como se describe en ( 3. 3. 1) 

4. 5 Controles Químicos
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4. 5. 1 pH ( Apéndice 11, 4. 0) 

De 7. 2 a 7. 4

4. 5. 2 Sólidos Totales ( Apéndice 11, 2. 0) 

No más del 20% 

4. 5. 3 Contenido de Proteínas ( Apéndice 11, 11. 3) 

No mayor de 200 mg/ ml

4. 5. 4 Sulfatos ( Apéndice 11, 12. 0) 

No más del 0. 1% 

4. 5. 5 Cloruro de Sodio ( Apéndice 11, 8. 0) 

No más del 0. 5% 

4. 5. 6 Conservadores

Fenol o cresol 0. 5 y 0. 3% respectivamente ( Apéndice 11, 9. 0) 

Timerosal al 0. 01% en producto liofilizado ( Apéndice 11, 13. 0) 

4. 5. 7 Inmunoelectroforesis ( Apéndice 11, 6. 0) 
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No deberán aparecer bandas de inmunoprecipitado correspondientes a

proteínas palsmáticas diferentes a las gamma globulinas. 

5. 0 ENVASADO

Se dosifica en frasco mpula según la concentración que tiene el lo

te para dar la presentación de 1000 UI por frasco. Para asegurar

su actividad durante el periodo de vigencia debe adicionarse un 20% 

de exceso a la presentación indicada. 

6. 0 CONTROL AL PRODUCTO TERMINADO ENVASADO

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica ( Apéndice I, 6. 1) 

6. 2 Identidad ( Apéndice I, 9. 5) 

6. 3 Potencia ( 4. 4) 

Debe corresponder a la indicada en el marbete. 

6. 4 Humedad Residual ( Apéndice 11, 1. 0) ( Liofilizados) 

No mayor del 1% 

6. 5 Solubilidad en su disolvente ( Apéndice 11, 3. 0) ( Liofillzados) 
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7. 0 ALMACENAMIENTO Y FECHA DE CADUCIDAD

El producto envasado liquido es estable durante 2 años si se conser

va entre 2 y 10* C. Liofilizado se prolonga el período de activi- 

dad a 5 años si se conserva a menos de 10° C. 

8. 0 ROTULADO

Además de los datos especificados en la Reglamentación Vigente para

Laboratorios Productores de Sustancias Biológicas, debe indicar lo

siguiente: 

Suero Antirrabico

Especie en la que se obtuvo ( Equina) 

Concentración de anticuerpos en UI/ ml

Conservador y su concentración

Concentración declorurode sodio

Volumen contenido en el envase ( En producto liofilizado, después de

rehidratar) 

Volumen y naturaleza del disolvente ( Liofilizado) 

Dosis recomendada

Vía de administración : Intramuscular

Fecha de caducidad

Consérvese entre 2 y 10. 0

El instructivo debe especificar que antes de proceder a la aplica- 

ción de este producto, deberá practicarse la prueba para inves

tigar hipersensibilidad a las proteínas equinas así como las

instrucciones para la desensibilización. 
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9. 0 PRESENTACION

Se dosifica en frascos Smpula cuyo contenido total es : 1000 UI

10. 0 INDICACIONES, CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

10. 1 Indicaciones

Para el tratamiento combinado con la vacuna antirrábica en indivi- 

duos que han sufrido el ataque de un animal rabioso, cuando las he- 

ridas son extensas o están localizadas en cabeza, tronco o extremi- 

dades superiores. 

El suero se administra a razón de 40 Ul por kg de peso por vía intra

muscular y EN N1NGUN CASO SUBSTITUYE A LA VACUNA. 

10. 2 Contraindicaciones

Pacientes sensibilizados a las proteínas de origen equino; en este

caso se administrará de ser posible el suero antirrábico de origen

humano. 

10. 3 Efectos Secundarios

De los 8 a los 12 días después de la aplicación del suero puede ape

recer una reacción caracterizada por la presencia de placas urticá- 

ricas, dolores en las articulaciones y febrícula. Este cuadro se
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conoce con el nombre de " enfermedad del suero" y se debe a una re- 

acción entre los anticuerpos que ha formado el paciente frente a la

proteína equina en esos 8 a 10 días y el suero qeuino que todavía - 

está presente en su organismo. Esta reacción cede con la aplica- 

ción de antihistamínicos pero el paciente queda sensibilizado al -- 

suero equino y en aplicaciones posteriores tendrá mayores complica- 

ciones. 
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APENOICE I

PRUEBAS BIOLOGICAS

1. 0 IDENTIDAD

Se lleva a cabo en las cepas, asi como en producto terminado. 

1. 1 Características Macroscópicas del Desarrollo Bacteriano

En la mayoría de las bacterias que se emplean en la fabricación - 

de vacunas, el aspecto de las colonias es característico; ésto ha

ce posible una identificación macroscópica de los cultivos, dese- 

chandose aquellos en que el desarrollo no es típico. 

1. 2 Morfología Microscópica y CaracterTsticas Tintoreales

Consiste en realizar un frote que se tiñe según las propiedades - 

del microorganismo. L3 técnica mas usada es la Gram, aunque tam

bién se usan otras como la de Ziehl -Neelsen para bacterias acido - 

alcohol resistentes. Se observa al microscopio para comprobar -- 

morfología, tamaño y propiedades tintoreales. 

1. 3 Reacciones Antígeno -Anticuerpo

1. 3. 1 Inmunoprecipitación

248- 



Se emplea para verificar la especie de que proceden los sueros in

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 precipitación en capilar o por doble difusión en placa

de agar. En el primer caso en un capilar se mezcla la muestra - 

con el suero antiespecie en volúmenes iguales, se inserta el capi

lar en un bloque de plastilina y se deja 24 h a temperatura ambien

te, al cabo de este tiempo se observará la formación de una colum

na de precipitado en la parte inferior del tubo. Para la doble

difusión en placa se emplea una caja de Petri o de plástico dese- 

chable en la que se vacía 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 -- 

mm. Se retiran loscilindros de agar de los cortes y los pozos

así 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 formará una banda de inmunoprecipitado en- 

tre los dos pozos, simultáneamente se corre una muestra de suero

control positivo. 

1. 3. 2 Aglutinación

Se emplea en vacunas bacterianas; por ejemplo, antisalmoneila y - 

anticólera. En las reacciones de aglutinación al entrar en con- 

tacto el antígeno 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 suspensión problema con una gota del suero específi

co de alto título y se observa si hay aglutinación; las reaccio- 

nes pueden realizarse también en tubos de ensaye, en ocasiones es

necesario incubar a 37' C para acelerar la raacción. La identifi

cación positiva presentará aglutinación. 

1. 3. 3 Seroneutralización

Esta prueba se lleva a cabo en las vacunas virales por ejemplo en

la antirrábica, antipoliomielítica, antisarampionosa, asT como en

los sueros antialacrán, anticrotálico y antibotrópico. Se hace re

accionar el antígeno con el anticuerpo y para comprobar si se efec

tuó la neutralización se inoculan animales o cultivos sensibles. 

Por ejemplo en la prueba de identidad de virus rábico se mezcla - 

una alícuota de la suspen- A6n del virus con suero normal y otra a

lícuota con suero antirrábico de alto título, 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 identificación es positiva si en un periodo

de 21 días los ratones del primer lote mueren de rabia y los del

segundo sobreviven. 

1. 3. 4 Reacciones de Fijación del Complemento

Se emplea fundamentalmente en vacunas virales; se mezcla el antí- 

geno con el anticuerpo conocido correspondiente y se adiciona com
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plemento, se incuba 30 minutos a 37* C y 18 h a 5* C enseguida se - 

adicionan glóbulos rojos de carnero y hemolisina anticarnero tam- 

bién titulada. 

Si no hay hemólisis la identificación es positiva pues al reaccio

nar el antTgeno y el anticuerpo fijaron al complemento inhibiendo

la hemólisis. Si se presenta hemólisis la identificación es ne- 

gativa. 

1. 3. 5 Hemagiutinación

Algunos virus tienen la capacidad de provocar la aglutinación de

eritrocitos de diferentes especies, ésto permite identificar tales

virus y además determinar la potencia de éstos. 

Entre los que provocan ' dicha reacción están: 

Sarampión 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 suspensión del virus con un volumen i- 

gual de glóbulos rojos al 1%, la mezcla se incuba a temperatura - 

ambiente por una hora. La prueba se considerará positiva si se

produce hemaglutinación apreciable a simple vista. 

2. 0 PUREZA

Esta prueba se realiza en varias fases de la fabricación de la va

cuna; en las cepas, en producto intermedio y en producto terminado
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envasado, ya que su objetivo es verificar la ausencia de contami- 

nantes. 

Se realizan tinciones por el método apropiado según las caracte- 

rísticas del microorganismo, así 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 producción del toxoi- 

de tetánico se hacen frotes del desarrollo y se tiñen, deberán ob

servarse bacilos Gram positivos no e- porulados, además se siembran

muestras del desarrollo en medio de gelosa- sangre y soya- triptica

sa- agar que se incuban 7 días a 35° C en aerobiosis, con lo que se

inhibe el desarrollo de Cl. tetani y en medio de Sabouraud que se

incuba 7 días de 18 a 22* C. 

9. 1 Criterio de Aceptación ¡ para el ejemplo) 

En la tinción solo deberá observarse la morfología y característi

cas tintoreales de los microorganismos de la vacuna. En los cul

tivos, no deberá haber desarrollo. 

3. 0 PRUEBA DE INACTIVACION

Es importante diferenciar las pruebas de esterilidad de las de i- 

nactivación 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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resultado de una contaminación ambiental o del animal del que pro

ceden, estas pruebas se realizan en todos los productos biológicos; 

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 contiene microorganismos vivos. 

3. 1 Pruebas de nactivación en Vacunas Bacterianas

Se realiza en las vacunas antisalmonella, anticólera y antipertu- 

sis. Se toma una muestra del producto inmediatamente después -- 

del proceso de inactivación antes de la adición del conservador, 

cuando ésto es posible. Se siembra en el mismo medio que se usó

para la producción, se incuban en las mismas condiciones y duran- 

te el mismo periódo empleado para la obtención del desarrollo bac

teriano. 

3. 1. 1 Criterio de Aceptación

No se debe obtener evidencia de desarrollo bacteriano; en caso -- 

contrario se repite el proceso de inactivación, se vuelve a reali

zar la prueba de viabilidad y solo hasta que no se obtenga desa- 

rrollo el resultado se considera satisfactorio. 

3. 2 Prueba de Inactivación en Vacunas Virales

Se lleva a cabo en las vacunas antirrábica, antipoliomielítica
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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 m5ximo volumen que toleren de acuerdo con la vía que

se emplea, o bien inoculando muestras representativas en cultivo

de células susceptibles. 

3. 2. 1 Criterio de Aceptación

Si los animales o los embriones no muestran signos de la infección

y mucho menos mueren y en los cultivos de células no se observa - 

efecto citopático, el producto se acepta. Si no es asT se repi- 

te el proceso de inactivación y se vuelve a realizar la prueba de

viabilidad hasta que el resultado sea satisfactorio. 

4. 0 PRUEBA DE TOXICIDAD

Se realiza en exotoxinas bacterianas por ejemplo tetánica, difté- 

rica, botulínica, así como en las ponzoñas de alacr5n y de víboras. 

La potencia de estas toxinas y ponzoñas se expresa en Dosis Mínima

Letal ( DML); o en Dosis Letal 50% ( DL50); 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 mínima cantidad

de toxina que mezclada con una Ul o fracción de antitoxina, toda- 

vía es capaz de causar la muerte de un animal determinado en un - 
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tiempo establecido para cada caso. El cálculo de la DL+ se des- 

cribe en detalle en 9. 3. 

4. 1 Dosis Mínima Letal ( DML) 

Se defina como la mínima cantidad de toxina o ponzoña que inyecta

da por una via establecida causa la muerte de un animal suscepti- 

ble, de un peso determinado, en un pariódo de tiempo especificado. 

Por ejemplo en al caso de la toxina tetanice la DML se obtiene i- 

noculando diluciones crecientes de la toxina a lotes d2 ratones - 

de 18 a 20 g por via intramuscular, se mantiene a los animales - 

en observación 72 h y se lean los resultados. 

La máxima dilución en que murieron los animales inoculados se co- 

rrige mediante el factor de tiempo transcurrido desde la inocula- 

ción hasta la muerte del animal y así se obtiene la cantidad de - 

DML presentes en el problema. 

4. 2 Dosis Letal 50% ( 01- 50 ) 

Se define como la minima cantidad de toxina o ponzoña que inyectl

da por una yia establecida causa la muerte del 50% de un lote de

animales susceptibles, con un peso determinado y en un periódo de

tiempo específico. Por ejemplo en el caso de la ponzoña de ala

crán se inoculan ratones de 18 a 20 g por via endovenosa, se man- 

tienen los animales en observación durante 211h y el número de muer

tes y sobrevivientes se usa para calcular la D150 por el método - 
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de Reed- Muench„ 

5. 0 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 periódode detoxificacián. Para realizarla se inoculan cu- 

yes de 300 a 400 g que reciben 5 mi del toxoide por \ d' a subcutá- 

nea y se tienen en observación durante 21 días para el toxoide te

tánico y 30 días para el toxoide diftérico. 

5. 1 Criterio de Aceptación

DuranLe este periódo los animales no deben mostrar signos de into

xicación o muerte, en caso de que se presentaran, se prolonga el - 

periódo de detoxificación del producto y se repite la prueba sien

do satisfactoria únicamente en el caso que los animales no presen

ten signos de intoxicaci6n y mucho menos mueran, Al término de

la prueba se somete a los animales a necropsia y no deberán pre- 

sentar evidencia de la acción de las toxinas. 

6. 0 ESTERILIDAD

Estrictamente esterilidad es ausencia total de microorganismos -- 

viables, pero cuando se trata de vacunas constituídas por virus o
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bacterias vivos, por ejemplo la vacuna BCG, se refiere a ausencia

de microorganismos viables extraños a la vacuna. Las pruebas, sg

gún el caso comprenden esterilidad bacteriana, micótica o viral. 

6. 1 Esterilidad Bacteriana y Micótica

Se realizan en todos los biológicos tanto durante el proceso de fa

bricación como en el producto terminado envasado. 

6. 1. 1 Medios de Cultivo

La elección del medio de cultivo para estas pruebas es importante, 

éste debe permitir el desarrollo óptimo de los microorganismos que

puedan estar presentes por contaminación ambiental durante el pro- 

ceso de manufactura. Las propiedades nutritivas se comprobarSn - 

empleando en cada prueba testigos positivos: Se siembran un mini

mo de cuatro tubos con el medio utilizado para la prueba, emplean- 

do el mismo volumen del biológico en estudio y dos de ellos se siem

bran ademSs con 0. 1 mi de una suspensión de un cultivo de 20 h de

S. aureus conteniendo 1 000 microorganismos/ mi y los dos tubos res

tantes se siembran con 0. 1 ml de una suspensión de B. subtilis c de

ID,___1221E2gfrIt5_, conteniendo 1 000 esporas viables/ ml. Los cuatro

tubos se incuban de 30 a 32' C siete das como mTnimo. 

Por lo menos dos tubos con el medio utilizado para la prueba de es

terilidad micótica se siembran con el mismo volumen del biológico

en estudio y 0. i ml de una suspensión de un cultivo de 20 h de --- 

257 - 



Candida al5icans y se incuban de 20 a 25% por dos citas. Todos - 

los tubos testigo deberAn mostrar desarrollo microbiano. 

Para bacterias en general el óptimo es el medio fluTdo con tiogli- 

colato de sodio ( USP) que permite el desarrollo de aeroblos, micrg

aerófilos y anaerobios. Para bacterias y hongos es adecuado el - 

medio tripticasa- soya- agar y para hongos y levaduras el medio ópti

mo es el de Sabouraud Itquido ( USP), tambi4n se usa el medio de ex

tracto de malta y el de agar -extracto de malta. 

6. 1. 2 Muestras

El criterio sobre el muestreo es muy variable pero se recomienda - 

para producto terminado envasado, tomar el equivalente a la raiz - 

cuadrada del total de unidades del loce, pero nunca menos de 5 mues

tras. Para producto intermedio o terminado a granel se tomarón - 

5 ml de uno o varios recipientes. En todos los casos la propor- 

ción inóculo/ medio de cultivo ser A 1/ 25 ast la cantidad de medio

ser A suficiente para que la muestra no lo diluya alterando sus pro

piedades nutritivas, cuando el producto contenga bacteriostAticos, 

el volumen del medio deber S ser suficiente para diluir al conserva

dor y evitar asi su interferencia, por ejemplo, cuando la muestra

contenga timerosal al 0. 01% se usarAn 36 ml del medio/ mi de mues- 

tra. Se pueden añadir agentes que inactiven el bacteriostAtico, 

siempre que no influyan en el desarrollo de contaminantes; el fenol

en las concentraciones utilizadas no interfiere con el desarrollo

en los medios con tioglicolato de sodio y el de Sabouraud liquido
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El timerosal tampoco interfiere cuando se emplea el medio con tio- 

glicolato pero inhibe el crecimiento de C. albicans en medio de Sa

bouraud. 

6. 1. 3 Temperaturas de incubación

Para bacterias se recomiendan dos temperaturas distintas que serán

de 15 a 22' C y de 35 a 37. C. Cuando ésto no sea posible se incu- 

bargn de 30 a 32* C. 

Para hongos y levaduras, la temperatura ser g de 18 a 22° C. El -- 

tiempo de incubación y observación minimo es de 7 das. 

Cuando hay agentes bacteriostáticos se prolonga la incubación has- 

ta 14 dies y para hongos serg de 14 a 21 días. 

6. 1. 4 Criterio de Aceptación

Si no se presenta desarrollo de contaminantes el producto se acep- 

ta; si hay desarrollo en tres o ms tubos se rechaza; si son menos

de tres se repite la prueba con igual número 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 harg una -- 

tercera prueba en la que no debe haber desarrollo en ningún tubo, 

si se presenta desarrollo aunque sea en uno solo, se rechazarg el

producto. 

El único biológico en que se permiten contaminantes es la vacuna - 
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antivarlólica obtenida en la dermis de animales vivos, pero el nú- 

mero máximo de contaminantes será de 500 microorganismos/ mi y se - 

comprobará la ausencia de patógenos. 

6. 2 Esterilidad Viral

Se realiza en todas las vacunas constituidas por microorganismos - 

vivos atenuados que se obtienen en cultivos tisulares, tanto en los

cultivos de tejido y de embrión de pollo, como durante el proceso

de producción y en producto terminado a granel. 

6. 2. 1 Fuentes de Contaminación

Los virus contaminantes pueden provenir de los animales, de los ór

ganos que se emplean para la preparación de los cultivos tisulares

o bien de los embriones de pollo. 

6. 2. 2 Prueba de Esterilidad Viral en los Cultivos Tisulares

Para esta prueba se deja sin inocular con el virus, un número de - 

frascos con cultivo tisular que se incuba en las mismas condiciones

que los inoculados y mientras estos últimos se procesan o mantienen

congelados, los de control se observan para buscar daño celular pro

vocado por virus contaminantes ( efecto citopático). También se - 

toman altcuotas de los medios de crecimiento y mantenimiento que - 

se siembran en cultivos tisulares o se inoculan en animales sensi- 
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bes a los posibles virus contaminantes, Para la investigación - 

de virus que producen hemadsorción, se adicionan a la monocapa ce- 

lular eritrocitos provenientes de una especie susceptible. 
r uan- 

do se emplean embriones se deberé certificar su procedencia y ade- 

mAs se harán pruebas para detectar el virus de la leucosis aviaria

usando el método de Rubin. Cuando las células provienen de riñón

de mono, se deberé investigar cualquier contaminación con virus

o SV40

6. 2. 3 Prueba de Seroneutralización

Se realiza en las suspensiones virales. Se toman alicuotas y se

neutralizan con el suero especifico para el virus contenido en la

vacuna, se siembra en el mismo tipo de células utilizado para la - 

producción, o se inoculan embriones de pollo; también se pueden sem

brar allcuotas de la suspensión del virus sin neutralizar en medios

resistentes a éste pero no a los contaminantes. Cuando se prueban

mezclas, se recomienda hacer la investigación en cada suspensión in

dividual y posteriormente la mezcla. 

6. 2. 4 Criterio de Aceptación

En virus semilla y producto terminado no se acepta ninguna contami

nación; en producto intermedio se puede emplear ultracentrifugación

con gradientes de desidad de cloruro de cesio, para purificar la - 

suspensión. En vacunas contaminadas con virus SV40, se procede a
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la fotoinactivación. En las pruebas realizadas a los cultivos de

tejidos, si se aprecia contaminación en los frascos de control, se

desechar 5 el lote del producto que se mantiene congelado. 

7. 0 P1ROGENOS

Los pir6genos son producto de naturaleza lipopolisacSrldo resultan

tes del metabolismo bacteriano, que al ser introducido al organismo

por va 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 mils, 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 variacio- 

nes de mas de l' C o si la temperatura es superior a 39. 8. C, los a- 

nimales se desechan. A cuatro conejos se les retira el alimento

6 h antes de la prueba y solo se les deja agua, una hora antes se

inmovilizan y 30 minutos después de inmovilizados se les toma la - 

temperatura rectal, en el momento de la prueba a tres se les inyec

ta; 10 mi/ Kg si es solución salina o agua inyectable o 2 ml/ Kg si

es suero, en la vena marginal de la oreja, todo el material que se

usa debe estar libre de pirógenos 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 deben utilizar los mismos animales dos veces por- 

que pueden alergizarse y esto ocasionar un aumento de la tempera- 

tura. 
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7. 1 Criterio de Aceptación

El incremento m6ximo para cada conejo no ser 6 mayor de 0. 6- C y la

suma de los incrementos m5ximos en los tres conejos no exeder5 a - 

1. 4%; si nc es asT, se repite la prueba en 5 conejos, la suma de

los incrementos mgximos en los 8 conejos no exeder5 de 3. 7° C si no

es as! se considera pirogénico el producto y se rechaza, o en el - 

caso de los sueros se procede a la filtración para la eliminación

de los pirógenos, se repite la prueba y si el resultado es satis- 

factorio el producto se acepta. 

8. 0 PRUEBA DE INOCUIDAD

Se lleva a cabo en todas las vacunas y sueros y comprueba la ausen

cia 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 ml respectivamente, por vla intraperitoneal y

se observan de 7 a 15 dilas. 

8. 1 Criterio de Aceptación

Durante este periódo, los animales no mostrar5n signos de intoxica

ción ni habrr muertos, si algune muriera se har5 la necropsia pa- 

ra determinar la causa y se repite la prueba. i no muere ning6n - 

animal se acepta al producto, si alguno muere se rechaza. 
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9. 0 PRUEBAS DE POTENCIA

Las pruebas de ootencia pueden dividirse en varias categorías: 

Cuenta indirecta de bacterias o de partículas infecciosas via

bles ( 9. 1 ) 

Dosis infectiva para cultivo de tejidos al 50% ( DICT50) ( 9. 2 ) 

Capacidad de hemaglutinación ( 9. 3 ) 

Poder de neutralización ( 9. 4 ) 

Límite de floculación ( 9. 5 ) 

Cuantificación de anticuerpos en animales inmunizados

Prueba de protección al ratón ( 9. 7 ) 

9. 6) 

9. 1 Cuenta Indirecta de Bacterias o de Partículas Infecciosas Viables

Esta pruebas no miden la antigenicidad del producto, sino como el

nombre lo indica, la cantidad de microorganismos viables presentes

en 41. Existen en cada caso límites de aceptación que garantizan

que al aplicar el biológico, se va a producir la multiplicación de

los microorganismos que contiene la vacuna provocando asT una res- 

puesta inmunológica adecuada. 

9. 1. 1 Vacunas Constituidas por Bacterias Vivas

Cuenta indirecta en placa

La única de empleo actual e5 la antituberculosa ( BCG); para deter- 

minar el número de microorganismos viables, se prepara una suspen- 
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sión con agua estéril que contenga 0. 5 mg de microorganismos/ m1; se

siembra 0. 1 ml de esta suspensión en medio sólido de Sauton, se in

cuba 4 semanas a 37' C y se cuenta el número de colonias que deberé

estar dentro de los límites especificados. 

Este tipo de cuentas bacterianas tienen un tactor de error debido

a que una colonia no necesariamente tuvo como origen una bacteria - 

aislada sino, especialmente en el caso de Mycobacterium, un actimu- 

lo de microorgenimos puede dar origen a una colonia. 

Determinación del consumo de oxígeno

Es preferible en el caso de BCG emplear el método de consumo de o- 

xígeno, utilizando para ello el respirdmetro de Warburg. En esta

prueba se mide el metabolismo bacteriano por las reacciones de óxi

do - reducción y los gases que se absorben o liberan. El aparato - 

consta de un manómetro graduado en microlitros, un matraz de incu- 

bación y un baño de agua a temperatura controlada. 

Antes de la prueba, se equilibra el manómetro en ambas ramas, se mar

ca la altura a que llega, se coloca una porción del cultivo en el - 

matraz y se incuba en el baño por un tiempo adecuado; se ajusta lue

go el manómetro 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 teórico de mi- 

croorganismos por medio de unas tablas obtenidas experimentalmente. 

Ver esquema I ) 

9. 1. 2 Cuenta de Partículas Infecciosas Viables en Vacunas ConstituTdas - 

por Virus Vivos Atenuados
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9. 1. 2. 1 Unidades Formadoras de Placas ( UFP) 

Esta prueba se realiza en vacuna antivariólica y en la investiga- 

ción del factor de resistencia a la infección 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 diluciones seriadas de la suspensión viral en estudio, - 

se estratifica sobre las células una capa de agar adicionado de un

colorante vital ( rojo neutro), se incuba y en las zonas donde hubo

destrucción celular por las particulas virales, se aprecian halos

decolorados ( placas). 

Bajo condiciones controladas, cada partTcula infecciosa, dar i lu- 

gar a una placa. Se cuenta el número de placas y se multiplica - 

por la dilución para calcular las UFP/ ml de suspensión viral. 

9. 1. 2. 2 Unidades Pustulizantes ( UP) 

Se realiza unicamente en la vacuna antivariólica. Para la prueba

se inoculan diluciones de la vacuna problema y de una vacuna de rg

ferencia en la membrana corioalantoidea de embriones de pollo o en

la dermis de un conejo. Después de un tiempo de incubación ade- 

cuado se cuenta el número de pústulas formadas en la membrana co- 

rioalantoidea del embrión o en la dermis del conejo; se multiplica

el resultado de la vacuna de referencia con el del problema para - 

calcular la potPncia de éste último. 
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9. 2 Dosis lnfectiva para Cultivos de Tejidos al 50% ( DICT50) 

Se realiza en las siguientes vacunas virales; antipoliomielítica, 

antisarampionosa y antirrubeola. 

Es la cantidad de particulas vivales que produce efectos citopáti- 

cos en el 50% de un lote de tubos con cultivos de células suscepti

bles. Para esta prueba se inoculan diluciones de la vacuna a un

minimo de 5 tubos con cultivos de células por dilución, se incuban

y se observa el efecto citopático, para determinar la dilución en

que la mitad de los cultivos presentan daños ( DICT50), realizando

el cálculo de ésta por el método de Reed- Muench. 

9. 3 Capacidad de Hemaglutinación

Se realiza en la vacuna anti - influenza para determinar el t1tulo - 

del virus por su capacidad de aglutinar a los glóbulos rojos de po

Ho, se lleva a cabo paralelamente con una suspensión de virus de

referencia y los resultados se expresan en unidades de aglutinación

CCA) ( Chicken Cell Aglutination). 

Se preparan diluciones seriadas de las suspensiones virales en in- 

crementos de dos y a 0. 3 ml de cada dilución, se les agrega un volu

men igual de glóbulos rojos de pollo, lavados y ajustados al 1%, - 

las mezclas se incuban a temperatura ambiente por 1 h y la máxima

dilución que produce alutinación positiva se considera el titulo - 

del virus. Este valor se relaciona con el factor de dilución y

el volumen empleado y asi se calculan las unidades CCA presentes. 
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9. 4 Poder de Neutralización

Se utiliza para determinar la potencia de los sueros antiponzoñosos

y de las antitoxinas teténica y diftérica, se realiza la misma téc

nica que se describe en 9. 6 para la cuantificación de estas anti- 

toxinas en el suero de los cuyes inmunizados con los toxoides, solo

que las diluciones de las muestras serén mayores porque los títulos

presentes en el producto purificado y concentrado tanto de origen

equino como humano son mucho més elevados. 

En los sueros antiponzoñosos se preparan diluciones seriadas del - 

suero crudo o bien del producto terminado a granel que se mezclan

con la ponzoña respectiva titulada en DL50. Las mezclas se dejan

1 h a temperatura ambiente para que se lleve a cabo la neutraliza- 

ción y se inyectan ratones de 18 a 20 g por via intravenosa, que

se mantienen en observación durante 2 h, del número de muertes y

sobrevivientes se calcula la Dosis Efectiva Media ( DE50) por el mé

todo de Reed- Muench que se relaciona con el número de 0L50 conteni

das en la ponzoña para determinar el poder de neutralización del - 

suero sin diluir. 

9. 5 Limite de Floculación

Se realiza para determinar la cantidad de antitoxinas diftérica o

teténica 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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so de producción. Por ejemplo, en el caso del 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. 0 y en el tubo donde se equivalen el antfgeno y el an- 

ticuerpo la reacción ocurre en primer término. Multiplicando 50

por el factor de dilución del toxoide se tendré el número de unida

des Lf contenidas en el producto. 

9. 6 Cuantificación de Anticuerpos en Animales Inmunizados

Se realiza en los toxoides teténico y diftérico; se inoculan cuyes

de 500 g con media dosis tota; humana del toxoide, seis semanas des

pués, se sangran haciendose una mezcla de alicuotas de los sueros

y en ésta se determinan las UI/ ml del suero. 

La prueba se hace en base de la DL+, que se define, para la toxina

teténica como" la mtnima cantidad de toxina que mezclada con 0. 1 UI

de antitoxina patrón, produce la muerte de un ratón de 18 a 20 g - 

en 72 h". 

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 observaci6n durante 72 h registrando las muertes

que ocurran. La máxima dilución en la que mueran los ratones en

72 h contendré 0. 1 Ul de antitoxi-na, multiplicando este valor por

el factor de dilución, se obtendrán las UI contenidas en 1 ml de - 

la mezcla de los sueros de los cuyes inmunizados; para que la prue
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ba sea satisfactoria este valor ser l por lo menos de 2U1/ ml. 

di 1. 

1: 10

di 1. 

1: 20

di 1. 

1: 40

di 1. 

1: 80

di 1. 

1: 160

toxina

DL+ patrón

1
antitoxina \ 

b. ( oris) 

Prueba

X

El ratón sobrevive las

72 h

El ratón presenta sin

tomas de intoxicación

El ratón muere en 72 h

El ratón muere en 24 h

El ratón muere en 12 h

El cSlculo final para saber las Ul de antitoxina en el suero del - 

cuye ser: 

La dilución 1: 40 equivale a 0. 025 ml del suero original

0. 1 UI 0. 025 ml

X 1. 0 ml

X = 4. 0 Ul/ ml

Como el limite permitido son 2 Ul/ m1 y este suero tiene 4 Ul/ m1 el

producto se acepta. 

9. 7 Prueba de Protección al Ratón

Esta pruebP se realiza en vacuna antirrSbica, antipertusis, antic6
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lera y antisalmonella. Consiste en inmunizar los animales con di

luciones de la vacuna, dejarlos el tiempo adecuado para obtener u- 

na respuesta inmunológica adecuada e inyectarles el microorganismo

vivo y virulento, se someten a observación durante un periódo tam- 

bién establecido y de los resultados de muertes y sobrevivientes - 

se calcula la Dosis Efectiva Media ( DE50) usando el método de Reed

Muench u otro método estadistico apropiado. Simultaneamente se - 

realiza la prueba con una vacura de referencia para establecer la

relación de potencia entre ésta y la o las vacunas en estudio. 

Un ejemplo de esta prueba es la determinación de la potencia en va

cuna antirrSbica por el método N. I. H. 

Animales de prueba: Ratones blancos del mismo sexo de 11 a 15 g. 

Suspensión de prueba: El N. I. H. distribuye una suspensión del vi

rus rSbico liofilizado. Esta ampolleta se rehidrata y se dilu

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 ml por vTa intracerebral, cuando se

presenta parSlisis o muerte, se les extrae el cerebro y se prepa

ra una suspensión al 20% p/ v en agua con 2% de suero de bovino

que se conserva repartida en alicuotas a - 70. C. 

Inmunización de los animales: Se preparan tres o ms diluciones

en incrementos de 5 con solución de S6rentsen de la vacuna de - 

referencia y la vacuna en estudio. Se inoculan 0. 5 ml por vTa

intraperitoneal utilizando 20 animales por dilución, a los 7 di

as de iniciada la inmunización se aplica una segunda dosis. Ade

ms 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 días de i

niciada la inmunización; se centrifuga la suspensión del virus

de prueba a 1000 G por 15 minutos y el sobrenadante se diluye

1: 5 ( Concentración final 10- 2). A partir de ésta se preparan di

lu, iones de 10- 3 hasta 10- 8. De la dilución 10- 5 se inyectan -- 

0. 03 ml por vía intracerebral acadauno de los ratones inmuniza- 

dos tanto con lavacunaen estudiocomocon la de referencia y 10

ratones del lote testigo. A las 72 hseajustan los lotes de anima

les inmunizadosa 16 por dilución, desechando incluso los que hayan

muerto en este periodo ya que su muerte se debe al traumatismo de

la inyección. De las diluciones 10- 5, 10- 6, 10- 7 y 10- 8 se i- 

noculan 10 ratones con cada una; de los resultados obtenidos en

estos animales se calcula la Dosis Letal Media ( DL50) de la ce- 

pa de prueba. 

Se observan los animales durante 14 das mas anotando las muer- 

tes por rabia. Al término de este periódo se consideran como

muertos los animales que presenten par51isis 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

lución 10- 5 ( dosis de prueba) deber 5 mostrar un mínimo del 80% de

mortalidad. 

METODO DE REED- MUENCH

La Dosis Efectiva Media ( DE50) se define para la vacuna antirrabi- 

ca como la mínima cantidad de tejido cerebral que protege al 50% de

los ratones y deja sin protección al otro 50%. Para calcular los
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totales acumulados en el método de Reed- Muench se considera que los

animales protegidos por una dosis menor de vacuna lo estarTan 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. 

CSlculo de la DE50

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 6 19 6 25 6/ 25= 24
1: 25 0. 4 16 8 8 9 14 23 14/ 23= 61

1: 125 0. 08 16 1 15 1 29 30 29/ 30= 96

de mortalidad

Log del fa c = superior al 50% - 50 X Log del fac- 
tor del 50% % de mortalidad - % de mortalidad tor de dil. 

superior al 50% inferior al 50% 

DE50 = antilog del factor X cantidad de tejido cerebral en que

del 50% murió mas del 50% 

C5lculos: 

61 - 50 X 1o9 5 = 0. 2973 X 0. 699 = 0. 208

61 - 24

Antilogaritmo 0. 208 = 1. 61

1. 61 X 0. 4 = 0. 644 mg = DE50

Vacuna en Estudio

Vac. T. C. mg de # de ra 5 M TOTALES ACUMULADOS % Muer

al 1% T. C. tones S M tes

1: 5 2. 0 16 13 3 27 3 30 3/ 30= 10
1: 25 0. 4 16 10 6 14 9 23 9/ 23= 39
1: 125 0. 08 16 4 12 4 21 25 21/ 25= 84

C5lculos: 

84 - 50 X log 5 = 0. 755 X 0. 699 = 0. 527
84- 39
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antilog 0. 5277 = 3. 37

3. 37 X 0. 08 = 0. 2696 mg = DE50

El valor antigénico de la vacuna est S dado por el cociente entre

la vacuna de referencia y la vacuna en estudio: 

0. 6144 2. 38

0. 2696

Lo que indica que la vacuna en estudio es 2. 38 veces ms potente

que la de referencia, como el 1Tmite de aceptación es de 0. 8 veces

la vacuna se acepta. 

CSlculo de la 0L50

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

10- 6 10 O 10 O 17 17 17/ 17= 100

10- 7 10 6 4 6 7 13 7/ 13= 53

10_ 8 10 7 3 13 3 16 3/ 16= 18. 7

10 10 10 O 23 O 23 0/ 23= O

CSiculos: 53 - 50 X log 10 = 0. 0869 X 1. 0 = 0. 0869
53 - 18. 7

log de la DL50 = log denominador de la dil. donde + 0. 0869
la mortalidad fué superior al 50% 

log 0L50 = 6. 0 + 0. 0869 = 6. 0869

Por lo tanto 0. 03 ml de la suspensión contienen 1 222000 DL50

Como se aplicó la dilución 10enla determinación de la DE50; se a

plicó una suspensión que contenTa: 

1 222000 = 12. 22 0L50 en 0. 03 ml ( dosis para cada ratón) 
100 000

Para que la prueba de protección al ratón sea v1 ida, el número - 

de DL50 administrada a cada animal deber 5 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 prueba se consideran vAlidos. 
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Organización Mundial de la Salud, 1960, Serie de informes téc- 

nicos, 200 informe, 3. 
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Organización Mundial de la Salud, 1967, Laboratories techniques
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APENDICE II

PRUEBAS QUIMICAS

1. 0 HUMEDAD RESIDUAL ( POR EL METODO DIRECTO DE KARL - FISHER) 

Se realiza en sueros y vacunas que se presentan liofilizados y como

control intermedio en vacuna BCG. 

1. 1 Fundamento del Método

El reactivo de Karl - Fisher es una mezcla de yodo, dióxido de azufre

y piridina, la cual en presencia de metanol reacciona en forma espe

cífica con el agua. La reacción que se lleva a cabo es la siguien

te: 

C59. 12 + C5H5N' S02 + C5H5N + H20 2 ' 5 H H Hi + 5

C5H 5 3

C5H5N. S03 + CH3OH C5H5NH+ 504 • CH3

Cuando se consume toda el agua presente, el yodo libre da una colo- 

ración amarillo -paja, y al mismo tiempo varían los potenciales de - 

óxido -reducción de la mezcla. El punto final se puede detectar -- 

por el color amarillo paja que desarrolla o bién potenciom6tricamen

te empleando el aparato de Karl - Fisher que consiste en un recipien- 

te hermético, con agitación magnética, conectado a dos buretas auto

máticas y un par de electrodos de platino conectados a un microampe

rimetro que detecta la variación de corriente ocacionada por el exce

so de reactivo presente cuando se consume toda el agua de la mezcla. 
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1. 2 Valoración del Reactivo

Como la mezcla de reactivo de Karl - Fisher es inestable a la luz y a

la humedad, deben valorarse inmediatamente antes de usarla. La -- 

FNEUM ( 4a. Edición) recomienda el siguiente método: 

En el recipiente de titulación perfectamente seco se colocan de 30

a 50 ml de metano] anhidro y se titulan hasta que el microamperíme- 

tro registre una intensidad de corriente de 40 a 60 microamperes y

se mantenga sobre este valor durante 30 segundos ( punto final de la

titulación) . 

El volumen de reactivo gastado no debe ser mayor de 5 a 10 ml y de

no ser asi, se empleará metanol mas seco o reactivo de Karl - Fisher - 

recientemente preparado. 

Se pesan de 100 a 150 mg de tartrato de sodio ( C4H4Na206. 1120) que es

una sal no higroscópica, muy estable. Se colocan en el metano] -- 

neutralizado, se agita hasta disolución y se titulan con el reacti- 

vo hasta el punto final. 

Se calcula el equivalente de mg de agua/ m1 de reactivo como sigue: 

Factor = 0. 1566 ( paso de tartrato en mg ) 

volumen de reactivo gastado en ml

1. 3 Técnica

Se pesa una cantidad de muestra suficiente para tener de 10 a 50 mg

de agua y se coloca en el recipiente de titulación que contiene me- 

tano] previamente neutralizado, y se titula reproduciendo las condi

ciones utilizadas para la valoración del reactivo. 

279 - 



Se calcula el % de agua que contiene el producto como sigue: 

V.ol. de reactivo gastado en ml X factor X 100
de agua = 

Peso de la muestra en mg

1. 4 Limite de Aceptación

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 limite establecido. 

2. 0 SOLIDOS TOTALES

Se realiza en sueros en el producto terminado a granel. 

2. 1 Técnica

Se pesan 1 6 2 ml de muestra en una cápsula 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
sólidos totales = X 100

Peso inicial de la muestra

2. 2 Limite de Aceptación

No más de 20% de sólidos totales en sueros homólogos y heterólogos
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como producto terminado a granel. 

3. 0 SOLUBILIDAD

Se realiza en sueros y vacunas que se presentan liofilizados, en el

producto terminado envasado. 

3. 1 Técnica

Se extrae el disolvente con una jeringa de capacidad apropiada y se

introduce en el frasco mpula que contiene el liofilizado; se agita

durante uno o dos minutos, se extrae la solución o suspensión resuP- 

tante con una jeringa que tenga aguja de 21X25 y eliminando las bur

bujas se deposita el volumen extraido en una probeta con capacidad - 

adecuada. 

3. 2 Límite de aceptación

El producto liofilizado no debe requerir de mas de 1 a 2 minutos de

agitación para que se obtenga una solución clara o una suspensión - 

homogenea según sea el caso. 

El volumen extraído debe corresponder al indicado el el marbete. 

4. 0 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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preparación como en el producto terminado a granel. 

4. 1 Técnica

Se determina potenciométricamente. 

4. 2 Limite de Aceptación

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 proteínas. 

En diluyentes es de 5. 6 a 7. 4

5. 0 ELECTROFORES1S

Se realiza en sueros homólogos para determinar que proteínas se van

eliminando durante las etapas de los procesos de purificación, así

como en el producto terminado a granel. 

5. 1 Fundamento del Método

La electroforesis es un método de análisis basado en la migración, - 

en un campo eléctrico, de partículas caraadas. La movilidad de las

partículas es función de su carga eléctrica neta y de la fuerza Lo- 

nica, viscosidad y pH del medio; también influye el voltaje, ampera- 

je y el tiempo que se aplican, por lo que controlando estas variables
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se puede obtener una separación adecuada de las moléculas, las cua- 

les migrarán hacia el electrodo con carga opuesta a la suya. La mo

vilidad electroforética se expresa en c7m-/ volts/ segundos. 

5. 2 Aparato

El aparato de electroforesis consta de una cámara, de una fuente de

corriente directa y de un densitómetro. La cámara está formada por

dos recipientes, que se llenan de amortiguador, en donde se encuenT. 

tran los electrodos; en la parte central hay un puente para colocar

el material de soporte que puede ser tiras de acetato de celulosa, - 

de papel filtro o de gel de acrilamida. ( Figura O

5. 3 Desarrollo de la Electroforesis

Las tiras de acetato de celulosa se conservan sumergidas en metanol

al 40% por lo que previamente deben lavarse, para eliminar todo ves

tigio del alcohol que pudiera desnaturalizar las proteínas, con solu

ción amortiguadora de acetato- beronal pH 8. 6, fuerza ; ónice 0. 05, - 

que es la misma que se va a usar en la cámara 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 catódico. Se ha- 

ce pasar una corriente de intensidad y potencial adecuados según la

marca del aparato, lo que también determina el tiempo de corrimiento. 
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Después de la separación electroforética se sumergen las tiras en u- 

na solución colorante ( rojo de Ponceau o negro de amido B 10), se

elimina el exceso de colorante y el retenido en las tiras se mide

en el densitometro para poder elaborar la gráfica correspondiente. 

Hay aparatos que llevan a cabo la graficación en forma automática. 

5, 4 Criterio de Aceptación

En las muestras correspondientes a inmenoglobulinas purificadas, so- 

lo deberán aparecer las bandas correspondientes a las gamma globuli

nas. 

En las muestras de suero crudo deberán aparecer las bandas correspon

dientes a los componentes del suero; albúmina, alfa -i, alfa -2, beta, 

fibrinógeno, componente T ( Este solo en las antitoxinas de origen - 

equino), gamma globulinas, etc. 

6. 0 INMUNOELECTROFORES1S

Este método se empiea para el control de donadores y como prueba de

pureza en producto purificado terminado a granel. 

6. 1 Fundamento del Método

La inmunoelectroforesis se basa en los mismos principios de la elec- 

troforesis combinados con la reacción antígeno -anticuerpo. 
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6. 2 Aparato

Ver 5. 2) 

6. 3 Desarrollo de la inmunoelectroforesis

Se pueden utilizar tiras de acetato de celulosa o bien placas de gel

de agarose al 1. 0 - 1. 5% disuelta en amortiguador de acetato- beronal

pH 8. 5 y fuerza iónica C. 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 portaobjetos debe estar perfectamente nivelada. 

Una vez que ha solidificado el gel se practican dos cortes separados

3 mm entre si, en la parte central del 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 diámetro a 30 mm de uno de los extremos y a 3 mm de

los cortes anteriores. 

Se elimina el gel de los cortes circulares y en los pozos así 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 la 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. 1

de 2. 5 cm de ancho y de largo suficiente para que el otro extremo de

la tira de papel quede perfectamente sumergido en el amortiguador de

la cámaray se hace pasar una corriente de potencial e intensidad ade

cuados según ia marca del aparato. 
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Para saber si ya se obtuvo un corrimiento adecuado de las proteínas, 

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 separación 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 cámara húmeda durante 20 h

como máximo para que se lleve a cabo la difusión de las proteínas 3t; 

paradas por la electroforesis ( antígeno) y el suero que se colocó en

el canal ( anticuerpo) . Al cabo de este tiempo se formar6n bandas

de precipitación correspondientes a cada sistema antígeno -anticuerpo. 

Si se desea intensificar las bandas de inmunoprecipitado se pueden — 

teñir, y si se emplean tiras de acetato de celulosa forzosamente de- 

ben teñir para observarlas ( Figura II). 

6. 4 Criterios de Aceptación

En sueros purificados solo deben aparecer las lineas de precipitación

correspondientes a las inmunoglobulinas . 

En el suero de donadores los resultados deben ser sensiblemente seme

jantes al estandar. 

7. 0 ALUMINIO
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Se determina en los toxoides que llevan como adyuvante fosfato de - 

aluminio '( roxoides adsorbidos). 

7. 1 Método Gravimétrico

7. 1. 1 Fundamento del Método

El método se basa en la formación de un quélato insoluble entre el - 

aluminio y la 8- hidroxiquinolina. El pH de precipitación máxima -- 

del quelato es de 4. 0 y se logra con un amortiguador de ácido acéti- 

co con acetatos que se obtiene al adicionar acetato de amonio a la - 

reacción pues la 8- hidroxiquinolina se encuentra disuelta en ácido - 

acético. Para que la reacción sea completa es necesaria una tempe

ratura de 100 a 104. C. 

La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

OH
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7. 1. 2 Técnica

Se toman 2 muestras de 20 ml de1 toxoide, se adiciona a cada una 20

ml de ácido clorhídrico 1 Mol/ litro , se agita y se deja en reposo - 

hasta que aclare diluyendo a 120 ml con agua destilada. Se filtra

y se adicionan 20 ml de una mezcla 1: 10 de agua con 8- hidroxiquino1i

na al 2. 5% en ácido acético y 12 ml de acetato de amonio al 40%. 

Se calienta a ebullición, se enfría y filtra a través de un crisol - 

de Gooch con capa de asbesto previamente tarado. El precipitado se

lava con agua destilada, secándose a 105% hasta peso constante. 

A13+ - 

peso del pp X factor

Volumen de la muestra

7. 2 Método Volumétrico

7. 2. 1 Fundamento del Método

A13

Factor - - 0. 0588

Al( C9H00) 3

El método consiste en la digestión de la materia orgánica de la mues

tra con mezcla sulfonitrica y enseguida la reacción del aluminio con

el EDTA a un pH de 4. 0 que evita la interferencia de otros iones y a

una temperatura de 100%; posteriormente el exceso de EDTA se titula

con sulfato de cobre usando 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 consumió todo el

EDTA libre en la mezcla. 

La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 
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N3 00C- CH2\ dfCH2- 000H
NCH2- CH2N.,s. 

Na 00E- CH2 CH2- COOH.'"... N

A1 ... 01=C
1. 

I -
s"--

0

I
Al3+ b c

0

7. 2. 2 Preparación de la Muestra

Se colocan 2 ml de la muestra en un matraz de digestión, se adicionan

1 ml de ácido sulfúrico, 6 gotas de ácido nitrico y una o dos perlas

de vidrio para regular la ebullición, se calienta hasta que se produz

can vapores densos y se continúa calentando y goteando ácido nítrico

hasta que la solución sea clara, se deja enfriar y se neutraliza con

hidróxido de sodio al 10% usando dos gotas de anaranjado de metilo - 

como indicador. 

La solución 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 ácido acético glacial. 

7. 2. 3 Valoración

Se transfiere la muestra digerida a un matraz Erlenmeyer lavando el

matraz de digestión con 25 ml de agua destilada, se reúne el agua de

lavado con la muestra, se adicionan 25 ml de EDTA disódico 0. 02 Mol/ 

litro, 10 ml de solución amortiguadora de acetatos y 5 gotas de oiri
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ce la precipitación por efecto del iol común. 

La reacci6n que se lleva a cabo es la siguiente: 

Ag NO3 + Cl- Ag Cl . 10 + NO3

8. 2 Técnica

Se pesan 10 ml de la muestra diluyéndolos con agua a 50 ml, se aci- 

dula la solución con ácido nítrico 1: 10 y manteniendo la mezcla en

bao de agua hirviendo, se precipita el ion Cl- adicionando una solu

ción de nitrato de plata al 10% gota a gota, se agita hasta que el - 

precipitado esté aglomerado y la solución sobrenadante sea clara, se

comprueba que la precipitacón fue completa deiando resbalar por la

pared del vaso una gota de nitrato de plata ( la solución no debe en- 

turbiarse al entrar en contacto con la gota) . Se deja reposar en - 

baño de agua caliente y en la oscuridad durante una 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 ácido ní- 

trico hasta que dé reacción negativa al ion plata ( a una gota de la

solución de lavado se le adiciona una gota de ácido clorhídrico 1: 10

y no deberá enturbiarse) se seca el precipitado a 105C hasta peso - 

constante. 

peso del pp X factor
Cl- - 

peso de la muestra

8. 3 Límite de Aceptación
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Sueros 0. 6 a 0. 9% 

Vacunas 0. 3% 

Solventes de liofilizados ( Solución salina isotónica) 0. 9% 

9. 0 FENOL Y CRESOL

Se determina en vacunas que contienen fenol o cresol como conserva- 

dor y en sueros que se presentan líquidos. 

9. 1 Fundamento del Método

El método se basa en la formación del azocompuesto de la sal de dia

zonio de la p- nitroanilina con el fenol o el cresol. Para que la - 

reacción se lleve 2 cabo es necesario un pH alcalino que se logra a- 

dicionando a la reacción acetato de sodio -carbonato de sodio ya que

asi se logra la solubilización del compuesto fenólico para poder for

mar el azocompuesto estable que da una coloración rolo -violeta a la

solución. 

Nf N C1

NO2
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dilazonaftol al 0. 1% en alcohol como indicador, se hierve durante -- 

tres minutos y se titula la solución en caliente con sulfato de cobre

0. 02 Mol/ litro hasta coloración rojo púrpura. Se titula una muestra

de 25 ml de EDTA disódico 0. 02 Mol/ litro de la misma manera que el

problema. 

rVol. gastado para el _ Vol. gastado para el

blanco problema

7. 3 LTmite de Aceptación

X 0. 5396 = mg de Al3+ 

Se recomienda un máximo de 0. 85 mg de Al3+ por dosis individual del

producto. 

8. o CLORUROS

Se determina en vacunas, sueros y en algunos diluyentes para liofili

zados. 

8. 1 Fundamento del Método

El método se basa en la formación de un precipitado de cloruro de -- 

plata en medio ácido, esta precipitación se realiza en caliente lo - 

que permite formar cristales pequeños y evita el englobamiento de o- 

tros componentes de la mezcla, lo que alterarla los resultados. Se

pueden presentar problemas debido a la inestabilidad de la sales de

plata a la luz por lo que es necesario proteger el precipitado usan- 

do material de vidrio especial ( actTrico). El ácido nítrico favore
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3. 2 Preparación de la Curva Estándar

Se preparan diluciones de fenol que contengan 50, RO, 100, 120 y -- 

150 pg/ m1 y se tratan de la misma manera que la muestra ( 9. 4) . 

9. 3 Preparación de la Muestra

Se diluye 1 ml de la muestra con 30 ml de agua, se precipitan las -- 

proteínas usando ácido tricloroacetico al 5t y se afora a 50 ml con

agua, se deja reposar 30 minutos y se filtra. 

El reactivo ( sal de diazonio) se prepara mezclando 10 ml de solución

al 0. 3% de p- nitroanilina en ácido clorhídrico al 8% recientemente - 

preparado y 0. 3 ml de nitrito de sodio al 10%. 

9. 4 Desarrollo de Color

A 1 ml del filtrado o de la soluciones estándar se le adicionan; 1 ml

de goma arábiga al 1%, 1 ml de solución 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 ml y se deja re- 

posar 10 minutos. 

Se leen los estándares 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 ml de agua destilada. 

Con las lecturas de los estándares se craza una curva de calibración

de la que se interpola la lectura del problema. 
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9. 5 Límite de Aceptación

Fenol 0. 5% 

Cresol 0. 3% 

10. 0 FORMOL RESIDUAL

Se determina en vacunas y toxoides que hayan sido inactivados con

formol

10. 1 Fundamento del Método

El método se basa en la formación de un compuesto polimérico entre - 

el formaldehido y el ácido cromotropico en medio Acido, lo que provo

ca una variación en el color de la mezcla que se detecta espectrofo- 

tométricamente. Es importante el agua de la reacción ya que una -- 

cantidad muy alta diluye el ácido sulfúrico y detiene la formación - 

del polímero. La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

OH OH

CH2O

10. 2 Preparación de la Curva Estándar

291+ - 

OH — CH CH - OH



Se preparan diluciones de formaldehido que contengan 0. 05, 0. 1, 0. 2, 

0. 5, 1. 0, 1. 2, 1. 5 y 2. 0 mg/ mi y se tratan como se indica en ( 10. 3) 

10. 3 Desarrollo del Color

A 1 ml del problema o de las soluciones estándar se le adiciona 1. 5

ml de solución reactivo de ácido cromotrópico ( 60 mg de ácido cromo - 

trópico se disuelven en 2 ml de agua y se afora a 20 ml con ácido - 

sulfúrico concentrado), se agita y afora a 10 ml con ácido sulfúrico

concentrado. Se mantiene por 15 minutos en bao de agua caliente, - 

enfriando enseguida en hielo. 

Se leen los estándares y el problema a 515 nm ajustando a 100% con - 

un blanco preparado de igual manera pero substituyendo el problema - 

por 1 ml de agua destilada. 

Con las lecturas de los estándares se traza una curva de calibración

de la que se interpola la lectura del problema. 

10. 4 Limite de Aceptación

En toxoides; no más del 0. 1% 

En vacunas; no más del 0. 02% 

11. 0 PROTEINAS TOTALES

Se realiza en vacunas, sueros y toxoides en producto terminado a --- 

granel y envasado. 
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11. 1 Método de Nesslerización de Koch y McMeekin

Se realiza en vacuna pertussis, antisalmonella, antirrábica, anticó

lera y en toxoides tetánico y difterico. 

11, 1. 1 Fundamento del Método

Cuando se adiciona yoduro de mercurio y potasio en solución alcalina

a una sal de amonio, la alcalinidad provoca la liberación de amonia- 

co y éste reacciona con el yoduro de mercurio y potasio para dar un

complejo de color amarillo. Este complejo no es muy estable en so- 

lución y después de un tiempo precipita en forma de coloide por lo - 

que la lectura deberá realizarse en un tiempo controlado. 

La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

2 ( Hg 12 2 K1 ) - 4. 2 NH3 2 ( NH3 Hg 12) + 2 K1

2 ( NH3 Hg 12 ) 

11. 1. 2 Preparación de la Curva Estándar

N1.12 H92 13 + NH4 1

Se preparan diluciones de sulfato de amonio que contengan 20, 100, - 

200, 300, 400, 500, 700 y 1000 pg de nitrógeno / mi y se tratan de - 

la misma manera que el problema ( 11. 1. 3). 

11. 1. 3 Oreparación de la Muestra
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5 Se coloca en un tubo de digestión una muestra que contenga de 20 a

3C0, pg de nitrógeno protelco 6 1 mi de ias soluciones estándar y se

le adicionan 0. 5 ml de ácido sulfúrico concentrado, y una perla de - 

vidrio para regular la ebullición, se calienta a la llama de un me- 

chero hasta que se desprendan vapores densos, se enfría y adiciona a

cada tubo 2 gotas de peróxido de hidrógeno al 30% continuando con el

calentamiento hasta que la solución sea clara. Se suspende el ca- 

lentamiento y se dejan enfriar los tubos antes de llevar a cabo el - 

desarrollo de color. 

11. 1. 4 Desarrollo de Color

Se diluye la muestra fria 3 35 ml con agua destilada y se adiciona a

cada tubo 15 ml de reactivo de Nessler agitando inmediatamente, se - 

deja reposar la mezcla durante 30 minutos y se leen los esOndares y

el problema a 440 nm ajustando a cero al aparato con un blanco prepa

rado de la misma manera pero substituyendo el problema por 1 ml de - 

agua destilada. 

Con las lecturas de los estándares se traza una curva de calibración

de la que se interpola la lectura del problema. 

11. 2 Método de Bluret

Este método se usa para determinación directa de proteínas en sueros. 

11. 2. 1 Fundamento del Método
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En sueros no es necesaria la digestián de la muestra pues las proteT

nas se encuentran en solución y no formando estructuras. 

El método de Biuret se basa en la formación de un complejo de color

rojo -violeta de estructura semejante a la de un quelato entre el co- 

bre del tartrato c6prico y el carbonilo del enlace peptldico ( Higu- 

chi y Brochmann, Pharmaceutical AnalVsis, 1961). Para que la reac- 

ción sea completa es necesario tener un medio alcalino que permita - 

formar la sal de los ácidos terminales y mantener el carbonilo esta- 

ble. La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

R
R

4R- CH- C- H- RH-- F C00 1
1 0 _ /

CH

NH COO OH - 1H 0= C .._ 
s --...., 

4 1 1
OH - CH -.-.----> CH - OH

il
10

CH - R

1
1 1 1 a NH

CH CH - OH C00 -- C6 -- - - 0= C

1 1 - + 
I

asioak COO Cu

11. 2. 2 Preparación de la Curva Estándar

Se preparan diluciones de sulfato de amonio que contengan 30, 40, 50, 

60, 70, 90 y 100 pe de nitrógeno / m1 y se tratan de igual manera que

et problema ( 14. 2. 3). 
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11. 2. 3 Desarrollo de Color

Se adicionan 2. 5 ml del reactivo de Biuret a 0. 1 ml del suero proble

ma o de las diluciones estAndar, se deja reposar 15 minutos en la os

curidad, se diluye a 10 ml con agua destilada y se leen los estAnda- 

res y el problema a 540 nm ajustando el cero del aparato con un blan

co preparado de la misma manera pero substituyendo el problema por

0. 1 ml de agua destilada. 

Con las lecturas de los estándares se traza una curva de calibracifm

de la que se interpola la lectura del problema. 

11. 3 Limite de Aceptación

El contenido de nitrógeno para la vacuna anticolérica y antitifoídi

ca es de 0. 05 mg/ ml. 

Para el componente pertussis es de 0. 03 mg/ ml. 

Para los sueros homólogos y heterólogos es de 200 pg/ ml. 

Para toxoides no hay límite establecido. 

12. 0 SULFATOS

Se realiza en antitoxinas y toxoides en los que se haya usado la pre

cipitación con sulfatos para purificarlos. 

12. 1 Fundamento del Método

299 - 



El método consiste en la precipitación de los iones S04= al

hacerlosreaccionar con una sal de bario ( Ba C12 ) para formar el ---- 

Ba SO4 , la percipitación se favorece por la adición de un ión común

ácido clorhídrico). La reacción que se lleva a cabo es la si---- 

guiente: 

SO4 + Ba CI2

12. 2 Técnica

Ba SO4+ 2

Se pesan 10 ml de la muestra y se diluyen a 50 ml con agua destilada, 

adicionando 5 ml de ácido clorhídrico concentrado, se calienta a ebu

llición y se agrega lentamente solución al 4% de cloruro de bario has

ta tener un exceso. Se hierve durante unos minutos y se coloca en - 

baño de agua caliente durante 1 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 ácido sul- 

fúrico diluído al agua de lavado no se produzca precipitado ( reacción

de bario negativa). El crisol 5e seca a 105* C y posteriormente se

calcina en mufla hasta peso constante. 

peso del pp X factor X 100 P. M. ( SO4. ) 
Sulfatos = 

peso de la muestra

300 - 

Factor

P. M. ( Ba SO4) 

Factor = 0, 4115



12. 3 Limite de Aceptación

No más de 0. 1% 

13. 0 TIMEROSAL

Se determina en vacunas, sueros y toxoides que contengan este conser

vador. 

13. 1 Fundamento del Método

El método se basa en la reacción del mercurio del timerosal con diti

zona en solución cloroformice. Pare que se lleve a cabo la reacción

es necesario liberar el mercurio por digestión de la materia orgánica

con mezcla sulfonitrica, posteriormente se destruye el ácido nitrico

residual con hidroxilamina y entonces es posible extraer el mercurio

de la reacción con solución de ditizona y posteriormente se lee la - 

ditizone que no reaccionó utilizando un espectrofotómetro. 

La reacción que 5e lleva a cabo es la siguiente: 

5

NH N ----> NH N NH N

I 11 1

C •-•''''' 
414.-"---- 

C ------ 

N **---

ZZ-..... c ----- 
NNH N N

2+ 

n + Hg
s I 1

S

H g

g) 
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13. 2 Preparación de la Curva EstAndar

Se preparan diluciones de timerosal que contengan 6, 12, 15 y 18 pg

de Hg / m1 y se tratan de la misma manera que la muestra ( 13, 3). 

13. 3 Preparación de la Muestra

Como la mayoría de los biológicos contienen 0. 01% de timerosal que - 

corresponde aproximadamente a 50 , ugiml, la muestra debe diluírse 1: 4

para tener la cantidad adecuada para la sensibilidad de éste método

que es de 6 a 18 pg/ ml. 

Se mezclan 1 ml de la muestra diluída o de los estándares, 1 ml de a

gua y 2 mi de una mezcla de ácido sulfúrico -ácido nítrico ( 1: 1) , se

adiciona una perla 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 1 minuto y se enfría. 

Se prepara un blanco con 2 mi de agua que se trata de igual manera. 

13. 4 Técnica

Las mezclas se transfieren cuantitativamente a embudos de separación

de 125 mi aforados a 80 ml, se adiciona agua hasta el aforo y se ex- 

trae con 10 ml de ditizona al 0. 001% recientemente diluída ( la solu- 

clon concentrada de ditizona se prepara al 0. 007% en cloroformo y se

conserva en frasco oscuro en refrigeración. 
Para su empleo se dilu

ye 1: 7 en cloroformo), se agita energicamente la mezcla y después de
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FOLIO EQ(JIVOCADO: PASE
A LA SIGUIENTE HOJA

la toxina con formol y posteriormente retitular el exceso de formo] 

con otra base ( hidróxido de sodio). 

La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

CH2= 0

14. 2 Técnica

R H2 C= N
I I

H 14 - CH
2

1 I COO + H20

Coo- R

A una muestra de 25 ml de la toxina clarificada se le ajusta el pH a

7. 0 con Acido clorhídrico o hidróxido 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 9. 0, se agita y se titula lentamente el exceso de formalina

con hidróxido de sodio 0. 1 Mol/ litro hasta pH 9. 0 usando un electro- 

do de Calomel para detectar el punto final de la titulación. Se -- 

calcula el % a que debe quedar el formo) en la toxina por medio de

la siguiente fórmula: 

formo] = ( Vol. gastado de Na OH )( 0. 4 ) ( Alícuota ) - 2

14. 3 Límite de Aceptación

No hay límite establecido
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equilibrar la presión se coloca un algodón seco en la punta del embu

do y se recoge la capa clorofórmica directamente en las celdillas -- 

del espectrofotómetro. 

Se leen los estándares, 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 estándares se traza una curva de - 

calibración 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 relación: 

49. 55 X 10000
Timerosal en la muestra - 

13. 5 Límite de Aceptación

No más del 0. 01% 

Valor obtenido de la

curva ( pg de lig/ m1) 

14. 0 CALCULO DE NITROGENO AMINO ( TITULACION DE S6RENSEN) 

Esta prueba se realiza exclusivamente en la producción de toxoide

diftérico para calcular el ' 34, de formalina a adicionar para detoxifi- 

car la toxina. 

14. 1 Fundamento del Método

El método consiste en bloquear los grupos amino de las proteínas de
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