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INTRODUCCI&Oacute;N
Instituto Nacional de Higiene
Planteamiento del Problema
&iquest;Son las pruebas in Vitro confiables para
determinar el contenido antig&eacute;nico y valorar
la estabilidad de los toxoides purificados
que se elaboran en el “INHMT” L.I.P. ?
Planteamiento de Hip&oacute;tesis
Demostrar el contenido antig&eacute;nico y evaluar
la estabilidad del Toxoide Tet&aacute;nico
Concentrado y Purificado; mediante
pruebas de floculaci&oacute;n y estudios de
estabilidad en un per&iacute;odo de 3 meses.
OBJETIVO GENERAL
Evaluar in Vitro la eficacia del TTCP a
partir de lotes seleccionados en el &aacute;rea de
Producci&oacute;n de
Biol&oacute;gcos del INHMT
“L.I.P”, utilizando pruebas de control de
calidad: Floculaci&oacute;n y estabilidad
OBJETIVOS ESPEC&Iacute;FICOS
l
l
l
l
Determinar la concentraci&oacute;n antig&eacute;nica Lf/mL de
9 lotes de TTCP.
Verificar si el contenido antig&eacute;nico de TTCP tiene
correlaci&oacute;n con el N.P y este a su vez con la
Pureza Antig&eacute;nica.
Correlacionar el contenido antig&eacute;nico con la
estabilidad de 9 lotes de TTCP producidos desde
Enero-Octubre-01.
Determinar los factores asociados que aumentan o
disminyen el contenido en unidades Lf/mL
HISTORIA DE LAS VACUNAS
l
1. Per&iacute;odo: Intento y error:
1796, Edward Jenner: vacuna viruela.
1880, Pasteur: reconoci&oacute; trabajo de Jenner.
l
2. Per&iacute;odo: Vacunas Toxoides:
1884, Loeffler: cultivo puro Corynebacterium
Diphtheriae. Roux y Yersin: (toxina provoca
par&aacute;lisis). Behring y Kitasatos: anticuerpos de
antitoxina; 1923: Glemy y Ram&oacute;n, Toxoide
Dift&eacute;rico
3. Per&iacute;odo: Vacunas Virales
l
1948: Cultivo de virus
l 1954: Salk, Vacuna polio inactivada
l 1960: Sarampi&oacute;n, Paperas y Rub&eacute;ola
4. Per&iacute;odo: Ingenier&iacute;a Gen&eacute;tica
l
T&eacute;cnicas recombinantes de ADN
l Vacuna de Hepatitis B
VACUNAS
l
Suspensi&oacute;n
de
microorganismos
vivos,
inactivados o muertos, fracciones de los mismos
o part&iacute;culas proteicas que al ser administradas
inducen respuesta inmune que previene la
enfermedad.
CLASIFICACI&Oacute;N DE LAS VACUNAS
l
1. TRADICIONALES
l
2. NUEVA GENERACI&Oacute;N DE VACUNAS
VACUNAS TRADICIONALES
l
l
l
1. ATENUADAS: Preparaciones de bacterias o
virus vivos debilitados (avirulentos), capaces de
provocar respuesta inmune. Vacunas. Fiebre
amarilla,Sarampi&oacute;n, BCG.
2. INACTIVADAS: Suspensiones de bacterias o
virus muertos por acci&oacute;n de sustancias qu&iacute;micas.
Vacuna Pertussis.
3. TOXOIDES: Preparaciones a partir de toxinas
bacterianas inactivadas (formol). Difteria y
T&eacute;tano.
NUEVA GENERACI&Oacute;N DE VACUNAS
l
Vacunas comestibles: Prote&iacute;nas con capacidad
antig&eacute;nica de un agente pat&oacute;geno, sus genes
pueden clonarse y expresarse en las plantas.
l 2. Vacunas de p&eacute;ptidos sint&eacute;ticos: Prote&iacute;nas
antig&eacute;nicas de pat&oacute;genos elaborados
de
fragmentos de amino-&aacute;cidos que al inyectarse
producen inmunidad.
3. Vacunas de ADN: Genes que codifican para
prote&iacute;nas inmunog&eacute;nicas pueden clonarse bajo el
control de promotores e introducirse en pl&aacute;smidos,
los cuales al ingresar en las c&eacute;lulas provocan
inmunidad.
PRODUCCI&Oacute;N DE
TOXOIDES BACTERIANOS
l
l
l
Inactivaci&oacute;n de toxinas bacterianas, hace perder su
toxicidad pero retienen su antigenicidad.
1924, Ram&oacute;n inactiv&oacute; las toxinas con
formaldeh&iacute;do.
Atenuaci&oacute;n de pat&oacute;genos (cultivos in vitro)
1.CEPAS: Clostridium tetani y Corinebacterium
Diphtheriae. Cepas liofilizadas que produzcan
m&aacute;ximo producci&oacute;n de toxina
Etapas de Producci&oacute;n de
Toxoide Tet&aacute;nico
l
2. Medios de cultivo: Fuente proteica (carne,
leye, soya) y enzimas (papa&iacute;na, tripsina), amino&aacute;cidos, vitaminas (extracto de levadura, Glucosa).
l
3. Condiciones de Cultivo: Anaerobio,
controlar el pH, ya que son sacarol&iacute;ticos (&aacute;cidos a
partir de az&uacute;cares).
l
4. Inactivaci&oacute;n: Formaldeh&iacute;do (38%)
l 5.Aislamiento: Ultrafiltraci&oacute;n (0.001-0.05 um)
FILTRACI&Oacute;N DE TOXOIDE
CcLOSTRIUM TETANIC
CLOSTRIDIUM TETANI
CULTIVO EN MEDIO L&Iacute;QUIDO DE TIOGLICOLATO
CULTIVO AGITADO EN MEDIO DE LATHAM
EN FERMENTADOR DE 300 O 750 LITROS
COSECHA
DESTOXIFICACI&Oacute;N POR ADICI&Oacute;N DE FORMALDEH&Iacute;DO
CONSERVACI&Oacute;N A 37&ordm; C DURANTE 21 DIAS
TOXOIDE
CLARIFICACI&Oacute;N
ULTRAFILTRACI&Oacute;N
TOXOIDE CONCENTRADO
ULTRAFILTRACI&Oacute;N Y FILTRACI&Oacute;N EST&Eacute;RIL
TOXOIDE TET&Aacute;NICO A GRANEL
TOXOIDE TET&Aacute;NICO
l
Forma de presentaci&oacute;n: Como inmun&oacute;geno
&uacute;nico o mezclado. Adsorbido como suspensi&oacute;n
l&iacute;quida, si es simple como soluci&oacute;n ligeramente
turbia.
l
Potencia: Unidades de floculaci&oacute;n (Lf). Es la
menor cantidad de toxina que flocula m&aacute;s r&aacute;pido
una unidad de antitoxina est&aacute;ndar. (mezclas de
ATT y toxina)
COMPOSICI&Oacute;N Y POSOLOG&Iacute;A
VACUNAS: DT,Td,TT
l
Vacuna DT: Cada dosis de 0.5mL Toxoide
Dift&eacute;rico y Tet&aacute;nico
10-20 Lf,
l Vacuna Td: Cada dosis de 0.5 mL
Toxoide Tet&aacute;nico
10-20 Lf
Toxoide Dift&eacute;rico
3-5 Lf
l Vacuna TT: Cada dosis de 0.5 mL
Toxoide Tet&aacute;nico
10-20 Lf
INDICACIONES
l
Vacuna DT: Ni&ntilde;os menores de 5 a&ntilde;os que
presentan contraindicaciones a la fracci&oacute;n
Pertussis de Vacuna DPT.
l Vacunas Td, TT: Se aplica a ni&ntilde;os mayores
de 5 a&ntilde;os, y a embarazadas en cualquier
estado gestacional. Al menos 2 dosis (1-2
meses) y revacunaci&oacute;n cada 5 o 10 a&ntilde;os.
CONTRAINDICACIONES
l
Inmunodeficiencia
l Fiebre (38,5&deg;C)
l Enfermedades graves
l Transfusiones sanguineas o administarci&oacute;n
de Inmunoglobulinas, debe esperar 3 meses.
ASPECTO INMUNOL&Oacute;GICO
l
l
La introducci&oacute;n de un ant&iacute;geno desencadena una
respuesta inmunitaria. Humoral o celular.
Dos tipos de c&eacute;lulas intervienen en la respuesta
inmunol&oacute;gica:
MACR&Oacute;FAGOS
l
l
l
l
Descienden de los monocitos.
A) Son capaces de transformar ciertos ant&iacute;genos
para que reconozca los linfocitos B.
B) Moderadores de los linfocitos T y B
C) Participan en la respuesta inmunitaria.
Los Linfocitos
l
Componente celular espec&iacute;fico del sistema
inmunitario.
l Linfocitos T: (Timo). Responsables de la
inmunidad celular.
l Linfocitos B: (M&eacute;dula), especializados en la
sintesis de anticuerpos. (IgM)
INMUNIDAD
l
Estado natural o adquirido en el cual el organismo
se adapta a la presencia de ciertas prote&iacute;nas
extra&ntilde;as , resiste la invasi&oacute;n de pat&oacute;genos y se
protege de los da&ntilde;os que este ocasiona.
l
TIPOS DE INMUNIDAD:
1. Natural: Innata, cong&eacute;nita, individual
2. Adquirida: (Espec&iacute;fica), se incrementa con
exposiciones subsecuentes al mismo pat&oacute;geno.
Humoral: Anticuerpos une al ant&iacute;geno
Celular: C&eacute;lulas especializadas: reconocer,
secuestrar o eliminar sustancias da&ntilde;inas.
INMUNIDAD ADQUIRIDA
l
l
PASIVA
Perinatal
Sueros inmunes
l
l
l
ACTIVA
Enfermedad
Vacunaci&oacute;n.
Desarrolla lentamente
(dias-semanas), persiste
por a&ntilde;os.
Condicionada: Barreras
naturales, Edad,
Metabolismo, hormonas.
REQUERIMIENTOS DE
TOXOIDE TET&Aacute;NICO
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
Esterilidad
pH
( 6-7 )
Concentraci&oacute;n Lf/mLF (&gt;500)
Pureza antig&eacute;nica (&gt; 1000 Lf /
mg N.P )
Contenido de formol (&lt; 0.02
g%)
Contenido de Thimerosal
(0.005-0.02g%)
Inocuidad
Toxicidad
Antigenicidad
Estabilidad
Caracter&iacute;sticas organol&eacute;pticas.
Estabilidad de vacunas
l
La estabilidad de principios activos,
excipientes, se afectan:
l Humedad: Vacunas liofilizadas
l Tiempo: Vacunas m.o vivos
l Luz:
Vacunas de virus vivos
l Temperatura: Efecto acumulativo
MATERIALES Y M&Eacute;TODOS
l
l
Se realiz&oacute; un estudio de tipo prospectivo anal&iacute;tico,
en el Lab. C.I., sobre contenido antig&eacute;nico,
Nitr&oacute;geno Proteico, Pureza antig&eacute;nica, y
estabilidad de 9 lotes (100% de producci&oacute;n de
Enero-Oct.-01) de TTCP. elaborados por el
INHMT.
UNIVERSO: Estuvo constitu&iacute;do por todos los
lotes de producci&oacute;n de vacunas toxoides que se
elaboran en el INHMT
MUESTRA:
Estuvo constitu&iacute;do por los lotes
de toxoide tet&aacute;nico concentrado y purificado a
granel, elaborados por el INH (Enero a Oct-01)
CRITERIO DE INCLUSI&Oacute;N: Se incluy&oacute; en esta
investigaci&oacute;n 9 lotes de producci&oacute;n de toxoides
tet&aacute;nicos purificados que tiene un per&iacute;odo de vida
&uacute;til bajo el sistema de estudio dise&ntilde;ado.
CRITERIO DE EXCLUSI&Oacute;N: Se excluy&oacute; de este
estudio los lotes de vacunas
toxoides que
contienen geles de sales de aluminio (adsorbidos)
y los lotes que se encuentran por debajo de
especificaciones establecidas en los manuales de
producci&oacute;n.
VARIABLES DE ESTUDIO
l
1. Valores de antigenicidad (Lf/mL)
l 2. Tiempo de floculaci&oacute;n
l 3. Nitr&oacute;geno Proteico
l 4. Pureza antig&eacute;nica
l 5. Temperatura de almacenamiento
PROCEDIMIENTO DE
TRABAJO
RECEPCI&Oacute;N DE MUESTRA
MATERIALES Y REACTIVOS
CABINA DE FLUJO LAMINAR
TRABAJO EN EL INTERIOR DE
LA CABINA
PREVIO A DILUIR LA
MUESTRA
DILUCI&Oacute;N DEL TOXOIDE
MUESTRA DILU&Iacute;DAS 8O Lf/mL
4&deg;C
25&deg;C
35&deg;C
CONTENIDO ANTIG&Eacute;NICO
M&Eacute;TODO DE FLOCULACI&Oacute;N
CONTENIDO ANTIG&Eacute;NICO
M&Eacute;TODO DE FLOCULACI&Oacute;N
INCUBAR LAS MUESTRAS
OBSERVACI&Oacute;N DE LA PRUEBA
RESULTADOS E INTERPRETACION
TABLA 1
Lote
Conc. N&deg; 1
Lf / mL
Conc. N&deg; 2
Lf / mL
188
2280
2098
189
2160
1987
190
2120
2077
191
1480
1230
192
2040
1760
GR&Aacute;FICO 1
AN&Aacute;LISIS DE LA CONCENTRACI&Oacute;N
ANTIG&Eacute;NCIA N&deg; 1 y N&deg; 2
3000
Lf/mL
2500
2000
1500
1000
500
193
2320
2274
0
188 189 190 191 192 193 194 195 196
194
2400
195
196
2112
2320
1880
2041
2030
LOTES
CONC.1
CONC.2
RESULTADOS E INTERPRETACION
TABLA 2
GR&Aacute;FICO 2
188
Concent
raci&oacute;n
Lf/mL
Kf
(min.)
188
45,6
2098
20
189
43,2
1987
15
190
42,4
2077
26
191
30
1230
19
192
40
1760
30
193
46,4
2274
20
194
48
2112
37
195
46,4
2041
20
196
37,6
2030
20
189
190
2030
2098
2041
2274
191
192
1987
193
2077
2112
194
1230
195
1760
196
GR&Aacute;FICO 3
RELACI&Oacute;N DE CONCENTRACI&Oacute;N Y
TIEMPO DE FLOCULACI&Oacute;N
2500
40
2000
Lf/mL
Lote
Diluci&oacute;
n
CONCENTRACI&Oacute;N ANTIG&Eacute;NICA Lf/mL
30
1500
20
1000
10
500
0
0
188 189 190 191 192 193 194 195 196
Kf
Lf/mL
kf
RESULTADOS E INTERPRETACI&Oacute;N
GR&Aacute;FICO 4
TABLA 3
N.P.
mg /mL
P.A.
Lf / mg
N.P.
188
2098
0,98
2138,6
189
1987
1,11
1783,6
190
2077
1,52
1362,8
191
1230
0,70
1752,1
192
1760
1,06
1647,9
193
2274
1,48
1533,3
194
2112
1,28
1639,7
195
2041
1,48
1370,7
196
2030
1,72
1178,8
N.P
mg/mL
Lf/mL
2
1.5
1
0.5
0
1.72
1.52
1.48
1.48
1.28
1.11
1.06
0.9
0.7
Lf/ml
1987
1230
2274
2041
Concentraci&oacute;n
N.P.
GR&Aacute;FICO 5
CORRELACI&Oacute;N DE NITR&Oacute;GENO Y PUREZA
ANTIG&Eacute;NICA
2500
P.A.
Lote
CORRELACI&Oacute;N DE CONCENTRACI&Oacute;N
ANTIG&Eacute;NICA Y NITR&Oacute;GENO PROTEICO
2000
1500
2138.6
1783.6
1752.11647.9
1533.31639.7
1370.7
1362.8
1178.8
1000
500
0
0.9
1.11
1.52
0.7
1.06 1.48
1.28
1.48
1.72
188 189 190 191 192 193 194 195 196
NITR&Oacute;GENO
N.P
P.A.
RESULTADOS E INTERPRETACI&Oacute;N
GR&Aacute;FICO 6
TABLA 4
Conc.
Almac
Lf/mL
Conc.
Lf/mL
4&deg;C
Conc.
Lf/mL
25&deg;C
Conc.
Lf/mL
35&deg;C
188
18
15
15
15
189
92
92
92
92
190
100
92
92
82
191
80
78
72
58
192
80
78
72
52
193
80
78
78
58
194
80
68
68
52
Lote
195
80
78
78
58
196
80
78
62
48
ESTABILIDAD DE LOS TOXOIDES A
4&deg;C, 25&deg;C Y 35&deg;C
80
70
60
50
40
30
20
10
0
191
192
193
194
195
196
LOTES
Conc. I.
4&deg;C
25&deg;C
35&deg;C
RESULTADOS E INTERPRETACI&Oacute;N
TABLA 5
anova
Fuente de
variaci&oacute;n
Grados de
Libertad
Suma de
Cuadrados
Entre
muestras
K- 1
3 - 1= 2
Dentro
muestras
N -K
18 - 3 = 15
SSW
362.02
Total
N - 1
18 - 1 = 17
SST
1974.44
Cuadrado
Medio
Raz&oacute;n
F
MSB
806.21
33.41
SSB
1612.42
MSW
24.13
Prueba de Tukey
MUESTRAS
DIFERENCIA ENTRE
MUESTRAS
RESULTADOS
X1-X2
76.33-71.66
4.67 &lt; 7.35 n.s.
X1-X3
76.33-54.33
22.00 &gt; 7.35
*
X2-X3
71.66-54.33
17.33 &gt; 7.35
*
RESULTADOS E INTERPRETACI&Oacute;N
X1 (4&deg;C)
X2 ( 25&deg;C)
X3 (35&deg;C)
76.33
71.66
54.33
140.49%
131.89%
100%
Lf/mL
ESTABILIDAD DE LOS LOTES
DE TOXOIDE TETANICO
100
80
60
40
20
0
76.33
71.66
54.33
4&deg;C
25&deg;C
TEMPERATURA
35&deg;C
Conc.
CONCLUSIONES
l
l
l
1. Las pruebas de control de calidad fueron
satisfactorias dentro de rangos establecidos por
OMS y OPS para producci&oacute;n y control de
biol&oacute;gicos.
2. Los valores de concentraci&oacute;n antig&eacute;nica en los
9 lotes de toxoides tet&aacute;nicos est&aacute;n por encima de
500Lf/mL, indicativo de buen rendimiento de
producci&oacute;n.
3. El kf o tiempo de floculaci&oacute;n en el cual ocurre
la reacci&oacute;n de neutralizaci&oacute;n de antitoxina-toxoide
ocurre en un rango de 15-20 minutos.
CONCLUSIONES
l
l
4. A medida que aumenta concentraci&oacute;n aumenta
la cantidad de nitr&oacute;geno; indica que est&aacute;
influenciado por un 52% de la concentraci&oacute;n y un
48% variables que se desconoce.
5. La pureza antig&eacute;nica por encima de 1000
Lf /mgN.P. demuestra excelente calidad del
biol&oacute;gico. Los 9 lotes cumplen la especificaci&oacute;n,
est&aacute; influenciada en un 67 % por el N.P., el 33%
se desconoce.
CONCLUSIONES
l
6. Los toxoides son muy estables a 4&deg;C y 25&deg;C, no
as&iacute; a 35&deg;C; la temperatura &oacute;ptima es la de 4&deg;C; en
base a la concentraci&oacute;n antig&eacute;nica que fueron
almacenados los toxoides se obtuvieron en las
muestras de 4&deg;C un 40% m&aacute;s de estabilidad que
los de 35&deg;C y un 10% m&aacute;s que los de 25&deg;C;
mientras que los toxoides de 25&deg;C tiene un 32%
m&aacute;s que los de 35&deg;C.
RECOMENDACIONES
l
l
l
Recordar a las instituciones encargadas , que
realicen investigaciones sobre vacunas , ya que en
nuestro medio son pocos los estudios similares en
este campo.
Realizar conferencias y charlas a Instituciones
responsables de la producci&oacute;n, control, y
distribuci&oacute;n de biol&oacute;gicos.
Recalcar la importancia de las pruebas in Vitro en
las industrias productoras de biol&oacute;gicos, ya que
permite optimizar los procesos, reducir costos y
tiempo; siempre asegurando la calidad.
RECOMENDACIONES
l
Establecer
estudios
de
estabilidad
peri&oacute;dicos o cuando haya existido desfase
en la producci&oacute;n.
l Interpretar cuidadosamente los resultados
de la t&eacute;cnicas in vitro y verificar con
ensayos in vivo, ya que estos son
espec&iacute;ficos y usados para validar las
pruebas in vitro.
GRACIAS
“El hombre nunca sabe
de lo que es capaz
hasta que lo intenta”
Dickens, Charles
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