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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis constituye uno de los principales
problemas de salud pfiblica en todo el mundo, siendo la causa de
muerte mis frecuente atribuible a un agente infeccioso aislado;
debido a lo cual, es preocupacién de los diversos organismos e
instituciones dedicadas a la salud, prestar especial interés en
medios de prevencién y control de la misma. (7)
La prevencién se realiza principalmente a través de la
administracién de 1la vacuna BCG (Bacilo de Calmette vy
Guerin}. (4)
En México, la politica de inmunizacién incluye actualmente, 1la
vacunacidn general con BCG de todos los nifios al nacer y 1la
reactivacién a los seis afios de edad, lo cual explica 1la
elevada demanda de ésta vacuna (5). La vacuna BCG es producida
en México desde 1945. (12)
Tomando como base lo expuesto anteriormente, se da la necesidad
de investigar la posibilidad de hacer wmodificaciones en el
proceso de produccién de 1la vacuna BCG gque lo hagan mAs
econémico y optimicen la formulacién misma.
En éste trabajo se propone un cambio en 1la forma de
concentracién de la bjiomasa-bacilar (la cual tradicionalmente
se realiza a través de filtros Birkhaug), por centrifugacién a
3000 rpm durante 30 minutos a 8°C., (1,18,19). La razén de ésta
modificacién se debe al elevado costo de dichos filtros, los
cuales tienen que ser sustituidos continuamente por deterioro,
ademas de investigar si éste cambio puede mejorar y facilitar

el proceso para obtener la vacuna.



1.2 OBJETIVOS

1. Evaluar 1la sustitucién de 1los filtros Birkhaug, por
centrifugacién a 3000 rpm durante 30 minutos a una temperatura
de 8°C, en el proceso de concentracién de los cultiveos para la
produccién de vacuna BCG.

2, Determinar si la centrifugacién afecta la sobrevivencia de
los bacilos.

3. Establecer 1la posible equivalencia entre el proceso
establecido y el propuesto; y determinar si existe diferencia
significativa entre éstos. Los pardmetros a evaluar son:
humedad de la masa bacilar semiseca, consumo de oxigeno,
opacidad-concentracién y dispersién bacilar de la vacuna BCG en

suspensién.

1.3 HIPOTESIS

1. Ho., Mediante el procedimiento de concentracién de 1los
cultivos de vacuna BCG por centrifugacién a 3000 rpm a 8°C se
chtienen graneles de las mismas caracteristicas de calidad que
los obtenidos por el procedimiento de concentracién con filtro

Birkhaug.

2. Ha. Por medio del procedimiento de concentracién de 1los
cultivos de vacuna BCG por centrifugacién a 3000 rpm a 8°C, se
obtienen graneles con caracteristicas diferentes (superiores o
inferiores) a aquellos que se logran a través del procedimiento

establecido.
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2.1 GENERALIDADES

La tuberculosis es una enfermedad humana conocida desde 1la
antiguedad y an es una de las mis extendidas. A comienzos del
siglo XVI Frascastorius sospeché la naturaleza infecciosa de
ésta enfermedad y, en 1865 Villemin demostré que la enfermedad
podia transmitirse mediante la inoculaciébn de material
tuberculoso. En 1882 Koch observé el bacilo de la tuberculosis
mediante métodos especiales de tincién, lo aislé, lo cultivé y
demostré que era el agente causal de la tuberculosis. (11)
Se estima que aproximadamente 3 millones de personas mueren y 8
millones de nuevos casos de tuberculosis son registrados
anualmente (7), siendo los m&s afectados los nifies y los
adultos jévenes, representando éstos (ltimos el segmento
econfmicamente mis preductivo de la sociedad. (2,6,7)
Las causas gue contribuyen a que la tuberculosis no se haya aln
controlado son muchas y de mwuy diversa indole, entre las
principales se puede contar; los factores socic-econémicos,
come la desnutricién, la rudeza de trabajo, el poco tiempo
dedicado al descanso, la mala calidad de 1la vivienda
(hacinamiento y mala ventilacién) y del lugar del trabajo (41}
y los factores biolégicos debidos principalmente al aumento de
la resistencia del bacilo de la tuberculosis (Mycobacterium
tuberculesis) a los medicamentos antituberculosos (7); asi como
al incremento de los casos de tuberculosis deblda a 1la
propagacién de la infeccién por Virus de la Inmuno Deficiencia
Humana (VIH) ya que la infeccién simultdnea con el bacilo de 1la

tuberculosis y el VIH hacen a la persona mucho mds susceptible



de desarrollar tuberculosis activa y a su vez acelera la
conversién de la infeccién por VIH en Sindrome de Inmuno

Deficiencia Adquirida (SIDA)., (2,37)

2.2 LA TUBERCULOSIS EN MEXICO

En México la tuberculosis ha constituido un problema de
gran magnitud desde que se asentaron los primeros registros de
morbilidad y mortalidad. (10)
En el primer tercio del siglo XX éste padecimiento ocupé uno de
los primeros lugares en la lista de las diez principales causas
de morbilidad y mortalidad; a fines de los afos veinte morian
por tuberculosis cerca de 11,000 mexicanos (10). En 1930 hay
una disminucién lenta de casos notificados y para 1935 se
presentd un decremento muy marcado. En afios posteriores se
observé un estancamiento que duré aproximadamente una década
(26), entre- 1945 y 1955 se registré un descenso de casos
notificados mis marcado que el de 1935, lo cual se relacioné
directamente al advenimiento de gquimioterapéuticos eficaces
(10,31). A partir de 1955 el declive continfia aungue en forma
paulatina. Desde 1968 a 1985 la reduccién de mortalidad por
tuberculosis en todas sus formas fué del 8.2 %; por lo que
respecta a la mortalidad por tuberculosis meningea y del
sistema nervioso en éste perfodo de tiempo se observé un
descenso de casos en personas mnenores de quince afios muy
marcado, 88 %; mientras que en personas mayores de quince afios

éste porcentaje fué del 56 %. (10,26)



El nimero de ‘casos de tuberculosis detectados desde 1986 a 1991

puede resumirse en la tabla No. 1. (5)

TABLL # 1

CASOS NOTIFICADOS DE TUBERCULOSIS
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

1986-1991
Ao TUBERCULOSIS TUBERCULOSIS
PULHONAR MENINGEA
1986 18.412 30
1987 17,603 90
1988 16,573 170
1989 16.547 190
1990 15,926 271
1991 14,787 200

Los datos correspondientes a 1992 hasta la sémana
epidemiolégica No. 37 (6-12 Septiembre de 1992) son de 5,668
casos de tuberculosis pulmonar y 93 casos de tuberculosis
meningea. (4)

México es un pafs con marcados contrastes regionales en todos
los sentidos, destacando sus notables diferencias, en cuanto a
caracteristicas geogréaficas, climaticas, composicién
demogréafica, proporcién  urbano/rural, condiciones socio-

econdmicas de la poblacién, desarrocllo de los servicios de



salud, etc (29), por tales motivos, la incidencia de 1la
tuberculosis varfa enormemente no sélo de una zona a otra, sino
también dentro de cada entidad federativa (10). Por légica,
existen focos tradicionalmente activos que suman un
considerable nimero de casos a la contabilidad nacional, tales
como los de algunas zonas hGmedas subtropicales en los estados
de Veracruz y Chiapas, en las costas del Océano Pacifico, en
las Huastecas y en las regiones Tarahumara y Tzetzaltotzil
(10,13,34); sin embargo, también son importantes algunas &reas
urbanas como Tijuana, Tampico, La Paz y la Ciudad de México, en
donde se encuentran poblaciones de muy diversa procedencia
(incluyendo a las del medio rural) cuya ignorancia y falta de
informacién los asocia a otros factores de riesgo que favorecen

la adquisicién de tuberculosis. (10,34)

2.3 CARACTERISTICAS DEL BACILO DE LA TUBERCULOSIS
2.3,1 CLASIFICACION, MORFOLOGIA Y TINCION

El bacilo de la tuberculosis estd clasificado
tazenémicamente en 1la familia Mycobacteriacease, género
Mycobacterium. (1)
Los bacilos de la tuberculosis se observan al microscopio como
bastones delgados, a veces ligeramente curvos, de 0.2 a 0.6p de
dismetro y de 1 a 44 de longitud. Aparecen como células
aigladas, pero con frecuencia, se encuentran en grupos pequefios
Y, a Vveces, en mnasas compactas en las gque no se puede
distinguir cada bacilo (3,11), los bacilos de 1la variedad

humana tienden a ser un poco mis delgados que los de tipo



bovino, pero la morfolecgia de ambos es variable y, no se pueden
identificar en base a &sta caracteristica. (1,11)
Cada célula tiene una estructura granular marcada. Con
frecuencia, aparecen abundantes gr&nulos citoplasmaticos, que
incluso, pueden proporcionar a la célula tefiida la apariencia
de una cadena de cocos. Entre &stos gradnulos se encuentran los
granulos metacromaticos, constituldos por polifosfatos y
grénulos lipidicos. (11)
El bacilo de 1la tuberculosis presenta tincién &cido-alcohol
resistente, ya gque los colorantes, como la carbofucsina, se
combinan con la gran cantidad de lipidos de la pared celular
micobacteriana, en particular a una fraccién lipoide denominada
&cido micélico, resistiendo la decoloracién con alcohol-acido.
(19)
Comunmente se realizan dos tipos de tincién 4&cido-aleohol
resistente, la primera de ellas es la tincién de Ziehl-Neelsen
en la cual el frotis se tifie con carbofucsina en caliente, se
decolora con alcohol-dcido y se aplica un colorante de
contraste como el azul de metileno (19). A la tincién ZzZiehl-
Neelsen se le puede aplicar la modificacién Kinyoun, la cual se
realiza siguiendo el mismo procedimiento pero sustituyendo el
calentamiento por la adicién de un agente surfactante gque
aumente la penetracién del colorante primario (Carbofucsina) en
los lipidos de la pared celular; en ambos casos los bacilos de
Ja tuberculosis se tifien de color rojo y el fondo de color azul
claro (11). El1 segundo tipo de tincién &cido alcohol

resistente, es la llamada tincién fluorocrémica, en la cual el



frotis se tifie con un colorante fluorécromo llamado auramina-
fendlica y se decolora con alcohol-icido guedando los bacilos
tefiidos de color naranja amarillento contra un fondo

oscuro. (19)

2.3.2 FISIOLOGIA

Los bacilos de la tuberculosis son aerobios estrictos, no
son méviles, no forman esporas. Crecen mejor a 37°C y no
presentan crecimiento a temperaturas inferiores de 30°C o
superiores de 42°C. El tiempo de crecimiento de los cultives
es relativamente lento y, generalmente se requiere de 4 a 6
semanas para obtener un crecimiento abundante. (11)
Se ha observado que M. tuberculosis crece mas abundantemente
que M. bovis, por lo que el tipo de crecimiento del primero se
denomina eugénico y del segundo disgénico. (1,11)
Una de 1las caracteristicas mas importantes del bacilo de 1la
tuberculosis es que en medios de cultivo 1liquidos crece en
forma de filamentos o cordones, debido a upa sustancia llamada
factor de crecimiento en corddn cuya naturaleza es lipidica.

[$23]

Los bacilos de 1la tuberculosis no producen pigmentos a

diferencia de otras especies de micobacterias. (3,19}

2.3.2.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE
MICOBACTERIAS
En los medios de cultivo para el aisiamiento de

nicobacterias se encuentran los medios a base de huevo, en los



cuales la yema constituye una fuente de 1lipidos, por los que
las micobacterias tienen especial preferencia (1,3,19); éstos
medios estdn constituidos, generalmente, por soluciones
reguladoras a base de fosfatos, ciertos cationes en muy bajas
concentraciones, una fuente de carbono {glicerol), una fuente
de nitrégeno {aminodcidos) o una fuente de ambos elementos
(piruvato); ademis de agregar verde de malaquita como protector
contra contaminaciones.(3,8,21})

Existen también otros tipos de medios 1llamados semisintétices
en los cuales se provee a las micobacterias de sales
inorgénicas, glicerol, glucosa, aminodcidos, &cidos grasos de
cadena larga y verde de malaquita para evitar contaminaciones.
(4,13) (Ver tabla No. 2 (19)).

Los medios de cultivo para el aislamiento de micobacterias
también pueden ser adicionados con algGn antibibtico para
reducir al méximo las posibilidades de contaminacién. Este tipo
de medios se denominan selectivos. (12,19)

En la tabla No. 3 se pueden observar algunos ejemplos de éste

tipo de medios. (19)
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TABLA * 2

YEDIOS DE CULTIVO PARA EL AISLANIZNTO DE MICOBACTERIAS

HEDIO

CO¥PONENTES

AGENTE
INHIBIDOR

IGvanstein-Jensen
(Madio a base de buevo)

Bumvos enteros coagula-
dos. salas definidas,
glicerol, harina de
papa.

Verde de malaquita

Potragnani
{(Medio a base de humvo)

Hueves enteros coagula-—
dos, yena de huevo, le—
chs entera, papas, bari
na de papa. glicerol.

Verdo de nalagquita

7H10 de Middlebrook
(Senisintético)

Sales definidas, vita-
ninas, cofactores, dci-
do oléico, albumina.
catalasa. glicerol.
glucosa .

Verde de malaquita

1

7H11 de Middlebrook

Sales definidas, vita-
ninas, Acido oleéico,
albimina, catalasa, gli-|

Verde de nalaquita

(Masdio a base de huevo)

papa. glicerol,

(Senisintética) cerol, hidrolizado de
casaina.
ATS Yemas de huevo fresco
(::::;‘):‘m Thoracic 80 —| cpaguladas. harina de Verde de malaquita
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TABLA £ 3

HMEDIOS SELECTIVOS PARA EL AISLAMIENTO DE MICOBACTERIAS

AGERTE
HEDIO CONPOKENTES INHIBIDOR
Huevos enteros coagula-~
Lévainstoin-Jensen dos, sales definidas, Vorde de malaquita,

Modificado por Gruft

glicerol, RNA S»g/100xl

penicilina, acido
nalidixico

Hycobactosel
1Lbveinstein-Jenssn

Huevas enteras coagula-
dos, sales definidas,
glicerol. harina de
papa

Varde de malaquita,
ciclohexinida. lin—
conricina, 4cido
nalidixico

7H10 de Hoddlebrook

Sales definidas, vitanmi-
naz, dcido oléico, albu-]
mina, catalasa, glice -~
ral. glucosa

Verde de malaquita,
lincomicina. ciclo~
hexinide, 4cido na-
lidixico

7H11 Selectivo
(Medio Nitchison)

Sales definidas, vitami-]
nas. cofactores. acido

oléico, albinina, cata-
lasa, glicerol, glucosa,

hidrolizado des caseina

Carbencilina, anfo-
toricina, polimixi-
na, lactato de tri-
nstroptina




2.3.2.2 MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
VACUNA BCG

Desde que Calmette y Guerin obtuvieron la cepa atenuada de
Mycobacterium bovis llamada BCG se tratd de encontrar un medio
de cultivo que conservara sus caracteristicas y adem&s gue
favoreciera la propagacién del bacilo {14,36). El medio liguide
de Sauton es particularmente favorable para el desarrollc de
cultivos eugénicos de bacilos tdberculosos, por lo que se probb
para observar cémo se desarrollaba el BCG; después de un tiempo
de incubacién se observé gue se obtenian cultives de
caracteristicas adecuadas, por lo que se empezbd a utilizar para
la preparacién de vacuna BCG. (39,40). ’
Este medio contiene los siguientes elementos; asparagina, &acido
citrico anhidreo, sulfato de magnesio heptahidratado, fosfato de
potasio monobasico, citrato férrico aménico y sulfato de zing;
la asparagina es fuente de nitrégeno, el glicerol es fuente de
carbono; ademds de gue por ser una sustancia higroscépica es
capaz de conservar la humedad dentro del cultivo, el sulfato de
magnesio heptahidratado y sulfato de =zinc son fuentes de
minerales indispensables para el crecimiento y reproduccién del
pacilo, el fosfato de potasio monobasico actGa como
amortiguador del pH del medio, ademds de proveer iones
importantes para el crecimiento del bacilo; por su parte el
citrato férrico aménico es una fuente de fierro gque a pesar de
no ser indispensable para el crecimiento del bacilo lo favorece

considarablemente. (8,39)
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El bacilo crece en la superficie del medio liquido a manera de
una delgada capa o pelicula que comunmente se llama "velo". (36)
Otro de los medios utilizados en la produccidn de vacuna BCG es
el medio de Sauton-Papa; éste medio estd constituldo por un
fragmento de papa cortado en forma de medio cilindro y medio
liguido de Sauton, envasados en tubos de 20 X 15 mm. (22}

El crecimiento del BCG en el medioc de Sauton-Papa representa la
parte medular de la produccién de vacuna BCG ya que si los
cultivos no se desarrollan de manera adecuada en la fase
liguida del medio, la produccién no puede llevarse a cabo.

El tipo y la calidad de la papa, los métodos de conservacién de
la misma y la preparacién del medio de cultivo, son de gran
importancia para obtener un desarrollo bacteriano adecuado para

la produccién. (14)

IKOCULOD

"VELOD*

MEDIO LIGUIDO DE SAUTOR

FIGURA No. 1 NEDIO DE SAUTON paPa
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2,3.3 DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Existen diferentes métodos bacteriolégicos para el
diagnSstico de la tuberculosis; los cuales se pueden dividir
del siguiente modo:
a) Baciloscopia; 1la cual se realiza a través del examen
microscépico del frotis tefliido por la técnica de Ziehl-Neelsen
(tincién en caliente) o bien utilizando la modificacién de
Kinyoun (tincién fria) (1,3,9), el frotis puede prepararse a
partir de muestras de saliva (esputo), orina, 1ligquide
cefalorraquideo (3).
b) Cultivo; éste es un medio de diagnéstico de mayor
sensibilidad que la baciloscopia, ya que se ha determinado que
para alcanzar un 50 % de probabilidades de un resultado
positivo en la baciloscopia, la muestra debe contener entre
5,000 y 10,006 bacilos &cido-alcohol resistentes, mientras que
son suficientes 10 bacilos para obtener por lo menos una
colonia en un medio de cultivo como el de Ldwenstein-Jensen o
el Stonebrink (3,21). Las caracteristicas dque deben observarse
en los medios de cultivo son; tiempo gue transcurre hasta la
aparicién de colonias vieibles, temperatura 6ptima de
crecimiento, las caracteristicas de las colonias y la formacién
de pigmentos en ausencia y presencia de luz. (3)
El diagnéstico de la tuberculosis por cultive no es répido ya
que el crecimiento de las micobacterias es muy lento. (21)
c¢) Pruebas bioguimicas de diferenciacién; entre las cuales las
mis importantes son: acumulacién de niacina (subproducto

metabdlico hidrosoluble), reduccién de nitratos por la enzima

14



nitrato reductasa, actividad catalasa, hidrélisis de Tween 80,
determinacién de actividad de aril sulfatasa. (3,19)

Las pruebas bioguimicas para la diferenciacidn de micobacterias
son dtiles para conocer la frecuencia de las infecciones por
micobacterias no tuberculosas y los casos de tuberculosis

bovina en el hombre (21). (Ver tabla No. 4 (19))

TABLA # 4
CARACTERISTICAS UTILES PARA LA DIFERGNCIACION DE HICOBACTERIAS

i
T
W
‘H
STCTATAT R

ISR CRENT

PRUEBA

STIAOG W
Tisesuey
WAUTIPW W
DEIUIS W
Wn3inaiog W
1914
ST3°PWbaws W
ELEEITM
Tdouax" W
wnise W
suei9oIn
TI350
Jvuopliobh W
SUIITAACIIT W

S150TNDI3qNI "H

Creci 4L |LiLiL LR |R| R|R|R|L | L]LL|L|L ] L
miento

Niacina j+ |- l-] - |+ |- v PO [ e etV =} -1~

Nitrato
reduc-~ {, N N +
cidén

Catalasa]- |- [+{ -+ +1 + + |+ + - b ]l s ls +

Hidrdli- . )
sia de P |- f+| 4}~ Pl 1+~ = {+]+ (e
TweanB0
Arilsul-| _
fatasa

Abreviaciones : P:parcial
L:lento , R :Rapido
V :variable.
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2.3.4 ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LAS MICOBACTERIAS Y

MECANISMO DE INMUNIDAD

A partir de los estudios inmunoquimicos se ha demostrado
que las micobacterias comparten constituyentes antigénicos
entre si. (11)
Entre las micobacterias son frecuentes las reacciones
inmunolégicas cruzadas, por ejemplo, cuando se realizan
estudios para determinar el nimero de personas afectadas de
tuberculosis utilizando la prueba de hipersensibilidad a 1la
tuberculina, se ha observado una gran interferencia causada por
la sensibilidad inducida por 1la vacuna BCG o por las
micobacterias no tuberculosas. (11,13)
Se han desarrollado una serie de estudios para determinar 1los
antigenos de las micobacterias y mediante éstos estudios se
descubrié una protefina antigénica 1llamada Kilodalton 65,
considerada como una de las mwa&s antigénicas de las
micobacterias (33). Este antigeno contiene epitopos que son
comunes a varias especies de micobacterias asi como epitopés
gue son (inicos para una especie dada de micobacteria. (33)
En la tuberculosis el tipo de inmunidad importante es celular,
ya que aGn cuando pueden formarse anticuerpos, éstos no son
protectores (9,11). La presencia de la bacteria estimula la
inmunidad celular con 1la proliferacién de linfocitos y 1la
activacién de macréfagos mediante linfocinas (9,11,37). Esta es
la‘razén por la cual la vacuna BCG estid constituida por una
suspensién de bacterias atenuadas pero vivas, ya que las

bacterias muertas no provocan la respuesta inmune. (9,20)
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2.3.5 TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

Actualmente hay 10 agentes antituberculosos que se
clasifican como primarios, secundarios y terciarios, de acuerdo
a su eficacia y toxicidad. Los primarios son isoniazida,
rifampicina  y pirazinamida; los secundarios: sulfato de
estreptomicina y «clorhidrato de etambutol; 1los terciarios:
aminosalicilato de sodio y sulfato de Kanamicina. (31)
Los fadrmacos antituberculosos pueden ocasionar reacciones

adversas y toxicidad en higado, rifién y nervio éptice. (30,31)

2.4 PREVENCION DE LA TUBERCULOSIS
2.4.1 LA VACUNA BCG

Desde el descubrimiento del bacilo de la tuberculosis por
Roberto Koch en 1882 se hicieron varios intentos por obtener
una vacuna eficaz contra la tuberculosis (26). Se atribuye a
Cavagnis (1886) la primera tentativa de inmunizacién mediante
bacilos vivos atenuados (20). Roberto Koch realizbé en 1890
ensayos inoculando los concentrados del medio de cultivo en
donde se habfa desarrollado el bacilo de la tuberculosis sin
tener éxito (23). Después de 12 afios de investigacién y de 231
resiembras sucesivas; en 1921 Calmette y Guerin obtienen una
cepa atenuada de Mycobacterium bovis en el Instituto Pasteur de
Lille Francia. Esta cepa conocida como bacilo biliado de
Calmette y Guerin y despué&s como BCG, fue probada inicialmente
en animales de laboratorio y posteriormente en 1922 en nifios
lactantes por via oral, mostrando una alta antigenicidad y

seguridad. (15)
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" En 1930 se aplica por via intradérmica con buenos resultados y
sin ninguna contradiccién en paises Escandinavos. (15,16,27)
En la actualidad los laboratorios productores de vacuna BCG en
el mundo, utilizan diversas cepas todas ellas derivadas del
bacilo de Calmette y Guerin. En los paises de América Latina y
el caribe se wutilizan tres subcepas de BCG liofilizadas
distintas: la cepa Copenhague 1331 en México, la cepa Moreau en
cuba y Brasil, la cepa Pasteur 1173 en el resto de los paises
productores.
La viabilidad minima por ml de vacuna reconstituida
generalmente aceptada oscila entre 2 y 3 millones de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). (6)
La finalidad de la vacuna BCG es; sustituir 1la infeccién
natural patogénica, por 1la infeccién controlada de una
micobacteria atenuada, desprovista de patogenicidad, gque
confiera inmunidad eficiente para controlar adecuadamente
reinfecciones posteriores con M. tuberculosis virulentos.
En loe casos en que no se puede evitar la reinfeccién o la
primoinfeccién, impedir las localizaciones mas peligrosas, por
ejemplo, meninges, diseminacién miliar, huesos, etc. (20)
Actualmente 1; prevencién de la tuberculosis en México se lleva
a cabo principalmente por la vacunacién con BCG de todos los
nifios al nacer y la reactivacién se aplica a los seis afios de
edad (5). La vacuna BCG es bien aceptada por la poblacién
infantil y se puede aplicar sola o al mismo tiempo que la
vacuna ,antipoliomielitica, DPT (Difteria, Pertusis, Tétanos) y

antisarampionosa. (28)
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En 1977 se interrumpiercn las campafias de vacunacién masivas y
la inmunizacién con BCG se integré a los servicios de las
unidades de salud de primero y segundo niveles de atencidn. (27)
En el quinquenio de 1983 a 1988 la cobertura de vacunacién fué
de 7,183,490 nifios, alcanzdndose el 69 % de la meta operativa
de inmunizacién. (10,28)

La cobertura de vacunacién con BCG en 1989 de nifios menores de
5 afios varia de una zona a otra del pais, la zona norte obtuvo
una cobertura del 72 %, la zona central registré un 67.9 % y en
1a zona sur se observaron los niveles de vacunacidén mis bajos
alcanzando una cobertura de solamente 58.4 %. (3)

La cobertura de vacunacién con BCG en menores de 5 aflos por
entidad federativa en 1989 en México, puede observarse en la

tabla No.5. (32)
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TABLA # §
COBERTURA DE VACUNACION CON BCG EN XEWORES DE CINCO ANOS
SEGUN ENTIDAD FEDERATIVA (1983)

ENTIDAD COBERTURAZX
Aquascalientes 77.7
Baja California 71.9
Baja California Sur 69 .
Canpeche 8.
Coahuila 0.(
Colina 74
Chiapas 33,
Chibhuahua -
D.F. 80 .
Durango .
Guanajuato 1. 5
Guerrero 4.7
Hidalgo 58 .
Jalisco 74
Edo. de México 62.
Michoacsn 47.
Morelos 77.
Nayarit 70.
Nuevo Ledn 7.
Oagaca 6
Puebla 51.9
erétara 7.2
intana Roo .3
S uj tosi -4
Sinsloa 74.1
6.0
-Tabasco 58.4
= T 3
Jiaxcala 711
Yeracruz 5.3
| Yucatdn i 67.9
Zacatecas 59.6
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En 1990 en el programa Nacional de Salud correspondiente a
1990-1994, se establecié6 el programa de Vacunacién Universal
con el cual se pretendié asegurar que toda la poblacién menor
de 5 afios residente en el pais, contarid para Octubre de 1992
con el esquema de vacunacién bisico dentro del cual se incluye
la vacuna BCG (16). Para lograr la meta propuesta se recurrié a
varias estrategias como son, la vacunacién permanente en todas
las Unidades de Salud, las actividades intensivas como los dias
Nacionales de Vacunacién, la vacunacién de la poblacién en
riesgo de enfermar por estar en contacto con enfermos (control
de casos y Biotes), la ampliacién de la cobertura vacunal
mediante la visita casa por casa, espacialmente en las zonas
periurbanas marginales y rurales de dificil acceso. (4)
Dentro de los primeros resultados de &sta campaila se pueden
mencionar 1los logros obtenldos en 1la Semana Nacional de
Vacunacién, del 24 al 30 de Agosto de 1992, en la cual se
aplicaron 553,256 dosis de vacuna BCG, que sumados a los
resultados obi:enidos en la segunda evaluacién del programa
Vacunacién Universal dan una cobertura del 95.2 $ para BCG.
(37,24)
Durante mucho tiempo se cuestionté la eficacia de la vacuna BCG
por lo que en Am&rica Latina yAel caribe se han realizado una
serie de estudios recomendados por la OMS (Organizacién Mundial
de la Salud), los resultados de 1los mismos indican que 1la
vacuna es -eficaz para prevenir 1las formas graves de
tuberculosis primaria, especialmente de umeningitis, cuando la

vacuna se aplica poco tiempo después del nacimiento (6). Esta
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afirmacién confirma las observaciones previas de Ten Dam y
Hetze que indican que ésta vacuna es eficaz para prevenir la
diseminacién hemat6gena de la infeccién primaria (6). Para que
la eficacia de la vacuna sea éptima, es preciso elaborarla con
productos de calidad, conservarla en forma adecuada Yy

administrarla en dosis suficientes por via intradérmica.(6,20)

2.4.2 PRODUCCION DE LA VACUNA BCG

En México se introdujo la-vacuna BCG en forma liquida a
partir de la cepa Pasteur 1173 en 1945. La produccién de la
vacuna liquida de efectué regularmente hasta 1970; en &ste afio
se inicié la produccién experimental de la vacuna liofilizada
con la cepa Danesa 1331, recomendada por la OMS por su alta
antigenicidad. (14,15)
La ventaja de la vacuna liofilizada frente a la liquida es su
mayor estabilidad; es decir, su contenido en bacilos vivos se
mantiene un periocdo de tiempo m4s prolongado mient);as que el de

las vacunas liquidas refrigeradas se reduce generalmente a la

mitad al cabo de un mes. Estas @ltimas v s s6lo pued

usarse durante las dos o tres semanas después de su

elaboracisn. (40)

2.4.2.)1 NORMAS GENERALES DE FABRICACION PARA LA
VACUNA BCG
El buen funcionamiento de los laboratorios que fabrican

productos biolégicos requiere del establecimiento de normas
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mediante las cuales se especifique las caracteristicas de 1los
locales y personal destinado a éste propésito.

Para la produccién de la vacuna BCG se han fijado 1las
siguientes normas:

A) La vacuna BCG debe fabricarse en locales y equipo propio y
separados de los demis laboratorios del Instituto Nacional de
Higiene.

B) No se autoriza la presencia de animales en los locales de
fabricacion.

€) En el lugar de fabricacién solamente se tendr& la cepa usada
para producir la vacuna.

D) El personal encargado de la produccién deberd ser exclusivo
para ésta labor y no podrd manipular otros agentes infecciosos.
E) El personal deberid de gozar de buena salud y debe someterse
a un examen médico periédico que como minimo deberid comprender

una exploracién radiolégica del térax cada seis mesas. (40)

2.4.2.2 PREPARACION DE LA VACUNA BCG
La OMS recomienda la preparacién de la vacuna BCG mediante
"1a técnica llamada "lote semilla", por la cual se limita a 8 el
ndmerc de subcultivos sucesives a partir de cada ampolleta de
la cepa patrén liofilizada recibida del centro colaborador de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para referencia
internacional en BCG gue es el Staten Serum Institute de
Copenhage o del Instituto Pasteur en Francia (25,36). El empleo
de é&ste sistema reduce las posibilidades de varlacién de la

cepa por seleccién de mutantes. (20,25,35)
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La suspensién de la vacuna es aln producida en la misma forma
en la que fue desarrollada originalmente varias décadas atras;
el bacilo crece en la superficie del medio liquido de Sauton
como un velo y actualmente se sabe que los cultivos jbévenes
aseguran una adecuada sobrevivencia de los bacilos después de
la liofilizacién. La masa bacilar semiseca obtenida después de
filtrar los cultivos es homogenizada en matraces con balas de
acero inoxidables, siendo éste factor critico para la obtencidn
de una suspensién con un elevado nfimero de bacilos vivos y una
adecuada dispersién bacilar. La suspensién de la vacuna debe
ser envasada en anmpolletas color &mbar y posteriormente

liofilizadas y selladas al alto vacio. (14,22,35)

2.4.3 CONTROL DE CALIDAD DE LA VACUNA BCG

Los productos biolégicos deben cumplir con los requisitos
de calidad fundamentales, en la vacuna BCG el control de
calidad consta de dos fases; en la primera se analiza el
producto a granel y en la segunda el producto terminado. (6)
Las pruebas que se realizan en el producto a granel més
importantes son:
1. Consumo de Oxigeno, ésta prueba tiene como objetivo
seleccionar las suspensiones que posean un gran nGmero de
bacilos metabélicamente activos con' una mayor probabilidad de
sobrevivir al proceso de 1liofilizacién que implica cambios
bruscos de temperatura. (8)
2. Prueba de Pureza, mediante la cual se comprueba la ausencia

de microorganismos contaminantes. La importancia de ésta
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determinacién radica en evitar envasar suspensiones
contaminadas, con lo que se provocaria una pérdida de tiempo Yy
desperdicio de material de empaque primario. (22)
3. Opacidad 'y Concentracién, que consiste en astimar el
contenido bacteriano total de la suspensién bacilar (40). La
intaerpretacién de é&sta prueba qgueda sujeta a los resultados
obtenidos en la prueba de consumo de oxigeno, ya que 1la
concentracién expresa el nGmero total de bacterias vivas y
muertas, mientras gue el consumo de oxigeno hace referencia
Gnicamente a bacilos vivos que son los que producen inmunidad.
(22)
4. Dispersién bacilar, a través de la cual es posible
determinar el ndmero de grumos, las caracteristicas de los
mismos y el ndmero de bacilos libres presentes en la suspensién
de la vacuna. (22)
Por otra parte los controles que se realizan en la vacuna
liofilizada como se indica en la FEUM 5a Ed. y en la serie de
informes Técnicos de la OMS son:
A, Prueba de Viabilidad y estabilidad térmica; en la que se
calcula la cantidad de unidades viables, 1llamadas también
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml de vacuna
reconstituida y a la proporcién de UFC/ml que se pierde cuando
la vacuna no se conserva en refrigeracién. Para realizar ésta
filtima prueba, algunas ampolletas que contienen vacuna se
mantienen durante un tiempe de 4 semanas a 37°% y, a

continuacién, se compara el ntimero de UFC por ml que conservan
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el nGmero de UFC/ml que contienen otras apolletas refrigeradas
pertenecientes al mismo lote de produccién. (6,22)

La viabilidad y la estabilidad térmica varian en funcién de la
subcepa de BCG empleada y de las condiciones de liofilizacién.
Para calcular la viabilidad de una vacuna, se inoculan varias
diluciones de la misma en el medio de cultivo Léwenstein-Jensen
y se cuenta el nfimero de colonias; con ésta cifra se calcula el
nimero de UFC/ml de vacuna. (6)

B. Prueba de pureza; mediante la cual se asequra la ausencia de
microorganismos contaminantes en el producto terminado que sera
administrado por via intradérmica. (22)

C. Porcentaje de Humedad; para determinar el aqua residual
presente en la vacuna después de ser liofjilizada, siendo éste
factor critico para la estabilidad de la vacuna. (22}

D. Prueba de seguridad y potencia; cuyo fin es comprobar la
ausencia de wmicobacterias virulentas, medir el grado de
virulencia de la cepa y su poder sensibilizante, &sta prueba se
realiza en cobayos a los que se les inocula con el equivalente
a 50 dosis humanas de wvacuna BCG y posteriormente con PPD;
después de un tiempo se examina la lesién vacunal asi como la
gvidencia macr_oscépica de infeccién tuberculosa. (40)

E. Prueba de atoxicidad; en la cual se observa la reaccién
epidérmica en cobayos inoculados con vacuna sin diluir vy
diluida. (40)

.F. Prueba de Opacidad; en ésta se evalGa la concentracién t‘.{nal

de la vacuna, la cual debe ser de aproximadamente 10 mg/ml. (22)
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G. Prueba de vacio; cuyo objetivo es asequrar que las
ampolletas se encuentren cerrada herméticamente. (22)

Los laboratorios productores son los encargados de realizar sus
propios controles de calidad del producto (6). La OMS y la OPS
(Organizacién Panamericana de  Salud) recomiendan, para
comprobar la calidad de la vacuna, someter muestras de algunos
lotes a pruebas de control internacional anualmente (6,25).
Estos controles se pueden realizar en el Staten Serum Institute
en Dinamarca o en el INPPAZ (Instituto Panamericano de
Proteccién a Alimentos y Zoonosis) en Argentina, que actGan
como laboratorios regionales de referencia de la OMS y la OPS
respectivamente.

El objetive de las pruebas de control regionales es verificar
la calidad de la produccién y de las pruebas de control
nacionales y recomendar los ajustes necesarios en uno u otro

aspecto. (6,25,40)
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CAPITULO 11
EXPERINENT AL




3.1 DIAGRAMA DE FLUJO

3.1.1 METODO ESTABLECIDO

APERTURA DE LA AKPOLLETA
CEPA DANESA 1331
XL

LSEEBRAR EN SAUTON PAPA (PASE 1)

¥
|RESEMBRAR EN SAUTON PAPA (PASE 2)]

RESEXBRAR EX SAUTON
PAPA HASTA PASE ¢ @

RESEMBRAR EM MEDIO LIQUIDO DE SAUTOX
(SAUTON I) 10 MATRACES

PRUEBA DE PUREZA

RESEXBRAR EN MEDIO LIQUIDO DE SAUTOH]

(SAUTON 11) 20 MATRACES

PROEBA DE PUREZA Y pH

FILTRAR POR FILTRO BIRKHAUG
2 MATRACES BACEN UN STOCK

[oBTENER wasA BACILAR |

PRUEBA DE % HUMEDAD

[HOLIDO HANUAL ¥ MECANICO]

[AI05TAR EL VoLUMER i0ag/al]

PRUERIS | REFRIGERIR
DE CONTROL . ;

[REALTZAR 1€ REPLICAS DEL EXPERINENTO|
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3. 1‘. 2 METODO MODIFICADO

APERTURA DE LA AMPOLLETA
CEPA DANI-SA 1331

|SEHBRAR EN SMJTON PAPA (PASE 1)

RN
[ RESEMBRAR EN SAUTON PAPA (PASE 2)]

RESEMBRAR EN SAUTOHN
PAPA HASTA PASE 2 8

RESEMBRAR EN HMEDIO LIQUIDO DE SAUTON
(SAUTON I) 10 HATRACES .

PRUEBA DE PUREZA

RESEMBRAR EN HEDIO LIQUIDC DE SAUTON
(SAUTON 11) 20 MATRACES

[——{ PRUEBA m:' PUREZA ¥ pH|

| CENTRIFUGAR l

| OBTENER MASA BACILAR |

PRUEBA DE % HUHEDAD

[forrpoc waNuUAI]

[AJUSTAR EL VOLUKEN 10mgrml]

PRUEBAS REFRIGERAR A VACUNA EN
DE CONTROL SUSPENSION

- [REALIZAR 16 REPLICAS DEL EXPERIHENTO)
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO: Cepa danesa 1331 del Staten Serum
Institute de Copenhague Dinamarca. Las ampolletas que contienen

la cepa liofilizada procedente de Dinamarca, se conservan en

refrigeracién a una temperatura entre 2 y 8°C.

3.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

- Matracés Erlenmeye; de 300 ml, 1 y 2 1lts (Pyrex)

- Vasos de precipitados de 50 ml y 300 ml (Pyrex)

~ Pipetas de 5 y 25 ml (Pyrex)

- Probetas de 500 ml y 1 1t (Pyrex)

- Matraces Bola fondo plano de 2 1t (Pyrex)

~ Balas de acero inoxidable de 4 mm de didmetro

- Garrafones de 20 1t (Pyrex)

- Tubos muestra de 13 X 100 mm (Pyrex o PK)

- Espatulas y asas de siembra de 1.5 cm de didmetro

- Cestos

- Gasas

- campos (lienzos de tela)

- Viales de Pl&astico para centrifuga de 250 ml (Beckman)
- Tela de molino de 15 X 20 cm

- Portacbjetos

- Papel Kraft

- Celda circular tipo B de 18 mn de didmetro (Beckman)
- Mecheros

- Goteros

- Puente de coloracién
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- Charola de coloracién

~ Guantes de cirujano

- Filtros de placa porosa (Waters)

- Papel filtro (Waters)

~ Prefiltro (Waters)

- Tubos de ensaye de 20 X 150 mm (Pyrex)

- Tubos de ensaye de 20 X 150 mm con tapén de bakelita (Pyrex)

-~ Tapones de algodén

3.2.3 APARATOS

- Centrifuga (Beckman)

- Balanza analitica (Sartourius)
- Balanza granataria (Sartourius)

~ Campana de flujo laminar (Bioquest)

Autoclave (Amsco)

- Potenciémetro (Beckman pH meter)

Espectrofotémetro (Sequoia Turner)

- Aparato de Warburg (B. Braun Melsungen AG)
- Microscopio (Olympus CO011)

- Filtros Birkhaug -

= TermbSmetros

Molino mecanico
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3.2.4 REACTIVOS

- Hidrdxido de potasio, grado analitico (Merck)

Liquido Brodie (Baco Standardized)

Caldo de soya tripticasa (Bioxon)

- Medio fluido de Tioglicolato (Bioxon)

Asparagina, grado reactivo (JT Baker)

Acido citrico Anhidro, grado analitico (Merck)

Fosfato monobasico de Potasijo, grado analitico {(JT Baker)

Sulfato de Magnesio 7 H20, grado analitico (JT Baker)

Citrato Férrico Amdnico, grado analitico (Merck)

Sulfato de Zinc, grado analftico (Merck)

Glicerol, grado analitico (JT Baker)

Hidréxido de Sodio 6 N, grado analftice (Merck)

1

Solucién de Carbonato de Sodio al 5 %, grado analftico

(Merck)

Solucién de Glutamato de Sodio al 1.5 %, grado analitico
(JT Baker)

- Fucsina Bisica (Merck)

1

Fenol, grado analitico (Merck)

Etanol al 95 % (JT Baker)

Acido Clorhidrico, grado analitico (Merck)

Azul de Metileno (Merck)

Papas Seleccionadas y de cosecha controlada

Agua destilada
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3.2.4.1 PREPARACION DE REACTIVOS
1. Medio liquido de Sauton: l
a) Depositar en un matraz de 2 1lts, 68.17 g de asparagina,
32.80 g de &cido citrico anhidro, 7.5 g de fosfato de potasio
monobdsico, 7.5 g de sulfato de magnesio hepta hidratado, 0.75
g de citrato férrico aménico y agregar 1.5 1lts de agua
destilada. Disolver en bafio Maria con agitacién ocasional.
b) Disolver 0.75 g de sulfato de 2zinc en un vaso de
precipitados de 300 ml con agua destiiada.
¢) Enjuagar un garrafén de 20 1lts con agua bidestilada y
filtrada; agregar 8 lts de agua destilada y filtrar a través de
filtro y prefiltro. Afiadir 900 ml de glicerol y posteriormente
filtrar el contenido del matraz de 2 lts en el que se
encuentran disueltos los demis ingredientes.
d) Agregar 75 ml de hidréxido de sodio 6 N.
e) Adicionar el sulfato de zinec sin filtrar.
£) Ajustar el volumen a 15 lts y mezclar perfectamente.
g) Medir el pH del medio y ajustarlo a 7.18~7.22 con hidréxido
de sodio 6 N.
h) Eﬁvasar en matraces de 300 ml enjuagados dos veces con agua
filtrada y una vez con medioc liquido de Sauton. El volumen de
llenado es de 100 mi.

i) Esterilizar 22 minutos a 15 lbs de presién y 121°C.
2. Medio de Sauton Agua:

Efectuar una dilucién del medio liquido de Sauton. Proporcién

1:4 (agua:medio liguido de Sauton).
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3. Medio de Sauton-Papa:
a) Mantener en refrigeracién las papas gue seradn utilizadas
hasta ocho dfas antes de la preparacién del medio.
b) Lavar y cortar las papas en medio cilindro.
c) Lavar las papas cortadas, con agua corriente hasta eliminar
el almidén presente en la papa.
d) Mantener sumergidas las papas en una solucién de carbonato
de sodio al 5 % durante 24 hrs.
e) Después de ¢transcurrido el tiempo indicado, tirar 1la
solucién de carbonato de sodio y lavar con agua destilada.
f) Sumergir las papas en medio liquido de Sauton durante tres
hrs a una temperatura de 80°C.
g) Lavar las papas con medio liquido de Sauton limpio.
h) Envasar en tubos de 20 X 150 mm, agregar 15 nl de medio
1iquido de Sauton y esterilizar a 121°C y 15 1bs de presién
durante 15 minutos. (12,14)
4. Reactivos para la tincién de Ziehl-Neelsen (Modificacién
Kinyoun):
a) Colorante primario: mezclar 8 g de fenol y 20 ml de etanol
en 60 ml de agua y luego agregar fucsina bésica (4 g), mezclar
y .dejar reposar a temperatura ambiente durante un dﬁ- Al dia
siguiente adicionar 40 ml de agua y filtrar.
b) Solucién alcohol-&cido al 3 %: adiclonar lentamente 3. ml de
icido clorhidrico a 97 ml de etanol y agitar.
c) Colorante secundario: disolver 5 g de azul de metileno en

100 ml de agua destilada. (19)
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 METODO ESTABLECIDO:

3.3.1.1 DESARROLLO BACTERIANO:

1. Abrir una ampolleta liofilizada gue contenga la cepa Danesa
1331. Reconstituir con 0.25 ml de medio de cultivo de Sauton
(dilucidén 1:4) y agitar para homogeneizar, a partir de ésta
suspensién, sembrar la superficie de 1la papa del medio de
cultivo de Sauton-Papa (pase 1). Incubar de 20 a 30 dias a 37°C
hasta que se presente un desarrollo homogénec. (14, 23)

2. Realizar una segunda resiembra en el medio de Sauton-pPapa
(pase 2); proseguir las resiembras en tubos de medio de cultivo
Sauton-papa. Para iniciar otra linea de cultivo, abrir otra
ampolleta liofilizada e iniciar el proceso nuevamente; nunca
pasar del pase nGmero 8. (14)

3. Dentro del 4&rea aséptica, tomar una asada con una asa
calibrada de 1.5 cm de didmetro, del cultivo del segundo pase
de Sauton-Papa, sembrar 10 wnatraces Erlenmeyer de 300 ml
conteniendo cada uno de ellos 100 ml de medio de cultivo
1iquido de Sauton e incubar a 37°C durante 8 6 9 dfas (Sauton
I)}. Muestrear dos o tres matraces, tomdndolos al azar; reunir
una alicuo‘_ta t_ie aproximadamente 25 ml y hacer prueba de pureza
de la siguiente manera: sembrar por separado dos tubos de caldo
de soya tripticasa y dos tubos de medio 1liquido de
tioglicolato. Incubar durante 14 dfas a 37°C. (22,23)

4. Tomar una asada, con una asa calibrada de 1.5 cm de
diametro, del cultivo Sauton I y sembrar 20 matraces Erlenmeyer

de 300 ml de capacidad, conteniendo cada uno de ellos 100 ml de
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medio liquido de Sauton e incubar a 37°C durante 6 & 7 dias
(Sauton -11). Efectuar prueba de pureza como se indica en el

inciso tres. (22)

3.3.1.2 COSECHA:
‘1. Seleccionar los mejores cultives de la segunda resiembra en
medio de cultivo Sauton II, en base a su crecimiento. (14)
2. Tomar una muestra de dos o tres cultives y determinar pureza
y pH. Para la prueba de pureza sembrar un ml de la muestra en
medio de soya tripticasa y medio 1ligquido de tioglicolato e
incubar a 37°C durante 6 dias. (14)
3. Filtrar dos matraces de Sauton II a través de un filtre
Birkhaug, lavar con 500 ml de solucién de glutamato de sodio al
1.5 %, comprimir la masa bacilar para eliminar la mayor humedad
posible, depositar la masa bacilar en un vaso de precipitados
estéril, el «cual debe ser previamente pesado, y pesar
nuevamente el vaso conteniendo la masa bacilar, para determinar
el rendimiento de masa bacilar por matraz de medio de cultivo.
(22)
4. Depositar la mayor cantidad posible de masa bacilar en un
matraz bola de fondo piano de 2 1lts de capacidad (matraz de
molido) con 1.450 Kg de balas de acero inoxidable de 4 mm de
didmetro. (14)
5. Pesar el vaso de precipitados con la masa bacilar residual
para determinar exactamente qué cantidad de masa bacilar se

deposit6 en el molino. (14)
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6. Moler la masa bacilar que se encuentra en el molino del
siguiente modo:

a) Homogeneizar manualmente la masa bacilar con las balas, con
movimientos rotatorios suaves.

b) Moler mecanicamente a 18 rpm durante dos minutos.

c} Homogeneizar manualmente. '

d) Moler mecanicamente a 18 rpm por 3 minutos.

e) Agregar 20 ml de glutamato de sodio al 1.5% y homogeneizar.
f) Moler mecédnicamente a 18 rpm por 30 6 60 segundos. (22)

g

-~

Homogeneizar manualmente.

7. Ajustar el volumen con solucién de glutamato al 1.5 % a una
concentracién de 10 mg/ml. Homogeneizar y decantar 1la
suspensi6én en un matraz Erlenmeye_r estéril y almacenar en
refrigeracién a una temperatura de entre 2 y 8°C. (14,22)

8. Colocar el vaso de precipitados gue contiene la masa bacilar
residual en una estufa a una temperatura de entre 60 y 70°C
durante tres horas. Transcurrido éste tiempo, pesar nuevamente
ei vaso de precipitados y determinar la humedad de la masa

bacilar. Linmites: de 60 a 85 % de humedad. (14)

3.3.2 HETODO MODIFICADO

3.3.2.1 DESARROLLO BACTERIANO: Seguir los mismos pasos que para
el método establecido.

3.3.2.2 COSECHA:

1. Dentro del &rea aséptica en una campana de flujo laminar y
utilizando guantes de cirujano estériles, filtrar dos matraces

de cultivo de Sauton II a través de una tela de molino de 15 X
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20 cm. Recibir el sobrenadante en un vaso de precipitados de
300 ml y determinar el pH del sobrenadante.

2. Colocar la masa bacilar retenida en la tela de molino en
viales de plastico de 250 m) para centrifuga.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 40 minutos a una temperatura
de 87C.

4. Sacar la masa bacilar compactada del wvial de pléstico,
depositar en un vaso de precipitados de 300 ml estéril
previamente pesado; pesar nuevamente el vaso con la masa
bacilar y determinar el rendimiento de masa bacilar por mpatraz
de medio de cultivo.

5. Depositar la mayor cantidad posible de masa bacilar en un
matraz bola fondo plano de 2 lts (matraz de molido) con 1.450
Kg de balas de acero inoxidable de 4 mm de didmetro. (14)

6. Pesar el vaso de precipitados con masa residual para
determinar exactamente qué cantidad de masa bacillar se deposif;é
en el molino. (14)

7. Moler la masa bacilar en el matraz de molido manualmente con
yovimientos rotatorios y suaves de 1 a 2 minutos, hasta lograr
la apariencia adecuada (las paredes del matraz deben tener la
aparienci_a de "mica").

8. Agregar 20 ml de solucién de glutamato de sodio al 1.5 % y
homogeneizar manualmente. )

9. Ajustar el volumen con solucién de glutamato de sodio al 1.5
$ a upa concéntracibn de 10 mg/ml. Homogenelzar, decantar en un
matraz Erlenmeyer estéril de 2 1ts y almacenar en refrigeracién

a una temperatura de entre 2 y 8°C. (14,22)
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10. Colocar el vaso con la masa bacilar residual en la estufa a
una temperatura de entre 60 Yy 70° durante tres horas,
transcurrido éste tiempo, pesar nuevamente el vasc de
precipitados y determinar la humedad de la masa bacilar.

Limites: de 60 a 80 % de humedad. (14)

3.3.3 PRUEBAS DE CONTROL

Tomar una muestra de 30 ml de suspensién de la vacuna por
stock y realizar las siguientes pruebas de control:

A) Pureza:
1., Tomar una alicuota de 3 ml con una pipeta de 5 ml y sembrar
un mililitro de la misma en tres tubos de ensaye que contengan
caldo de soya tripticasa; del dltimo tubo inoculado, tomar una
alfcuota de tres nililitros y sembrar un mililitro en otros
tres tubos de ensaye que contengan caldo de soya tripticasa por
separado.
2. Proceder del mismo modo descrito en el punto anterior, pero
utilizando medio flufdo de tioglicolato.
3. Incubar los tubos a 37°C durante 14 dias en ambos casos.
4. La ausencia de cualquier crecimiento después de terminado el
tiempo de incubacién dan como satisfactoria la prueba. (22)

B) Consumo de Oxigeno: Aparato Warburg
1. Ajustar la temperatura del bafio a 37°C.
2. Homegeneizar la muestra.
3. Colocar 0.2 ml de KOH al 20 % en el compartimiento central

del matraz de reaccién e introducir un pequefic papel filtro en
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éste recipiente para aumentar la superficie de absorcién del
biéxido de carbono que se forma durante la prueba.

4. Colocar 3 ml de la suspensién de la vacuna en cada uno de
los matraces de reaccién. La prueba se realiza por duplicado
para cada Stock.

5. Colocar en 2 matraces de reaccib6n 0.2 ml de KOH al 20 % en
la parte central y 3 ml de glutamato de sodio al 1.5 % en la
parte exterior. Estos wmatraces sirven como testigo para
detectar 1las pequefias varjaciones de presién durante el
desarrollo de la prueba.

6. Ensamblar los matraces de reaccién con su correspondiente
termobarémetro e introducir los matraces con las muestras y
testigos al bafio del aparato a 37°C.

7. Estabilizar 1la temperatura del bafio y de las muestras,
mediante el sistema de agitacién del aparato durante 15
minutos, con las llaves zﬁ:_itertas.

8. Cerrar las llaves y tomar las lecturas de los
termobarfmetros en el tiempo' cero.

9. Efectuar la lectura del consumo de oxigeno en cada uno de
los termobardmetros de prueba, y de las variaciones de presién
en el termobarémetro testigo a intervalos de 30 minutos durante
dos horas.

10, Efectuar 1las correcciones de volfimenes problema con
respecto a las variaciones en el termcbarémetro testigo.

11. Calcular el consumo de oxigeno en microlitros por miligramo
y por hora de la suspesién de la vacuna.

12. Limites: de 0.7 a 2.4 pl/mg/hr. (22)
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C) Opacidad:
1. Colocar en el espectrofotémetro el filtro correspondiente a
350-500 nm. Seleccionar una longitud de onda de 400 nm.
2. Calentar el aparato durante 10 minutos.
3. Ajustar el aparato a 100 % de trapsmitancia y 0 de
absorbancia. ‘
4. Hacer una dilucién 1:10 (suspensién de la vacuna:agua fria).
5. Leer, utilizando como blanco glutamato de sodio al 1v.5 %.
6. Calcular la concentracién real de la vacuna, utilizando 1la
absorbancia obtenida.
7. La interpretacién de ésta prueba se debe hacer en funcién
del resultado obtenido en el consumo de oxigeno, por lo dque no
se cuenta con limites preestablecidos.

D) Dispersién bacilar:
1. Homogeneizar la muestra.
2. Poner en un portacbjetos limpio y seco una gota de la vacuna
en suspensién. Extender en el portaocbjetos la muestra, dejar
secar y fijar con calor.
3. Cubrir el frotis con fucsina fenicada durante cinco minutos.
4. lavar el exceso de colorante con un chorro suave de agua.
S. Agregar.alcohol—acido hasta que no arrastre colorante.
6. Lavar el exceso de colorante con un chorro suave de agﬁa.
7. Agregar azul de metileno y dejarlo durante dos minutos.
8. Lavar abundantemente con agua.
9. Observar a inmersién (100x)
10. Comtar el ndmero de bacilos libres por campo, asi como el

ninero de grumos y las caracteristicas de los mismos.
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11. Limites; ésta prueba no cuenta con limites preestablecidos
por lo que su evaluacién se deja al criterio del quinico

responsable, (22)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 RESULTADOS

Para evaluar la sustitucién de los filtros Birkhaug por
centrifugacién, se establecieron inicialmente las condiciones
de centrifugacién a las que se sometieron las muestras del
método propuesto, las cuales fueron 3000 rpm por un tiempo de

a 8°%. Se realizaron 16 réplicas del método

propuesto y 16 réplicas del método establecido.
Los graneles obtenidos por cada uno de 1los métodos
respectivamente, fueron analizados para determinar la calidad
de los mismos y los pardmetros a evaluar fueron; porcentaje de
humedad en la vacuna semiseca, consumo de oxigeno, pureza,
opacidad-concentracién y dispersién bacilar. En los cuadros 1 y
2 se puede observar que los valores referentaes a los parémetros
estudiados en general, se encuentran dentro de los 1limites
establecidos y son homogéneos entre si.
Los resultados obtenidos en las pruebas mencionadas se
analizaron estadisticaménhe para establecer si existia
diferencia significativa entre los dos métodos. Para los
resultados de porciento de humedad en la vacuna semiseca,
consumo de oxigeno, concentracién y dispersién bacilar se
utilizaron dos pruebas de hip&tesis; la primera de ellas
llamada Prueba de la razén de variancias para determinar si las
variancias de las dos poblaciones eran iguales (ver cuadro 3) y
a partir de é&ste reéultado aplicar la sequnda prueba de
hip6tesis para establecer si existia una diferencia
significativa entre las medias de 1las dos poblaciones

eQaluadas, usando la distribucién t como estadistica de prueba.
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A través de éste G(ltimo resultado se estimdé la eguivalencia
entre los dos métodos (ver cuadro 4}.

Para analizar los resultados de la pureza de los graneles se
emple6 otra prueba de hip6tesis basada en la confrontacién de
la proporcién de resultados satisfactorios obtenidos por uno y

otro tratamiento (ver cuadro 5).
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CUADRO 1

RESULTADOS DE LOS GRANELES 'PRODUCIDOS POR EL METODO ESTABLECIDO

HUESTRA | UREZA | CONSUMO | OPACIDAD | CONCENTRACION % | DISPERSION BACILAR
OXIGENO (Abwm) (mg/nl) HUMEDAD | GRADO DE | # BACILO | DESCRIP.
Hl/mg/br DISP. LIBRE | CUMULO
1 s 0.89 0.63 1.02 81.77 15-16 90-100 ¢
2 s 1.90 0.88 1.48 84.55 11-12 90-100 G, X
3 S 0.89 0.41 0.67 ?7.05 11-12 7080 CH
¢ S 1.09% 0.41 0.67 73.71 $-10 70-80 CH
5 s 1.07 0.50 0.83 79.70 11-12 60-90 i
6 s 1.09 0.683 1.50 73.711 9-10 70-80 CH
7 S 1.57 0.61 1,01 78.47 9-10 90-100 G. XM
2] S 1.20 0.44 a.70 81.5¢ 9-10 76-80 H
9 S 1.31 0.46 0.76 78.93 10-11 80-90 H
10 s 1.32 0.45 0.74 69.34 11-12 60-70 G
11 s 1.27 0.43 6.70 64.30 10-11 80-90 H
12 s 1.21 0.43 0.79 64.25 8-9 90-100 H
13 s 0.72 0.46 6.76 84.15 11-12 50-60 CH
14 S 1.30 0.58 0.93 78.71 15-16 90-100 G, X
15 ] 1.09 0.40 0.65 77.20 15-16 90-100 G, X
16 s 2 33 0.73 1.19 84.04 17-18 90-~100 G, X
ABREVIATURAS : S = Satisfactoria

nxa§

= Absorbancia
= Chico

= Hediano

= Grande
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CUADRO 2

RESULTADOS DE 1LOS GRANELES PRODUCIDOS POR EL METODO PROPUESTO

NUESTRA { PUREZA | CONSUNO | OPACIDAD | CONCENTRACION % DISPERSION BACILAR
OXIGENO (Abs) (mg/al) HUKEDAD | GRADO DE | # BACIIO | DESCRIP
H1/mg/hr DISP. LIBRE | CUNULO
1 S 1.78 0.66 1.10 65.30 11-12 90-100 G. ¥
2 s 2.13 0.66 1.10 67,40 3-4 90-100 G. CH
3 s 1.60 0.39 0.64 64.43 (-5 50-60 ¥
4 S 1.50, 0.52 0.86 65.14 67 50-60 ¥
5 S 1.57 0.59 0.98 81.39 13-14 90-100 G.H
6 S 2.35 0.70 1.1? 64.49 18-11 80-90 G. X
7 s 1.70 0.59 0.98 71.82 10-11 90-100 G. X%
] S 1.49 0.57 0.95 66.30 11-12 90-100 X
9 c 1.18 0.53 0.68 65.46 6-7 80-90 M, CH
10 s 1.18 D.64 1.07 63.87 10-11 70-80 I3
11 s 1.58 0.47 0.77 68.19 12-13 50-60 G
12 c 1.30 0.62 1.03 73.51 8-9 80-90 G. X
13 s 1.63 0.78 1.31 64.90 12-13 90-100 G, K
J14 S 0.94 0.62 1.03 65.93 8-9 90-100 G
15 s 1.31 0.72 1.20 66.71 8-9 60-70 G
16 s 1.22 0.71 1.19 67.40 12-13 50-60 o
ABREVIATURAS : = Contaninada

= Satisfactorie

= Chico
Kediano

C

CH

G = Grande
Abs =

Absorbancia




Ly

CUADRO 3
AMALISIS ESTADISTICO DE LOS RESYLTADOS OBTENIDOS POR
EL METODO PROPUESTO Y EL ESTABLECIDO

PRUEBA DE HIPOTESIS ¥ 1
METODO (PRUEBA DE RAZON DE VARIANCIAS)
PRUEBA
ESTABLECIDO PROPUESTO F (o= 0.05) - RESULTADO
b1 s b s CALC. | TABLA

CONSUHO

omggo 1.27 | 0.36 | 1.49 | 0.14 | 1.07 | 2.33 |(15.15) | Ho ACEPTADA
Ml/ngshy
CONCENTRACION| 0.90 | ©.60 | 1.62 | 0.30 | 2.62 | 2.33 |(15,15)| Ho RECHAZADA

{(ng/nl) 1

% .
HUKEDAD 76.96] 41.42 |67.40 | 20.36 2.03 2.33 | (15.15) HolACEPTADA

GRADO :
DISPERSION | 11.81 7.29 | 9.50 G.06 1.24 2.33 (15.15) HQIACEPTADA

BACILO .
LIBRE 83.75(158.33°§80.00 | 293.33; 1.85 2.33 [(15.15) HDIACETADA

Hoy: Las variancias de las dos poblaciones son igusles,

ABREVIATURAS: a) CALC. = Calculada
b) G.L. = Grados de libertad
c) ] » Variancia
d) Ho = Hip&tesis nula
e} ¥ = Hedia
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ANALISIS ESTARISTICO DE L

CUADRO 4
05 RESULTADOS OBTENIDOS POR

EL METODO PROPUESTO Y EL ESTABLECIDO

PRUEBA DE HIPCTESIS # 2

» HETODO (DITRIBUCION t)
PRUEBRA | CcTABLECIDO | FROFUESTO 0
T F (o= 0.05) } ¢4 RESULTADO
% s i S | CALC. | TABLA
CONSUXO
OXIGENO 127 | 0.6 ) 1.49 | 0.14 ] -1.62 | £2.04 30 | Ho ACEPTADA
M1/ng/hr 2
CONCERTRACION| 0.90 | 0.80 | 1.02 | 0.30 | -1.42 | %2.08 27| Ho. ACEFTADA
(mg/nl) : 2
%
HUNEDAD | 76.96) 41.42 |67.40 | 20.36 | 4.87 | +2.04 30 | Ho, RECHAZADA
GRADO
pieperson | 11.81] 7.29 | 9.s0 | 9.06 | 2.25 | s2.0¢ 30 | Ho RECHAZADA
BACIIO
LIBRE 83.75(158.33 |80.00 | 293.33] ©0.71 | 12.04 30 | Ho,ACEPTADA

Hozz las amdias de las dos poblacicnes evalusdas son igquales

ABREVIATURAS

: a) CALC., = Calculada

b) G.IL. = Grados de libertad

c) S = Variancia
d) FRo = Hipdtesis nula
o) b4 = Hedia
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CUADRO S

ANALISIS ESTADISTICO DE LA PRUEBA DE PUREZA

M. ESTABLECIDO M. PROPUESTO VCZ yA RESULTADO
&= 0.08
N.M H.M.S N.H N.M.S
1.645 1.46 { Ho ACEPTADA
16 16 16 14 3
Ho : No hay diferencia significativa en la proporcidn
de resultados satisfactorios obtenidos en cada
uno de los métodos.
ABREVIATURAS : N = Namero de muestras
NMS = Mimero de muestras Satisfactorias
VCZ = Valor Critico de Z
Ho = Hipdtesis nula
H = Método




4.2 DISCUSIONES

En el presente trabajo, se evalud la sustitucién de los
filtros Birkhaug por centrifugacién a 3000 rpm durante 30
minutos a 8°C en el proceso de concentracién de los cultivos en
la produccién de la vacuna BCG, para determinar si la
centrifugacién afecta la sobrevivencia de 1los bacilos y
establecer si existe equivalencia entre ambos métodos.
Inicialmente se analizaron los resultados correspondientes al
consumo de oxigeno, observindose que en los graneles obtenidos
por el método propuesto eran elevados; por lo cual se considera
que la centrifugacién no afecta en forma adversa la viabilidad
de los bacilos.
Mediante la comparacién estadistica de los resultados de las
pruebas de control efectuadas a los graneles obtenidos, se
determiné la equivalencia entre los dos métodos con respecto al
consumo de oxigeno, pureza, concentracién y nimero de bacilo
libre; asi como la diferencia significativa en relacién al
porcentaje de humedad de la masa bacilar semiseca en donde se
observé que los graneles producidos por el método propuesto
presentaban en general valores mis bajos y homogéneos que los
elaborados por el método establecido, lo cual se debe a gue la
filtracién de la masa bacilar por filtro Birkhaug estd sujeta a
un mayor nfimero de variables como son la eficiencia de 1la
bomba de vacic a la cual se conecta el filtro, la destreza %
fuerza que aplica el operador; mientras que al utilizar 1la

centrifugaci6n las condiciones siempre se mantienen constantes.
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Los métodos no resultaron tampoco equivalentes en cuanto al
grado de dispersién ya que con el método propuesto se
obtuvieron graneles con un nimero inferior de grumos, lo cual

resulta favorable para la calidad de la vacuna.
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CAPITUHLO V
CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. La centrifugacién de los cultives para la produccién de
vacuna BCG a 3000 rpm durante 30 minutos a 8°C no afecta a la

viabilidad de los bacilos de Calmette y Guerin.

2. E1 método propuesto es equivalente al establecido con
respecto a la pureza, concentracién, consumo de oxigeno, n(mero
de bacilos libres y mé&s eficaz en relacién al porcentaje de
humedad de la vacuna semiseca y grado de dispersiétn en la

vacuna en la fase de granel.

3. El método por centrifugacién propuesto puede sustituir al

método por filtracién con filtro Birkhaug establecido.
4. La sustitucién de 1los filtros Birkhaug por centrifugacién

inmplica una inversién fuerte pero evitari el cambio continuo de .

dichos filtros cuyo costo es muy elavado.
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