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Introduccion

La viruela constituye todavia un pro-
blema importante de salud piblica en
numerozas zonas del mundo y particular-
mente en algunos pafses de este continente,
a pesar de que, desde hace més de siglo v
medio, sc¢ dispone de un elemento preven-
tivo de tan alta eficacia como la vacunacidon
antivaridlica. Los esfuerzos realizados han
tropezado en algunos pafses con dificultades
de orden econémico y adminisfrativo que
han impedido obtener la erradicacién de la
enfermedad.,

Tomando en cuenta la importancia del
problema, la XIII Conferencia Sanitaria
Panamericana, Ciudad Trujillo, 1950, re-
comendd a Jos paises miembros la ejecu-
cién de programas de vacunacion y reva-
cunacidn antivaridlica tendientes a la
erradicacidon de la enfermedad de todo el
continente, y que dichos programas se desen-
volvieran en su aspecto internacional de
acucrdo con la orientacién que impartiese
la, Organizacidn Sanitaria Panamericana,.

Posteriormente el Consejo Directivo, en
su VI Reunidn, La Habana, 1952, v la XIV
Conferencia Sanitaria Panamericana, San-
tiage, 1954, asignaron fondos especiales
para la iniciacién y puesta en marcha de un
programa continental de erradicacion de la
viruela.

Como una primera etapa de este pro-
grama la Oficina Sanitaria Panamericana
ha cstimulado la produccidn en los diversos
paises de wvacunas antivaridlicas de alta
calidad y capaces de resistir los efectos del
clima y de las condiciones de transporte
existentes en grandes zonas del continente.
Con coste fin se ha suministrado a varios
laboratorios nacionales el equipo necesario
para la produccién de vacuna antivaridlica
desecada. Al misimmo tiempo se han provisto
los servicios de un consultor especializado
en la produccién de esta clase de vacuna, se

ha distribuido informacién técnica-sobre el
tema, se han otorgado becas a los téenicos
encargados de la produccion de’ vacuna,
para su adieséramiento en los métodos més
modernos de produceidn-y se han facilitado
los servicios de un laboratorio de reconocida,
competencia internacional para llevar a cabo
pruchas de control de potencia, de pureza
e inocuidad. ’

Varios laboratorios pertenecientes a dis-
tintos pajses del continente estdn produ-
cicndo cn estos momentos vacunas gli-
cerinadas v desecadas, que se utilizan en
campafias nacionales y en algunos casos se
exportan a otros paises del continente.

Las téenicas de produceién y econtrol
seguidas por los diversos laboratorios di-
fieren en numerosos aspectos. Asimismo los
resultados obtenidos en las pruebas de con-
trol efestuadas por el laboratorio interna-
cional a cargo de ellas han mostrado varia-
ciones a veces considerables entre la vacuna
producida por los distintos laboratorios
Yy, en ocasiones, incluso entre distin-
tos lotes de vacuna producida bajo las
mismag condieiones por el mismo labora-
torio. En estas circunstanclas se considerd
conveniente reunir a los profcsionales en-
cargados de la producecidn y control de la
vacuna en los distintos pafses en un semi-
nario con el fin de intercambiar ideas y
experiencias y llegar a un acuerdo sobre las
ventajas e ineonvenientes de diversos de-
talles téenicos de produccidn y a una cierta
uniformidad de procedimientos de control g
fin de obtener resultados comparables.
B¢ creyd conveniente diseutir también
durante esta reunidn los métodos de labora-
torio para el diagndstico de la viruela y
analizar los resultados obtenidos con el uso
de distintos tipos de vacuna en campafias
de vacunacion,

Este seminario se reunid del 20 al 25 de
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agosto, 1956, en Lima, y las reuniones tu-
vieron lugar en el Instituto Nacional de
Salud Piblica. Concurrieron a él 19 per-
sonag, enire participantes y observadores,
de 10 pafscs del continente* y asistieron
como consultores destacadas figuras cicnti-
ficas reconocidas como autoridades mun-
diales en ¢l tema.
. Durante -el seminario se celebraron dos
tipos de reuniones, las académicas de mesa
reddnda, destinadas a discutir libremente
un tema especial en cada sesidén, y las de-
mostraciones pricticas de diversos detalles
téenicos de produccidn. Los trabajos publi-
cados en este folleto fueron presentados al
* Argentina, Brasil, Colombia, Cuba, El S8alva-

dor, Estados ‘Unidos de América, México, Perd,
Uruguay y Venezuela.

tratarse los temas respectivos y sirvieron
de base a las discusiones cuyo resumen
se incluye también.

Como consecuencia de cstas discusiones
v del intercambio de ideas en la dltima
sesién del seminario se aprobaron las con-
clusiones y recomendaciones que aparecen
més adelante.

Como puede verse, la labor del seminario
fue intensa, y eabe esperar de ella, no sélo
una mejora de la calidad de la vacuna pro-
ducida y un estimulo de las investigaciones
destinadas a obtener un producto ¢ada vez
mds efieaz, sino también una intensificacién
de las campafias de vacunacidn, que serd
decigiva para alcanzar la meta propuesta:
la erradicacién continental de ia viruela.

[
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PROCEDIMIENTO PARA LA MANUFACTURA DE VACUNA ANTIVARIOLICA
GLICERINADA, UTTLIZADO POR LA DIVISION DE LABORATORIOS DEL
DEPARTAMENTOQ DE SANIDAD DE MICHIGAN®*

W. H. GEBHARD ¥ H. D. ANDERRON
Divisién de Laboratorios, Departemento de Sanidad de Michigan, E. U. A.

En todo cstudio de métodos para la
produecién de vacuna antivariélica que se
emprenda en la actualidad, hay que tener
en cuenta los signientes aspectos:

1) Seleccion de un procedimiento de elabora-
ci6n y cosecha de una vacuna de bajo recuento
bacteriano, elevada actividad antigéniea v alto
indice de vacunaciones satisfactorias.

2) Beleccibn de un procedimiento de inocula-
cién que reduzea a un minimo el riesge de otras
infecciones, ya sean de origen bacteriang o viral,

3) Seleceién de una cepa de virus de vacuna
gue hays dado muestra de poseer actividad anti-
génica y que, ademds, csté libre de caracteristicas
neurotrdpicas,

4) Seleceién de un procedimiento que resulte
econdmico.

5) Preparacidén de un producto final lo sufi-
cientemente estable para que su aplicacidn Jé
un indice elevado de vacunaciones satisfactorias.

6) Seleccion de un tipo de envase conveniente
¥ eficaz.

Naturalmente, cada laboratorio ha de
tener en cuenta otros aspectos importantes,
tales como la especie del animal que se ha
de utilizar, tipo de local que puede propor-
cionarse, v la preparacion y experiencia del
personal téenico de que se dispone.

Este informe tiene por objeto deseribir un
procedimiertto que satisface los requisitos

* Trabajo presentado en el Seminario de Va-

cunacién Antivariéliea cclebrado en Lima, Perd,
del 20 al 25 de agosto de 1956.

antes citados para el Istado de Michigan,
E. U A,

En Michigan tenemos un clima templado,
v estd muy extendido el uso de Ja refrigera-
cion mecAnica, por lo cual la vacyna gli-
cerinada hu resultado satisfactoria para el
fin perseguido ¥ es el 1inico tipo de vacuna
que se ha preparado para su distribucidn
en el estado.

La produceidn de vacuna antivaridlica
se inicié cn estos laboratorios en 1930. En
aquel entonces las autoridades sanitarias se
encontraban en medio de un brote de viruela
durante ¢l cual se notificaron 2.410 casos en
1929 y 2.375 en 1930. La Fig. 1 muestra la
variacidn de la tasa de casos de viruela du-
rante los tltimos 56 afios, y se observari que
sscendid a 283,6 por 100.000 habitantes en
1902, y fue de 118 en 1910, de 150 en 1918,
de 131 en 1920, de 109 en 1924, de 51 en
1929, v de 49 en 1930. De 1936 a 1939
occurtié un pegueiio brote que aleanzd un
méximo de 5,3 en 1938, Se observard tam-
bién que desde 1947 no se han notificado
casos de esta clase en Michigan.

El procedimiento adoptado originalmente
para la produceién de vacuna fue el seguido
por la Divisién de Laboratorios Biolégicos
del Departamento de Sanidad de Massachu-
getts. Hste organismo habia producido
vacuna antivaricliica desde 1904, Bl virus de
siembra habia sido obtenido por dicho estado
en 1920 de la Oficina de Laboratories, De-
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Fia. 1.—Tasa de casos de viruela
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En los laboratorios de Michigan, ol pro-
cedimiento de manufactura-se ha modifi-
cado en la forma descrita por Ducor,t pero
desde 1945 ha permanecido esencialmente
inalterado. Se acompafia una descripeién
sumaria de cste método, preparada para
mantener la continuidad del mismo y para

Fia. 2.—Porceniaje de dosis de. pacuna distri-
butdas en afios sucesivos en compardacién con el
ntmero de habitanies.
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que sirva de guia en la preparacion del
personal.

Fn Michigan el uso de esta vacuna ha
aumentado constantemente durante los 26
afios de su aplicacion (Fig. 2). En 1930 se
distribuy¢ cantidad suficiente para inocular
3,7%. de la poblacién estatal, v desde 1947
la distribucién anual ha sido siempre sufi-
ciente para vacunar al 7% aproximada-
mente. El porcentaje maximo (13,4) coincide
con el punto. intenso del brote oturrido de
1936 hasta fines de 1939, Durante los 26 afios
en que se ha venido utilizando esta vacuna
no se han notificado reacciones neurolégicas.
La experiencia indiea que, de haber ocurrido
algin caso de éstos, se hubiera notificado
inmediatamente. Los casos de vacuna gene-
ralizada han sido sumamente raros, y al
investigarlos sc descubrid que se debian a
una susceptibilidad anormal del individuo.
Se nofificd un easo de vacuna generalizada
en ui nifio con aglobulinemia gamma, Tam-
bién se notificaron otros casos de nifios con
cczema U obras dermatosis crénicas, cuya
vacunacién estaba contraindicada.

Los detalles del procedimiento figuran en
el trabajo de Ducor y en la descripeidn
sucinta que acompafia a este informe. Sin
embargo, se estima conveniente examinar
ahora ciertos aspectos del método que
pueden ser importantes.

El uso de la ternera (bovino) se basa
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principalmente en la tradicidn v en la abun-
dancia de estos animales. Se prefiercn las
hembras porque es mis ficil mantener un
campo de operaciones limpio y porque son
mds ddciles para manejar,

La cepa de virus de vacuna se ha venido
utibzando continuamente desde que se
obtuvo de Massachusctts en 1937. Nuestro
tratamiento de la cepa merece un examen
mis amplio, puesto que se han podido
conservar sus excelentes caracteristicas de
actividad v pureza y de no provoear reaccio-
nes neuroldgicas,

A fin de mantener la actividad de la
vacuna y, al mismo tiempo, conservar sus
earacteristicas  dermotropicas, se adoptd
un procedimiento de pases alternos de virus
de siembra entre el congjo y la terners. Esto
puede proporcionar también cierta protec-
cidn contra la posibilidad de que el virus de
glembra transporte otrog virus y algunas
hacterias. [gualmente se tiene gran cuidado
de hacer una ligera cscarificacidn al inccular
los animales con el objeto de evitar que,
debide a una inoculacion mas profunda, el
virus pueda adaptarse a otros tejidos,

La adquisicién de las terneras estd a cargo
de un veterinario. Se examina minuciosa-
mente a cada animal antes de comprarlo, ¥
cualquier signo de enfermedad se considera
causa suficiente para su rechazo. Se presia
especial atencion a la piel de la ternera y se
sigue también la norma de rechazar todo
animal que presente lesiones cn la boca.
Se procura adquirir todas las terneras, o la
mayor parte de ellas, antes de comenzar la
temporada de produccién, Las tornoras se
alojan en un establo reservado para este fin.
Sc lleva un registro diario de la temperatura
rectal del animal, que es inspeccionado
diariamente por un veterinario. Este procedi-
micnto permite escoger el mejor animal del
hato cada vez que se ha de entregar uno al
laboratorto de vacuna antivaridlica, ¥
elimina easi la posibilidad de que, debido a
Ia admisidén de un animal enfermo, se con-
tamine la seccién de cuarentena del labora-
torio de vacuna antivaridlica. 81 en cualguier
momento resulta necesario retirar un animal

VACUNA ANTIVARIOLICA 17

del establo de cuarentena o del loeal d.
cuarentena del laboratorio de vacuna anti-
varidlica, se lava y desinfecta minuciosa-
mente 14 totalidad del loeal donde estuvo.

Cuando sc admite una ternera en el labora-
torio de vacuna, se le afeita cl pelo de todo
el cuerpo con una trasquiladora eléctrica.
Despuss de lavada perfectamente con
jabdén y agua caliente, es examinada por un
veterinario, el cual la rechaza sl presenta
lesiones de la boea, tifia, verruga, o infec-
ciones del aparalo respiratorio superior,

Durante el perfodo de cuarentens en el
lahoratorio de vacuna, gue dura siete dias,
se registra la temperatura rectal dos veces al
dia v & cada terncra sc le hace una prueba de
tubereulina. Al cabo de los siete dias, se
llevan a la sala de operaciones, para su
inpeulacidn, las terneras que ban dado re-
sultado negativo en la prueba de tuberculina
v cuya temperatura ha sido normal.

La limpieza del lugar de inoculacidn se
facilita considerablemente afeitando la parte
en que se va a operar. Este procedimiento
deja la superficie de la piel suave y ficil de
limpiar mediante los lavados. Hay que tener
gran cuidado de evitar cortaduras con la
méquina o navaja de afeitar que puedan dar
Iugar a que se introduzca el virus de siembra,
en tejidos mas profundos.

Se tiene el miximo cuidado de realizar
todo el trabajo de la sala de operaciones en
condiciones asépticas; sin embargo, resulta
dificil mantener la asepsia cuando se trata
de un animal incontinente, de 300 a 400
libras de peso. La conservacion de un campo
dc operaciones aséptico es un aspecto muy
importante de este procedimiento.

La sala de operaciones se mantiene escru-
pulosamente limpia en todo momento.
Mientras se trabaja en ella, el piso se man-
tiene mojado con agua corriente. Las heces,
orina o vémitos se limpian inmediatamente
de la mesa de operacicnes y se vierten por
el sumidero.

No se permite a nadie permanecer en la
sala de operaciones durante la inoculaecidn
o la cosecha, a menos que vista ropas protec-
toras csterilizadas y tenga que intervenir en
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a5 operacién. A los visitantes se les permite

fobservar la operacién a través de las ven-
tanas de cristal que separan la sala de
operaciones del corredor.

El instrumento para escarificar la picl de
lag terneras consiste en un sencillo soporte
para cuatro agujas espaciadas 0,5 cm. y con
una proyeccion de 2 om. aproximadamente.
Hsta longitud de la aguja permite que la
flexibilidad natural del acero compense las
pequefias irregularidades de la superficie de
la piel. Las agujas se sostienen perpendicu-
larmente a la piel. Rara vex se produce una
escarificacién suficienternente profunda como
para que salga sangre, y sin embargo, se
obtiene una vesiculacién que, por lo general,
es confluente. No cabe duda de que una
escarificacién tan superficial no permiie
obtener grandes cantidades de pulpa vacu-
nal, pero esto puede ser importante para
mantener las caracteristicas dermotrdpicas
del virus. Se consigue un promedio de 135
g. de pulpa por ternera, aungue se¢ han
cosechade algunos lotes de mas de 300 g.
St un operador obtiene varios rendimientos
sucesivos de pulpa de unos 200 g. por ternera,
se revisan cuidadosamente sus métodos de
inoculacién y cosecha,

Después de inoculada, cada ternera es
trasladada a un cuarto de incubacidn, donde
permanece durante seis dias, Se registran
lag temperaturas reetales dos veces al dia ¥
se cambia diariamente la ternera a un pe-
sebre limpio. Este cuarto cstd equipado con
un sistema de desagiie sutomatico para
eliminar las deyecciones. Las tablas del piso
se lavan y esteriizan por autoclave después
de cada dia de uso. Los pesebres se desin-
fectan con una solucién de hipoclorito, La
zona de vacunacidn de cada ternera se lava
diariamente con agua y jabdn y se rocia
con roceal al 1:1.000.

La fase m4s importante de este procedi-
miento, a la vez que la mas dificil de ensefiar
a los que cstdn adicstrandose, es la téenica
empleada en la cosecha de la vacuna, Tiene
suma importancia el que se preste cuidadosa
atencidn a la téonica de lavado, a la elimina-
cidén del jabon residual con etanol (95%),

a la aplicacién de la concentracion apropiada
de roccal, v a la eliminacién de éste con agua
destiladsa,

En la Tig. 3 se presentan los datos de los
recuentos bacterianos en 40 lotes sucesivos
cultivados por el método utilizado antes de
la adopeidn del procedimiento actual, ¥ en
87 lotes sucesivos obtenidos por este 11ltimo
método. También figuran los datos corres-
pondientes a 19 lotes sucesivos de elevado
recuento bacteriano, en los gue se cometid
un error en la dilucidn de roceal. Los altos
recuentos obtenidos, a pesar de que las suce-
sivas fases del procedimiento fueron ejecuta-
dag por un operador muy capacitado y
experto, demucstran la importancia de la
concentracion del roccal empleado en la
esterilizacién de la  superficie cutdnea
inmediatamente anies del lavado final y de
la cosecha. Al utilizar una conceniracidn
mayor de roceal (los dltimos 10 lotes que
aparceen ch la figura) el recuento bacteriano
volvid a ser bajo.

El examen de los datos correspondientes al
procedimiento utilizado anteriormente, en
que se empled verde malaguita para esterili-
zar la superficie de la piel, indica que los
resultados fueron sumamente variables,
aungue fue posible producir algunos lotes de
bajo recuento bacteriano. Gran parte de este
éxito se debe probablemente a la técnica de
lavado, que fue idéntica en los dos procedi-
mientos.

He obscrvd repetidamente, al adiestrar a
un nueve operador, que el tratamiento con
roceal solo, no es garantia de un recucnto
bacteriano bajo. Se did el easo de un operador
que no pudo producir vacuna de bajo re-
cuento bacteriano durante un periodo de
dos afios.

Ha habido varios casos en que la ternera
sufrié una caida al ser conducida del cuarto
de incubacidn a la sala de operaciones, por
lo que se presentaron extensas abrasiones
en la zona vesiculada, ¥ en la mayoria de
los casos no se pudo eultivar pulpa vacunal
de bajo recuento bacteriano en esos animales.

81 bien no se euenta con suficientes datos
registrados que confirmen la razén por la

iy
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Fi6. 3.—Recuentos bacterianos
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AGRADECIMIENTO

hajo recuento bacteriane, cosa que
existia antes de la adopeidn de este método.
ITna vez adopiaco se pudo distribuir vacuna
mis fresca, puesto que el recuento hacteriano
de la mayoria de los lotes estaba muy por
debajo del limite permisible inmnediata-
mente después de preparada. Como resultado
del cambio de procedimiento, la tasa de
vacunaciones satisfactorias ascendid a mas
det 99 % ¥ fue preciso reducir de 30 hasta una
cifra de 4 0 7 las impresiones utilizadas en el
método de presiones multiples.
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RESUMEN

En cste trabajo se examina o) método de
produccion  de  vacuna  anfivaridlica de
elevada actividad y bajo recuento bacteriano
empleado con éxito en los laboratorios de
Michigan desde 1945. Esla vacuna ha dado
un Indice de wvarunaciones satisfactorias
superior al 99%, v su uso no ha producido
reacciones neuroldgicas. Los casos de viruela
generalizada han sido muy raros y se dieron

Los uautores agradecen las valiosas aporta-
ciones de C, B, Line, TLV.AM., D, H. Ducor,
DY, H. C. Batson, Ph.D., v J. T. Tripp,
Ph.T}., al desenvolvimicnto de este procedi-
miento.

DESCRIPCION GENERAL DL PROCEDI-
MIENTO EMPLEADO PARA LA PREPA-
RACION DE VACUNA DESECADA

El procedimicnto de preparacion de la
vacung desecada es esencialmente el mismo
fque se emplea en el caso de la vacuna gli-
eerinada; varfa inicamente en el método de
preparacion de la pulpa vacunal. Teniendo
en cuenta que ¢l contenido bacteriano de la
pulpa vacunal que ha de utilizarse en la
preparacion de la vacuna desecada no se
puede reducir por el procedimiento ordinario
de eonservacion a baja temperatura durante
un largo intervalo, es necesario producir la
pulpa con el ndmero minimo de bhacteriss en
el momento de la cosecha, El Unico procedi-
miento conocide para lograr este resultado
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es el de prestar atencidn cuidadosa a todos
los detalles de limpieza y téenica aséptica
durante el proceso de preparacidn de la
vacuna. Se lava la ternera de 25 a 30 veces,
en logar de 13, antes de recoger la pulpa.
Es conveniente recoger la pulpa de las zonas
escogidas en recipientes esterilizados separa-
dos. Después se puede cultivar la pulpa de
cada recipiente para determinar el contenido
bacteriano viable. Se elimina cada poreion
de la pulpa que contenga un nlmere exeesivo
de baclerias para su UsO CODO vacuna
desecada. s probable que varie el nimero
miximo de bacterias viables por gramo de
pulpa utilizada para producir vacuna dese-
cada, dependiendo de la clase de micro-
organismos contaminantes. Por lo general,
se considcra satisfactoria una pulpa que
contenga 10.000 bacterias por gramo. Es
posible que pueda tolerarse un niimero
mucho mayor (entre 20,000 a 30.000 bac-
terias por gramo) y ain asi reunir los requi-
sitos minimos establecidos por los Institutos
Nacionales de Higienc de ios E. U, A,

En vez de usar una solucidn de glicerina
neutra al 50 % para la moliends y suspensidn
de la pulpa, se emplea una solucidn salina
especial recomendada por el Dr. John W.
Tornibrook, de log Institutos Nacionales de
Higiene de los F. U. A. Esta mezcla tiene la
siguiente composicidn :

Citrato de potasio (JGCH0;-

20) . 1 ,35 .
Citrato de sodm (\anH O
2H0) .. .. . 2,45 ¢,
Faslato de pnta@.m (K«HP(L) ) 0,61 g
Cloruro de caleio (CaCly anhi-
dro) . . . 1,33 g
Clorure l:lL INAETIEsio (\15(,],
6H.0). . .. . 0,6 g
Carbonato rlo potaqm (K )(‘0'{
[ %9 5 1 1,00 g
Lactosa .. .. .. .. . 57,6 g

Acido lal;tlw el mnmddd suﬁ—

ciente a pll 7,00, aproxima-

damente. ... .............. 0,65 ml.
HO........................ 1.000 k.

Sc disuelven todos los ingredientes, salvo
el GaClly, en 500 ml. de agua. Se disuelve

el CaCl, en 500 ml. de agua. Se mezclan las
dos soluciones y se ajustan a pH 7. Se
filtran con filtro Berkfeld.

Tuesto que el fenol no se puede emplear
como preservafivo, se utiliza en su lugar
peniciling cristalina a una concentracién de
10 unidades por ml. de vacuna final,

Preparacidn de o vacuna: (Esta parte
corresponde al encabezamienio ‘T de la
descripeion de la produccidn de la vacuns
ordinaria}.

. Be transfiere la pulpa a una vasija
mezcladora Waring esterilizada y se agrega
un volumen suficiente de la solucidn salina
especial para lograr una suspensién  de
1:2 P/V.

2. 8e homogeniza a poca velocidad
durante cuatro periodos de 10 minulos cada
uno, vy el recipiente con la vacuna se coloca,
entle eada uno de estos periodos, on la
camara congeladora a —18°C., a fin de
enfriar de nuevo la pulpa.

3. Después del cuarto periodo de homoge-
nizacidn, se saca una muestra de 10 ml, y gse
transfiere a un [rasco esterilizado que con-
tenga 10 ml, de glicerina. Se rotula con el
niamero del lote v la fecha, y se conserva a
la temperatura ambiente. Esta muestra no
preservada se utiliza para las pruebas de
inocuidad, de conformidad con los requisitos
cstablecidos por los Institutos Nacionales de
Higlene de los E. T, A,

4, Be agrega suficiente solueldn salina
para obtener una suspension de pulpa de
1:4, y se afiade penicilina cristalina para
obtener una econcentracidn final de 10
unidades por ml. Be homogeniza de nuevo
durante 10 minutos a toda velocidad.

5. Kl material se pasa por el tamizador,
que contlene un tamiz de alambre de 100
mallas por pulgada, v se recoge en un frasco
de centrifuga esterilizado * El tamizador sc
cnvuelve, durante csa operacidn, en una
vasa saturada con una solucién de fenol al
5%.

6. Los frascos se clerran herméticamente
con tapones de caucho esterilizados, se

* Corning No. 1250-DEXJU  Corning Glass
Works, Corning, Nueva York.

iy
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robulan eon el mimero del lote, el volumen
v la fecha de preparacidn. Se almacenan en
el refrigerador.

Las pruebas de inocuidad y actividad se
hacen de idéntica manera que con la vacuna
glicerinada. '

Desecacidn de la vacuna: Se ha observado
que la vacuna se pucde preparar fAcilmente
en cantidades de 0,5 ml. en tubos estandar
de Pyrex para liofilizacidon, de 8 mm. de
didmetro de abertura X 110 mm. de longi-
tud.* Los tubos se llenan con una pipeta de
10 ml. a la que se le ha formado un extremo
capilar, y se congelan cn un bafio de aleohol
en hielo seco, inmediatamente despuéds de
llenados, a fin de evitar la separacion de la
pulpa por sedimentacidn. Al parecer, esto
no afecta la actividad, pero produce una
vacuna mucho mejor desecada, de mejor
apariencia v mds ficil de reconstituir. Los
tubos de liofilizacién se colocan después en
un frasco de centrifuga** previamente en-
friado, que se conecia al aparato de deseca-
cién. Kl periodo de desecacién dura ordina-
riamente dos dias, de acuerdo con nueastro
procedimiento estdndar. A la terminacidn
de este periodo, los frascos de centrifuga se
retiran del aparato y los tubos se colocan en
un colector vy se scllan al vacio con una
ldmpara de mano.¥ Después se colocan en
un recipiente, se rotulan con los datos
necesarios y se almacenan a una temperatura
de 4°C. o inferior, hasta que se complete la
prueba final y se disponga la distribucidn
del lote.

ESTUDIO GENERAL DE LA VACUNA
ANTIVARIOLICA

I. DEFINICION Y CARACTERISTICAS

Defindcién: La vacuna antivaridlica con-
siste en una suspensién glicerinada de las
vesiculas de vacuna de animales sanos y
vacunados de la especie bovina. El material

* Corning No. 1250-DEXJU Corning Glass
Works, Clorning, Nueva York,

** Corning No. 450260, Corning Glass Works,
Corning, Nueva York.

t No. 61-NA HOKE Inc., Bouth Dean Street,
Englewood, Nueva Jersey.
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se retira y prepara en condiciones asépticas.
La pulpa, que consiste en la vesicula integra
¥ su contenido, se muele y suspende en una
solucidn acuosa de glicerina al 50% que
conlenga ,5% de fenol como preservativo.
Se agrega una parte de la pulpa vacunal & 3
partes de glicering fenolizada (P/V).
Caracteristicas: Ta vacuna anlivaridlica es
una suspension turbia grisdcea, que puede
tener un ligero olor debido al preservativo.
[7s0: Para la vacunaclén contra la virucla,

II., NOEMAS GNNERALES

(Institutos Nacionales de Higiene y Departa-
mento de Salud de Michigan)

A. No se prepgrard ninguns vacuna de
animales que sufran una enfermedad trans-
misible distinta de la vacuna. Es indispen-
sable que los animales utilizados pars
preparar la vacuna antivaridlica hayan
reaccionado negalivamente a la prueba de la
tuberculina y que, antes de la vacunacidn,
no hayan mostrado signo alguno de enfer-
medades durante el perfodo de cuarentena,
por lo menos de sicte dias, bajo inspeccién
veterinaria diaria.

B. Después de retirar la pulpa vacunal de
cada animal, se hard la autopsia del mismo,
y se llevardn registros permanentes de esias
autopsias.

C. Se examinard cada lote de vacuna
antivaridlica para deferminar su contenido
bacteriano, y también se hard un examen
especial de cada lote a fin de cerciorarse de
que no contiene Ol f(elani. Se levardn
registros permanentes de cstos exdmenes.

D. El producto final debe colocarse en
recipientes esterilizados que retnan los
requisitos establecidos por el Servicio de
Halud Pidblica de Estados Unidos. En
Estados Unidos continental, los tubos capi-
lares sellados son los tnicos recipientes
legalmente autorizados.

E. La unidad de producecién de vacuna
antivaridlica ha de trabajar en condiciones

- de aislamiento riguroso. No deben entrar en

ella mds personas que las directamente
relacionadas con la preparacién de la vacuna.
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Las personas que se ocupen de la manufac-
turs de la vacuna no dehen frecuentar los
establos, los corrales, ni la unidad de produe-
cidn de toxolde tetdnico.

", Los materiales empleados en la unidad
de produccidn de vacuna antivaridlica no
deben ser utilizados por otros servicios, y
han de guardarse exclusivamente en dicha
unidad,

G. Todas las terneras ulilizadas en la
preparacidn de vacuna antivaridlica serdn
sacrificadas ¥ sometidas a la autopsia dentro
de las 48 horas siguientes a la cosecha de la
vacuna. En ningin caso podrdn estos ani-
males ser retirados con vida del local.

H. Las dos tdltimas terneras de nna tem-
porada de produccién en que se haya
empleado el mismo mimero de lote de
giembra sc utilizan como testigos de la fiebre
aftosa. Hstos animales se mancjan de la
misma wmanera que las demis terneras,
salvo que se incculan en una zona menor y
se mantlenen vivas durante un perfodo de
ohservacién de dos semanas subsiguientes a
la cosecha de las vesiculas. In caso de gue
ge utilicen como testigos las dos primeras
terneras, es conveniente aplazar la siguiente
produceién hasta que ze hayan destruido
aquéllas.

115, MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONIG

A. (Tubos de 11 ce.). Gelosa tioglicolato;

B. Caldo para la prueba de esterilidad
(tubos de fermentacién Smith);

C. Solucién salina al 0,85 %;

D. Glicerina al 50% en agua destilada;

E. Glicerina al 50% en agua destilada
que contenga 1% fenol;

T. Agua destilada esterilizada (unos 3
litros en jarros de 1 galdn);

G. Bolucién de pentobarbital de sodio.

Pentobarbital desodio. .. ............. B0g,
Alcohol etflico (959%). ................. 100g.
Aguadestilada, .. ... oo 0L 900 g,

‘Se pasa por un filtro esterilizante de Seitz BEK
¥ se onvasa ch frascos esterilizados de 50 rl,
provistos de tapdn de goma perforable. El pento-
barbital se disuelve primero en alechol.

. Bolucién esterilizada de jabdn.

Trozos pequefios de jabon Ivory. . 1 parte {V/V)
Agua......................... 2 partes

Se envasa en frascos cuadrados de 16 onzas y
sc csteriliza en autoclave. (La relacion P/V es

aproximadamente de 55 g. de jabén a 425 ml.
H,0).

I. Alcohol etilico al 95 %.
J. Solueidn de roecal™ al 1:100.

El roceal se vende cn solucidon al 109%. Esta
dilucin original de 1:10 se toma en considera-
cién siempre que se hacen diluciones subsiguien-
tes.

K. Solucidn de roceal al 1:1.000
L. Bolucidn de rotenonat

.... 1 onza
1 galén

Rotenona. ... ........ ... ...,
Aguacallente. . ... . .0 . ... ... ...

iV. VIRUS DE SIEMBEA
A. Origen del virus de stembra:

T} virus de siembra utilizado por los
laboratorios del Departamento de Salud de
Michigan se obtuvo de los Laboratorios de
Antitoxinas y Vacunas de Massachusetts,
Se puede identificar como derivado directa-
mente de la cepa Mass. No. 999, septicmbre
de 1937.

B. Conservacion del virus de siembra:

En los lahoratorios del Departamento de
Salud de Michigan se sigue la practica de dar
al virug de siembra pases alternos por
conejo v ternera, en la forma que se deseribe
en el siguiente diagrama:

Vacuna de ternera

conejo

ternera — proporciona suficiente virus de siem-
l bra parg una o mds temporadas
CONnejo

terncra — proporeiona suficiente virus de siem-
) bra para una o més temporadas
ete,

* Deginfectante de amonio euaternaric—Ster-
win Chemicals, Nueva York, N. Y.

t Concentrado de rvotenona patentado—Jan-
sen-Salsbery, Kansas City; Mo.

dy

%
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C. Seleccidn de conejos para la produccion
de virus de conejo:

1. Se escogen seis conejos albinos grandes,
que pesen entre 7 y 10 lbs. Por lo general,
las hembras resultan més convenientes que
los machos para la producecidn de virus.

2. Se utilizan solamente aquellos que
tengan una piel suave y lisa, sin mechones
de pelo largo.

D. Preparacién de los conejos:

1. Se coloca el conejo en posicidn dor-
soventral en una mesa especial para esta
operacién. Se trata de una mesa oblonga de
314 X 134 ples que permite sujetar una
extremidad a cada esquina por medio de
una cuerda.

2. Se les depila el lomo y los costados
desde la regién escapular hasta las caderas,

3. Se lava minuciosamente con jahdn y
agua caliente la superficie de la picl que
queda expuesta. Se seea con una toualla
esterilizada.

4, Se aplica a la piel aleohol al 95 %, se
deja secar, y después se limpia con agua
destilada esterilizada.

5. Be seca con una toalla esterilizada y se
envuelve en pafios csterilizados, dejande
s6lo al descubierto la piel desnuds expuesta,

. Vacunacién:

El material de inoculacién consiste en
una vacuna de pase por ternera, diluida con
glicering al 50% para lograr una suspension
al 1:8.

El operador debe usar guantes.

1. Con un escarificador esterilizado de 4
puntas, (espaciadas 1 mm.), sc practican
cinco o seis escarificaciones paralelas en la
piel que vayan de la regidn escapular a las
caderas. Se escarifica la piel sin profundizar
demagsiado a fin de evitar que brote la
sangre, Fsto se logra manteniendo el instry-
mento perpendicular a la superficie de la
piel,

2. Se aplica la suspensién de virus con una
espatula esterilizada y se frota minuciosa-
mente sobre la piel escarificada.

3. Be deja secar la piel y se traslada el
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conejo o ung jaula limpia y provista de
alimento y agua.

. Cosecha:

Las vesiculas estdn listas para la cosecha
al quinto dia siguiente a la inoculacidn.

1. Se coloea al conejo en la mesa especial,
en la. misma forma deserita anteriormente.

2. Be sacrifica el conejo inyectdndole por
via Infravenosa 5 ml. de una solucidn de
nembutal al 5 %.

3. El 4rea de la erupcidn se lava minu-
ciosamente con  solucién jabonosa estéril
v agua destilada esterilizada. Se repite la
operacidn fres wveces, v se seca después
dicha drea con una toalla esterilizada.

4. Be satura el drea con aleohol al 95 %.
Se cubre durante 10 minutos con un pafio
esterilizado.

5. 8e retira el paiio y se lava ¢l drea de la
erupeidn con agua destilada estéril. Se seca
con una toalla csterilizada y se envuelve en
pafios esterilizados, dejando sdlo al descu-
bierto dicha drea.

6. Se retiran las vesiculas raspando con
una cuchara esterilizada Volkman. La pulpa
se recoge cn una placa de Petri esterilizada.
Heis buenos conejos dardn un rendimiento de
unos 20 a 30 gramos de pulpa.

(. Preparacidn de la suspensidn de virus de
stembra:

1. Se prepara moliecndo cn un homogeni-
rador Waring una suspensiin de la pulpa
al 1:4 con glicerina al 50 %.

2. Con una pipeta se transfiere una
muestradel0 ce. a un frasco esterilizado que
contenga 10 ml. de glicering al 50 %. Este
material se emplea en las pruebas de ino-
cuidad, segiin se describe més adelante en el
procedimiento para la produceion de vacuna.
{Véase el apartado “Pruebas de inocuidad™).

3. Una vez retirada la muestra para las
pruchas de inocuidad se agrega suficiente
glicerina al 50% con fenol al 1% para
lograr una suspensién final de la pulpa al 1:8
en glicerina al 50 %, que contendri entonces
0,5 % de fenol como preservativo.

4. Se transfiere el material a un frasco
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cuadrado de 4 onzas, se rotula con el ndmero
del lote, fecha de elaboracidn, volumen y
concentracién, y s¢ almacena en la, cimara
congeladora a una temperatura de — [8°C.

5. Be anoty la {fecha de produceion en la
tarjeta de registro del virus de conejo.

Una ves completadas satisfactoriamente
v anotadas las pruechus de mnocuidad y de
actividad, el material estd listo para ser
utilizado como virus de siembra procedente
de conejo para la vacunacidn de ternera. La
vacuna preparada de esta ternera se utiliza
después como virus de siembra para la
producclén de vacuna antivaridlica en la
siguiente temporada, siempre que se hayan
completado satisfactoriamente y anotado
todas las pruebas necesarias de inceuidad y
actividad. La preparacién y ensayo del virus
de siembra se efeciia en la misma forma que
para la vacuna ordinaria, y se tratan bajo
el encabezamiento “Produceién de vacuna™,

H. Estdndares del virus de siembra:

1. El virus de siembra no debe contener
més de 2.000 microorganismos por ml,
cifra que se determina mediante el recuento
en Jdmina.* (Véage el apartado VI A,
“Recuenlo bacteriano’}.

2. Dehe estar libre de anacrobios nocivos,
lo cual se determina mediante la prueba de
inocuidad de tétanos. (Véase el apartado
VI B, “Prueba de inocuidad de tétanos™).

3. Debe tener actividad satisfactoria,
determinada mediante la inoculacidn en el
conejo. (Véase el apartado VI C. “Determi-
nacién de la actividad del virus de la
vacuna').

V. PRODUCCION DE VACUNA

A. Preparaciones de lerneras pare la cua-
rentenda:

1. B¢ obtichen terneras que pesen cntre
350 vy 400 lbs., ¥ tengan abdomen blanco,

* 51 el recuento es mais allo, se ineuba la sug-
pensidn de virus durante media hora a 37°C. y se
ensays de nucvo. La glicerina al 50%, cs bacteri-
cida a la temperatura de la incubadora, Sin em-
hargo, esto debe hacerse con precaucidn porque
la temperatura mds alta también inactiva rdpida-
mente el virus,

Se examinan inmediatamente después de
ser enlregadas para cerciorarse de que no
ticnen defeetos fisicos ni signos de enferme-
dad, especialmente de la piel, larvas de
Hypoderma bovis, y enfermedades respira-
torias.

2. Las terncras gque se van a someler a
cuarentena se esquilan completamente con
uid maquina ordinaria de las cmpleadas
para trasquilar los caballos.*

3. Se bafia a la lernera con jabon fvory v
agua caliente, se le rccortan y limpian las
pezufias. Be geca cuidadosamente el animal
con una toalla gruesa. Si tiene piojos, se la
lava con una esponja v una solucién de
rotenona. Esta solucion se deja en la piel y
no se limpia. 8i no se dispone de rotenona,
ge puede usar kerosene, pero éste se dehe
eliminar con un bafio con agua y jabdn. Se
traslada la ternera al cuarto de cuarentena.

4. B¢ leva un registro de cada ternera,
utilizando para ello el formulario ¥433.

B. Cuareniena y cuidado de las terneras:

1. Duracién de la cuarentena y registro
de la temperatura: Las terneras se someten
a cuarentens por un periodo no menor de
unga semana, durante el cual se toma y anota
la temperatura rectal dos veces al dia, hacia
las 8 de la mafiana y las 4 de la tarde. La
temperatura del cuarto se mantiene entre
82°F.,, y 85°T., y se anotan en el formulario
F433 las temperaturas, tanto de la ternera
como del cuarto.

2. Tjecucién de la prueba de la tuber-
culina:f La inyeccién se introduce en Ia
piel del repliegue caudal derecho en la base
de la cola. Il repliegue se puede ver fieil-
mente al levantar la cola en sentido perpendi-
cular., Sc limpia el 4drea con algodén vy
alcohol y se inyecta 0,1 ml. de tuberculina,
usando una jeringa del Ne. 35, con una
aguja de rosca de ¥4 de pulgada, decalibre 25.

*TEn el Departamento de Salud de Michigan
se usa una miquina Stewart con cuchilla EH.

t Tuberculina bovina para inoculacién intra-
dérmica, obtenida de lu ofieina de Industria Ani-
mal de la Seeretaria de Agricultura de los B, T, A.,
Washington, D, C.

‘\
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3. Lectura de la prueba: Se determina la
reaccidn al tercer dia (72 horas) o mas tarde.
La reaccion positiva se manifiesta por una
firme inflamacion local en el lugar de la
inyeceidn, que a veces durg varios diss. Los
resiltados se anotan en el formulario F117.

4. Destruccion de las terneras que mucs-
tran reaccidn positiva a la tuberculina: No
se deben usar para la produccién de vacuna
las terneras que revelen reaceidn positiva a
1a tuberculina. Se debe enviar un informe
sobre estos animales enfermos a las autori-
dades estatales de veterinaria interesadas
en la erradicacion de la tuberculosis.

5. Rechazo de los animales enfermos: Se
rechazan lag terneras que muesiren signos
de enfermedad durante el perfodo de cuaren-
tena. La enfermedad més frecuente es de
cardcter respiratorio y varia en gravedad
desde un leve catarro a pulinonia. Estas
dificultades se pueden reducir a un minimo
si la temperaturse del cuarto se mantiene
continuamente entre 80°F. y 857F.

§. Alimentacion de las terneras: Se
alimenta a las terneras dos veces al dia:
una, a Jas 8 de la mafiana y otra, a las 4 de
la tarde. La racién de cada comida consiste
en 1,5 cuartos de galén de avena aplastada y
aproximadamente la mitad de una horqueta
de alfalfa de buena calidad por ternera, asi
ecomo un cubo de agua fresca y limpia.

7. Saneamiento: a) Se coloca cada ternera
en un pesebre individual provisto de piso de
rejilla de madera removible. Se sacan las
terneras todas las mafianas para limpiar los
pesebres. Se limpian éstos minuciosamente
con agua caliente y se desinfectan con una
abundante solucion de cloro.* b} SBe sacan
diariamente las rejillas sucias, se frotan con
un cepillo y agua caliente y se someten a la
auntoclave durante una hora a 120°C. ¢)
Se lavan los cuartos dos veces al dia con una
manguera a fin de eliminar el polvo y se
aplica diariamente a las paredes y al piso
una abundante solucién de cloro, con un
cepillo de mango largo.

* 121 Departamento de Balud de Michigan usa
HTH-15 Mathaison Alkali Works, Nueva York,
N. Y.
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C. Preparacion de la ternera paro lo vacuna-
ciom.:

1. Se sujeta la ternera a la mesa de opera-
ciones por medio de correas.

2. Con una miquina Oster empleada para
animales pequefios, provists de una cuchillg
del No. 40, se corta todo lo corto posible el
pelo de la superficie ventral y del lado
derecho del cuecrpo, es decir, la superficie
del abdomen, esterndn, axilus, parte mterior
de log muslos v el lado derccho hasta una
distancia de poecas pulgadas de la espina
dorsal.

3. Se bafia al animal con jabdn, cepillo y
agun corriente caliente y se limpian las
pezufias con un cepillo,

4. Con jabén ordinario de afeitar, se
forma una capi espumosa en un irea que
abarque el lado derecho del abdomen, el
esterndn, axilas, la superficie interior de
ambos muslos v la ubre, y después sc afeita
cuidadosamente con una navaja. Esta drea
afeitada es el lugar de la inoculacién.

5. Con un cepillo de mano y una solucidn
de jabdn esterilizados, se friega minuciosa-
mente, por 10 menos seis veces, el lugar en
que se va a inocular. La solueidn de jabdn
se liena calentdndola al bafto de Maris
en el momento en que vaya a usarse. Después
de cada fregado, se limpia cuidadosamente ¢l
lugar de la inoculacién con agua corriente
tihia vy, después del dltimo, con agua co-
mriente esterilizada.

6. Se limpia con alechol al 95%, se deja
gsecal v se lava con agus destilada esteri-
lizada, usando para este fin unos tres frascos
de un galén de capacidad.

7. El lugar de la inoculacidn se seca con
una toalla esterilizada. Se envuelve ¢l
animal en pafios esterilizados, dejando sélo
al descubierto el lugar de la inoculacidn,

D. Procedimiento de vacunacion:

1. Se prepara la suspensién de siembra
mezclando de 5 a 10 ml. de stock de siembra,
con 10 a 15 ml. de glicerina al 50%, ob-
tentendo un volumen total de 25 ml. Se
envasa en frascos cuadrados de 4 onzas y
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se conserva en la cAmara congeladora hasta
el momento de su empleo.

2. KBl operador debe ponersc bata vy
guantes de caucho, todo ello esterilizado.

3. Se usa un escarificador de cuatro agu-
jas, espaciadas 0,5 cm. entresi. Setrata deun
instrumento en forma de ‘T, con un soporte
para las agujas y un mango. Las agujas se
reemplazan fAcilmenie aflojando las roscas
que las sujetan.

4, Se sostiene el escarificador perpendi-
cularmente a la piel, y con una leve presion
se trazan lineas paralelas en la piel con una
separaciin de 0,5 em. aproximadamente,
siguiendo el eje longitudinal del cuerpo.
1.a piel debe quedar bien cortada, pero sin
profundizar demasiado para evitar que brote
la sangre.

5. La suspensién de siembra se aplica a
toda el drea de imoculacidn, siguiendo la
escarificacidn practicada. Con una espitula
esterilizada se restriega cuidadosamente el
material sobre la piel escarificada.

6. Se deja a la terners en la mesa durante
unos 30 minutos vy después se le traslada al
cauarto de incubacidn, donde permanece
durante seis dias.

E. Incubacidn:

El euarto de incubacion es semejante al de
cuarentena, salvo que estd provisto de ven-
tanas de cristal rojo para evitar la luz
dirccta del sol, que puede tener un efecto
inhibidor en el desarrollo de la lesién pustu-
losa.

1. Saneamiento: a) Ternera: Hay que
cuidar de que Ja terncra esté limpia en todo
momento. Las materias fecales se eliminan
limpidndolas con agus caliente. Ei drea
vacunada se rocia dos veces al dia con una
golucién de roceal al 1:1.000, que es
germicida. b) Cuarto de incubacién: Tiene
un piso de rejilla, que se saca diariamente,
ge lava v se esteriliza en la autoclave. Il
suelo del cuarto de incubaecidn se friega
diariamente con un desinfectante de cloro
{HTH-15) y las paredes, bhordes de las
ventanas, ete., se mantienen absolutamente
limpias de polvo lavando la habitacién dos
veces al dia con agua a presion,

2. Se alimenta a las terneras en la misma
forma que cuando estin en cuarentena,
salvo que el heno y la avena se someten
antes a autoclave a 120°C. durante una hora.

3. Temperatura. Se toma la temperatura
rectal dos veces al dia, por la mafiana y al
medio dia, y se anota en el formulario F433,
en el que también se registran las tempera-
turas maxima y minima del cuarto. Hay
gue ajustar el terméstato de manera que la
temperatura de la habitacidn esté giempre
entre 8§2°F. y 85°F,

¥. Reeoleccion de la pulpa:

El virus de la ternera se recoge al sexto
dia de incubacidn,

1. Se coloea la ternera en la mesa en la
forma anteriormente descrita, v se la anes-
tesia profundamente administréndole por
via intravenosa una golucidn de nembutal al
5% en la proporcidn de 1 ml. por cada 10 a
14 libras de peso. Kl operador se pone hata
y guantes de goma, todo ello esterilizado.

2. Be lava el drea vacunada, para lo cual
se friega con una solucidn de jabdn esterili-
zado, y se limpia con agua corriente tibia.
Se repite esta operacién trece veces o més,
seglin sca la habilidad del operador. El
ndmero de lavados se determina por el
recuento bactertano de la pulpa recién
cosechada de lotes anteriores.

3. En cada fregado se usan cepillos de
mano esterilizados. La experiencia ha
mostrado gue Ja téenica de fregado del drea
vacunada es la fase mis unportante de este
procedimiento para reducir el recuento
hucteriano. El operador sostiene el cepillo a
un dngula de 30 grados aproximadamente v
lo pasa suavemente por las vesiculas, y
con la otra mano enguantada estira la piel
para descubrir las grietas. Se procura co-
menzar el fregado v lavado en el centro del
eampo de operaciones, en direccidn hacia el
exterior, en movimiento espiral. Finalmente
se friega el drea que rodes Ia extensién
vacunada y se coloca el cepillo en un reci-
piente para limpiarlo y esterilizarlo mas
tarde.

4. Después del 1iltimo lavado con jabén,
s¢ limpia la ternera con agua corriente

%
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esterilizada. A continuacidn se frota el
area con alcohol al 95%, a fin de eliminar
todo residuo de jabdn. Se limpia de nuevo
con agua corriente estéril v se seca con una
toalla esterilizada. Se rocia el drea con roccal
al 1:100 v se cubre durante 15 minutos con
toallas esterilizadas. Se limpia con agua
destilada esterilizada y se seca.

5. Se sacrifica la ternera mediante la
insercion de un ‘frocar en la arteria cardtida.

6. Una wvez mucrta, se limpia cl drea
vacunada con 10 a 15 Jitros de agua destilada
esterilizada, se seca con una toalla esterili-
zada y se envuelve con compresas esterili-
zadas, dejando sélo al descubterto el lugar de
la vacunacidn.

7. El operador cambia de hata y guantes
de caucho esterilizados, Se recoge la pulpa
raspando con una cuchara esterilizada
Volkmann la superficie de la piel en que
aparece la erupcion, v se coloca en un platillo
esterilizado de wvidrio tarado. Se lleva la
pulpa al laboratorio, se pesa y se coloca cn
la camara congeladora.

G Avtopsia:

1. Se procede inmediatamente a la au-
topsia de la terncra, salvo en el caso de las
terneras testigos, que se mantienen vivas
durante un perfodo de obscrvacidn de dos
semanas para ecliminar la posibilidad de
fiebre aftosa, segin estipulan las normas
establecidas por log Institutos Nacionales
de Higiene de los E. U. A,

2, 8e procede a un examen macroscépico
de la armazdn dsea v todos los érganos del
animal, Con un cuchillo afilado extraiganse
y héganse cortes en los siguicntes ganglios
LinfAticos: prescapulares, prefemorales, in-
guinales, ilfacos, fibiales, mesentéricos, hepé-
ticos, renales, mediastinicos, bronquiales y
mandibulares.

3. Se anotan los resultados de la autopsia
en ¢l formulario F117. Sc desecha la vacuna
procedente de todo animal que muestre
siznos de septicemia o de enfermedad
transmisible.

4, También se practica, en la misma
forma, la autopsia de las terneras utilizadas
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como testigos de fiebre aftosa, al terminar
¢l periodo de observacién de dos semanas.

H. Preparacién de la sacuna:

1. Se transfiere la pulpa a un homogeni-
zador Waring esterilizado y se agrega un
volumen suficiente de glicerina al 50% para
formar una suspensidn de 1:2 P/V.

2. Be homogeniza en frio para lo cual se
enfria previamente el homogenizador en
la cAmara congeladora, a una temperatura
de —I18°C. Be muele suavemente durante
cuatro periodos de 10 minutos cada uno,
volviendo a colocar el homogenizador y su
contenido en la cdmara congeladora durante
intervalos de 15 minutos entre cada periodo
de molienda. Asf se evita que la vacuna se
caliente excesivamente durante csta opera-
cidn.

3. Después del cuarto periodo de mo-
lienda, sc¢ saca una muestra de 10 ml. v se
transfiere a un fraseo esterilizado que con-
tenga 10 ml. de glicerina al 50 %. Se rotula
con el mimero del lote v la fecha, y se con-
serva & ta temperatura ambiente. Fsta
muestra sin fenol se utiliza para las pruebas
de inocuidad, de acuerdo con los requisitos
establecidos por los Institutos Nacionales de
Higienc de los E. U. A.

4, Se agrega una cantidad suficiente de
glicering al 50 % que contenga 1% de fenol
para formar una suspensién de pulpa al 1:4.
(Véangse los cdlculos del apartado més
adelante). Se muele de nuevo durante 10
minutos a toda velocidad.

5. Kl material se pasa por el tamizador,
gue contiene un cedazo de alambre de 100
maklas por pulgada, y se recoge en un frasco
esterilizado. El tamizador se envuelve, du-
rante esa operacidn, en una gasa saturada
de fenol al 5%.

6. Los frascos se cierran herméticamente
gon tapones de caucho esterilizados, se
rotulan con ¢l ndmero del lote, el volumen y
la. fecha de preparacidn y se almacensn en
la camara congeladora a — 18°C.

7. Be anotan los datos de la preparacién
en el formulario F117.

8. Cilculos.



122 BOLETIN DI LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

Ejemplo: 81 el peso neto de ta pulpa es de 100
g'!

a) Be agregan 100 ml. de glicering al 509 para
formar una suspensién dc 1:2 P/V.

b) El peso de la pulpa > 2 — 10 = a la canti-
dad de glicerina fenolada gue se debe agregar
para formar una suspensién al 1:4, después do
retirar la muestra de 10 ml,

Asi: (100 X 2) — 10 = 190 ml de gliecrina
al 509 mds fenol al 1%, para formar una sus-
pensién de 1:4.

¢) La cantidad de preservativo es del 1% de
180 o sea 1,9 ml. de fenol.

d) La cantidad total de diluente (glicering ul
509;) es {Peso de la pulpa X 3) — la cantidad
de preservativo.

Asi: (100 % 3) — 1,9 = 298,1 ml. de diluente.

VL. PRUEBAS DE INOCUIDAD Y ACTIVIDAD

Antes de entregar ¢l virus de la vacuna
para el envase, se deben realizar pruebas para
determinar que el recuento bacteriano es
satisfactorio, que se encuentra libre de
Cl. tefant y que posee suficiente actividad.

A. Recuento bacteriano:

1. 8e diluye 1 ml. de la vacuna en 19,0
ml. de suero fisiolégico. De esta dilucidn,
se cultiva [ ml.en cada una en 5 placas de
agar por lo menos. El recuento promedio
de coloniag no debe exceder de 50 por placa.
{Normas establecidas por los Institutos
Nacionales de Higienc).

2. B¢ calientan los tubos de caldo de
ternera o de agar tioglicoluto en una cidmara
al vapor hasta que se disuclva el agar. Se
deja enfriar éste hasta unos 45°C,, antes de
verterlo. Si se han de efectuar recuentos
bacterianos en varias muestras, es més
conveniente preparar el medio de cultivo
en fruscos de 500 ml.

3. Bc vierte ¢l agar de cada tubo en una
placa de Petri que contenga una dilucién
de vacuna, se mercla agitando suavemente
Ja placa, y se deja en reposo hasta que se
endurczca ¢l agar. Se invierten las placas v
se colocan en wuna incubadora a 37°C.,
durante 48 horas.

4. Se cuentan las colonias y se anotan los
resultados en el formulario 11132,

5. En caso necesario, se vuelven a sembrar
muestras en placas, a intervalos, hasta que
se obtenga un rccuento de 500 bhacterias o
menos por ml.

B. Prueba de tnocwidad de élanos:

La prueba del CI. tefani se realiza en la
muestra de la pulpa glicerinada molida,
retirada antes de agregar el fenol a la vacuna.
Se efectian pruebas por separado de mues-
trag de cada ternera. Las muestras se man-
tienen a 10°C. o mds, por lo menos durante
siete dias o hasta que el recuento bacterianc
gea inferior a 1.000 por ml.

1. Se siembran 2 ml. de la suspensién de
virus en cada uno de cuatro tubos de fer-
mentacién Smith que contengan por lo
menos 25 ml. de valdo, como se hace con la
prueba de esterilidad. (Antes de utilizarlos,
se calientan los tubos a 100°C. durante 30
minutos; se colocan en posicidn inclinada
para eliminar el aire del brazo cerrado v se
enfrian hasta 40°C. por lo menocs antes de la
inoculacion.)

2. Be incuban todos los tubos a 37°C.
durante nueve dias, y se examinan diaria-
mente en busea de signos de contaminacidon
en ¢l medio de eultivo.

3. Be inocula un ratdn por via subcutinea
con 1 ml. del caldo no filirado de cada uno de
los tubos de Smith que muestren contamina-
cidn o gas en el brazo ecrrado entre 24 y 48
horas después de su aparicidn,

4. Nueve diss después de la siemhra, se
inocula un ratén subeutdnearmente con 1 ml.
de caldo no filtrado de cada tubo de Smith,
independientemente de que se observe o no
contaminacidn.

5. Be ohservan los ratones diariamente
durante seis dias para descubrir posibles
gintomas de tétanocs. Si alguno de cllos muere
en el término de tres dias sin mostrar dichos
sintomas, se repite la prucba inmediata-
mente inoculando 1,0 ml de caldo del
mismo tubo. Si se repite la muerte de ratones
causada por 1,0 ml. de caldo, se desecha la
vacuna. También se desecha todo el lote st
aparecen sintomas de tétanos en cualquicra
de los animales inoculados con la muestra.

)
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6. Bc anotan los resultados de la prueba
en el formulario K132,

C. Determinacion de la actividod del virus de
lo vacunae:

He somete a pruebas de actividad tanto la
vacuna preparada en lote como la envasada
en tubos capilares. Bstas pruebas se llevan
a cabo por inoculacidén en el conejo, segin
la téenica de Troree v Leake, descrita en el
Hygiende Lab. Bull. No. 149, 1927,

1. Dilueién de la vacuna en cantidad.

a} Se agits minuciosamente ¢l frasco de va-
euna v s¢ hacen diluciones en serie en solueidn
salina esterilizada, en la forma siguiente:

0,5 ml. de vacunu, mds 49,5 ml. de golucitén salina,

igual a dilueién al 1:100
I ml. de 1:100, mds 9 ml de solucién salina,
igual a dilucidn al 1:1.000
ml de 1:1.000, mis 2 ml. de solucion salina,
igual a dilueién al 1:3.000
1 ml de 1:1.000, mnds 9 rul. de solucién salina,

igual & dilucién al 1:10.000
1 ml. de 1:10.000, més 2 ml. de solueidn salina,

igual a dilucion al L:30.000

L) Se hacen girar los tubos entre las palmas
de las manos para dispersar la vacuna antes de
mezelarla con nuna pipeta. Se usa una pipeta
distinta para cudu solucién y se mezela arriba y
abajo 10 veces. La vacuna en cantidad sc en-
saya on las sipuientes diluciones:

1:1.000, 1:3.000, £:10.000,

—

1:30.000

2. Al ensayar la vacuna envasada en tubos
capilares, se redne primero la vacuna en un
golo recipiente y lag diluciones se efectian
con esta mezcla, utilizando por lo menos 0,1
ml. para la primera dilucidn.

3. Preparacidin del conejo.

a) Se depila el lomo y costados de un conejo
albing de 7 a 10 ihs.

b) Con un sello de caucho de 2,5 X 5 em. se
marcan cuatro dreas iguales en eada costado del
conejo.

4. Inoculacién del conejo.

a) Se ticnen a mano tubos de cristal de unas
10 pulgadas de longitud (pipetas serolégicas de-
terioradas de 1 ml), con un didgmetro interior
de unos 3 mrm., taponados con algoddn en ambos
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extremos y esterilizudos. Se cortan por el gentro,
para {ormar dos pipetas, de bordes netos,

b) Con el extremo afilade de una de las pipe-
tas asi formadas se escarifica una de las dreas
mareadas, teniendo cuidado de no cortar, hagty
que aparezca un enrojecimicnto uniforme, sin
que brote la sangre. Por supussto, se volverd a
ezcarificar al inocular la vacuna.

¢} Por medio de una ampolla de caucho unida
a la pipeta utilizada en la escurificacién, se ex-
traen (0,2 ml. de la dilucién de la vacuna que se
va a cnsayar, Se uprieta el extremo de la pipeta
contra, la piel del conejo, se frota dentro del drea,
marcads y se inocula gradualmente la vacuna,
para evitar pérdidas fucrs del drea de inocula-
cibén.

d) En ¢l caso de la vacuna preparada en lote,
se comienza con la dilucién més alta, nsando la
misma pipeta para las cuatro diluciones. La
vacuna sometida a cnsayo se inoculs en el costado
izquierdo, haciendo lo misme en el lado derecho,
en lag diluciones correspondientes de la vacuna
testigo, cuya actividad sc conoce.

¢) La vacuna procedente de tubos capilares
escogidos al aszur, del producto terminado, se
incuba & una temperatura de 35° a 37°C,, por lo
menos durante 18 horas. La vacuna calentada se
ensaya al misme tiempo que la no calentada,
pero s6lo u una dilucién de 1:1.000. La vacunu
testigo se ensaya de la misma manera que el lote
de vacuna de produceidn.

{) Una vez terminada la inoculacidn, se eoloca
al conejo en una jaula provista de alimentos, u
fin de atraer su atencién y evitar que lama los
tugares inoculados.

5. Interpretacidn  y  anotacidn de  las
pruebas de actividad. Se anotan todos los
resultados en el formulario I'119.

a) Al cabo de cinco dias, se examina el conejo
¥ se anota el twmaio de la erupcién en cada
rectdngulo. Lsto se expresa por ¢l procentaje
del drea cubierta por una crupeidn confluente de
vesienlas, v si se han formado vesiculas aisladas,
por el niimero de lag mismag.

b) Una vacuns satisfactoria debe producir
del 80 al 100%, de confluencia con la dilucidn de
1:1.000; no mas de un 209 de reduccién con la
dilucién de 1:3.000; por lo menos una lesién, con
la dilucidn de 1:30.000, ¥ un niimero aproxi-
madamente proprocional de lesions con la dilu-
¢idn de 1:10.000.

e} Se puede ensayar de nizevo toda vacuna que
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no retina Ias exigencias antes citadag. Sila repe-
ticion de las pruebas revela que la actividad de
la vacuna no aleanza tales exigencias, hay que
desecharls,

VII, OTRAS INFORMACIONES
A. Concentracidn de iones de hidrigeno:

1. El pH de la vacuna antivaridlica

., es aproximadamente 7,1
2, El pH de glicerina al 50% es
aproximadamente 6,1

3. Ill pH de glicerina al 50 %, més
1% de fenol es aproximada-
mente 6,0

B. Conservacion:

La vacuna se pucde conservar indefinida-
mente, siempre que se hagan las pruebas
necesarias del producto envasado dentro de
los nueve meses anteriores a la fecha de
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expedicidn. En e] Departamento de Salud de
Michigan, la vacuna antivaridlica preparada
en lote se conserva a —18°C.

C. Fechas:

La vacuna distribuida tiene un plazo de
validez de tres meses a contar de la fecha
de su cxpedicion en los meses de invierno
(octubre a marzo inclusive) y de dos meses
en los de verano {abril a septiembre inclu-
sive) si se mantiene continuamente a una
temperatura inferior a 5°C. (41°F.).

D. Plun de produccion:

Cuando el plan de produccién comprende
dos terneras por semana, durante la primera
semana se procede solamente a la inocula-
cidn de un anmal &l martes v otro el viernes,
Después, durante el resto de la temporada de
produecidn, el plan es el siguiente:

Lunes ' Martes Miércoles Jueves Vicries S4bado
1} Cosecha 1} Ineculacién 1} Prueha de ac- | 1) Cosecha 1) Inoculaecidn
de la ternera tividad de la ternera
2} Be  Inoyectan
ratones de los
tubos de 9
dfas antes
2) Autopsia de la | 2) Se eliminan | 3) Recuento 2) Autopsia de | 2) Be trae la
ternersa los ratones de bacteriano en ls, ternera nueva  ter-
lag pruebas de placas de agar nera, 3¢ le de-
las  semanas pila v e le
anteriares bafia
3) Se muele y ta- | 3) B¢ trae la 3) Bemuele ¥ ta-

nueva ter-
nera, ge la de-
pila ¥ se la
bafia

miza la vacuna

4) Pruebsa de ino- | 4) Se  hace la
cuidad de téta- prueha de tu-
nos. Se inoeula berculing  a
en tubos Smith dos terneras

miza la va-
cuna

Se cxaminan diariamente los tubos y los ratones inoculados

Cuando se trata de tres terneras a la semana, se afiade Ia cosecha el martes y la inoculacién el miéreo-

les.

¥
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PROCEDIMIENTO PARA FORMAR UN LOTE
DI VACUNA ANTIVARIOLICA

1. Se rednen frascos de lotes aceptables
de vacuna (los de cosecha mds antigua con
los recuentos bacterianos mis hajos),

2. Se prepara: a) un famizador esterili-
zado; b) un frasco Pyrex de un galdn,
esterilizado; ¢) un tapdn esterilizado para
el frasco.

3. Materiales: a) frasco (por lo menos de -

100 ml.) de glicerina al 50%; b) frasco
(por lo menos de 100 ml.) de glicerina al 50 %
con fenol al | %.

4, 81 hay hielo en la vacuna, se deja
derretir a la temperatura ambiente. Por lo
general, el hielo se derrite en 30 minutos. No
hay que dejar que se caliente la vacuna.

5. Se coloca el tamizador en uno de los
frascos de un galén. Se toman medidas
asépticas. Se cubre el aparato con un pafio
empapado en fenol al 5 %.

6. Be decanta asépticamente la vacuna de
los frascos en la tolva del tamizador. a) el
tamizador no se llena nunce a més de las
dos terceras partes de su capacidad; b) hay
que evitar el recalentamiento. El tamizador
se manipula a la mcnor velocidad posible;
¢) razdn para tamizar: Eliminacién de cual-
quier pelo o tejido de la ternera que pueda
haber pasado anteriormente por la malla,

7. Lavado de los frascos de vacuna:
Se usa para cada frasco 10 ml. de glicerina al
50 % con fenol al 0,5 %; en. la prictica, se
lava mejor decantando mayores volimenes
de frasco a frasco.

VACUNA ANTIVARIOLICA 125

Ejemplo: Se va a agrapar el contenido de 8
frascos:
8 X 5ml = 4) ml. de glicerina al 509%,
8 X 5ml-= 40 ml. de glicerina al 509, més
fenol al 1%,
80 ml. de glicerina al 509 mds
fenol al 0,5%
Se agregan 20 ml. del primer
lavado al frasco No. 1, y 20
ml. al No. 5
Se agita y decanta en los fras-
cos No. 2 y No. 6 respectiva-
mente:

0000~
00007

El segundo se hace de la misma manera

8. Se retiran los especimenes (1 ml. cada
uno) para los ensayos de inocuidad (recuento
bacteriano y prueba de actividad).

9. 8e rotula cl frasco de vacuna: Lote
No. — y fecha.

10. Se vuelve a colocar el frasco de vacuna
en Ia cimara congeladora hasta que se
completen las pruebas.

[1. Be anotan los datos en el formulario
¥119.

El recuento hacteriano se pucde anotar
en la seccidn de “observaciones” del “Regis-
tro del lote”.

TasiiiapoR



VACUNA ANTIVARIOLICA DESECADA EN EL PERU*
Dr, AURELIO SOUSA IGLESIAS

Divisién de Produccion, Imsiifuto Nacional de Sulud Piblica, Lima, Perd

IIIBTORIA

"En 1951 la Oficina Sanitaria Panamericana
proporciond los servicios de un consultor
especlalizado en la produccidn de vacuna
antivaridlica desecada, en cuya preparacion
teniamos gran interés por su reconoccida
resistencia al calor, condicidn esencial de
una vacuna que debe ser usada en climas
tropicales.

En marzo de 1953 se prepard el primer
lote de esta vacuna bajo la direccidn personal
del consultor. de la Oficina Sanitaria Pan-
americana. Desde entonees quedd bajo
nuestra responsabilidad Ja preparacién de
los lotes siguientes.

IMemos producido hasta la fecha numero-
s08 lotes con un nidmero total de 3.700.000
dosis.

PREPARACION DE LA VACUNA DESECADA

Materiales, mélodos y condiciones:

Lag pulpag, que constituyen la materia
prima v que sirven para preparar la vacuna
seca, deben de lenar una seric de requisitos
relacionados con los animales que las pro-
ducen, cuidado de los mismos durante el
tiempo de su permanencia en el establo, eon-
diciones de rigurosa asepsia en el momento
en que se itoculan y se recoleccionan, re-
gquerimientos bacterioldgicos que  deben
reunir y potencia que deben de tener lag
vacunas, no solamente en el momento en
que salen del laboratorio de produccidn,
sino durante su almacenamiento.

Para Henar los requisitos citados, los ani-
males productores deben de ser observados
con minuciosa atencidn durante la cuaren-
tena, se someten a la inoculacién de tubereu-
lina; luego, son esquilados ¥ aseados, apli-
cindoles insecticidas en caso necesario. Esta

* Trabajo presentado en el Seminario de Va-
cunacién Antivariclica eelebrado en Lima, Perd,
del 20 al 25 de agosto de 1956.

labor, que se verifiea bajo control veterinario,
debe constar en una parte cspecial para su
protocolizacién. '

El suelo y paredes del establo son cuida-
dosamente desinfectados con una solucién
de lisol al 10%, y diariamente el ternero o
ternera se polvoriza con una solucidn de
roceal al 1/500, y también se polvoriza el
ambiente con DT,

La temperatura del establo durante Ia
ovolucion de la vacuna debe ser de 25°C,
{77°F.)

La sala de operacioncs es también objeto
de culdados muy minuciosos durante los
procesos de inoculacidn de las cepas v de
recoleccidn de las pulpas. Tl suelo v lag
paredes de esta sala se desinfectan con solu-
cidn de lisol al 10%. Todos los muebles se
rocian con solucién de roceal al 1/500 primero
¥ luego con solucion de DDT 5 & 10%. La
ropa de todas las personas que entran debe
estar completamente impia, y no se permite
penetrar en la eitada sala con la ropa y los
zapatos de calle. Mds tarde y durante la
recoleccidn de las pulpas, se emplea ropa
estéril, incluso guantes, gorro, mdiscars y
zapatillas de lona, y se instala una carpa de
tela estérll durante los 15 minutos que actia
el roceal en la zona del animal que va & ser
recolectada; esta wona es, ademds, protegida
de toda contaminacidn periférica mediante
campos estériles.

En todo se cumplen los requisitos norte-
americanos en cuanto al ndmero de lavados,
uso de escobillas esterilizadas a vapor en
autoclave (las escobillas esterilizadas por
simple ebullicién pueden ser esporégenas),
lavado de las manos después de cada esco-
billaje con solucidn de roeeal, lavado con
aleohol ¥ aceidn de roceal por 15 minutos
en la zona de recoleccidn,

La recolcecién se hace también de acuerdo
con el destino ulterior que se dé a las pulpas,
destinando la parte central de la zona a
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vacuna seca, y la periférica a vacuna gli-
cerinada. Con respecto al color del animal
productor, ge dedican las pulpas provenientes
de ternerag blancas a la vacuna seca, v las
procedentes de otros animales de color a la
vacuna glicerinada. Es sabida la influencia
del color de la picl de los animales sobre la
vacuna y su aceptacidén por los encargados
de aplicarla en humanos.

Entre nosotres hay muchas dificultades
para conseguir los vacciniferos que reinan
condiciones de sexo, edad y color. Es dificil
conseguir hembras por destinarlag a la cria
los ganaderos, ¥ se tiene que vacunar a veces
machos mayores de un afio y medio de edad,
por la dificultad de conseguirlos menores
dada la circunstancia de que casi todos los
machos dec todas lus ganaderias préximas a
la capital, son sacrificados en la primeras
horas de nacidos y los que se pueden obtencr
son trafdos desde la sierra, donde esperan a
que los animales tengan edad suficiente para
soportar dificiles condiciones de transporte.

Todos los animales en los que se verifica
la recoleccidn de las pulpas, son autopsiados
de inmediato por el veterinario oficial, el
que ohserva detenidamente toda posibilidad
de tuberculosis y otras enfermedades del
ganado que pucden ser transmitidas al hom-
bre. En caso de la menor sospecha, las pulpas
son inutilizadas por esterilizacion.

Las pulpas después de recolectadas, se
eatalogan v pguardan en relrigeradoras a
menos 15°C. en esperz de manipulacion
posterior. Descongeladas a més 5°C., son
examinadas en cuanto a contenido bacterio-
légico v a potencia, y sl reunen las condi-
clones necesarias, se diluyen en uno de los
medios utilizados al efecto y que pasamos a
describir,

Mestrum de Hornibrook y W. Gebhard:

Citrato de potasio

(FGCHOD) . ... 1,35 ¢
Citrato de sodio

{(NaaCeHsO0) oo 2,45 ¢.
Fosfato de potasio

(KHPOg). ..o 0,61 g.
Cloruro de caleio anhidro

(CaCly). . ...t 1,33 ¢.
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Cloruro  "de¢  magnesio
(MgCly-6H0y. ... ... .. 0,60 g.
Carbonato  de  potasio
(KuCO- L0 .. ... ... 1,00 g.

Acido ldctico (CaHeOg). . .. . Cantidad suficiento
para aleanzar
pH=7

Lactosa.................. 57 &.

Disolver todos los ingredientes, menos el
clorure de caleio, en 500 mililitros de agua
bi-destilada; disolver el eloruro de calcio en
500 mililitros de agua bi-destilada; mezclar
las dos soluciones y ajustar pH = 7; filtrar
en bujia Berkfeld; controlar la esterilidad
en medios anaerobios ¥ acrobios.

Agua albuminosa:

Este medio se prepara con alblmina de
clara de huevo a una concentracidn de 25
a 50%.

Los huevos se lavan escrupulosamente
con agua ¥ jabdn, v luego se depositan en
un recipiente con aleohol yodado. Después
de 10 minutos, se procede a la rotura y se-
paracidn de la clara. Por término medio se
ohtienen 30 ce. por eada huevo normal.

Durante la maniobra el operador dehe
usar ropa, miscara, gorro y guantes esteri-
lizados, v trabajar bajo cubiculo.

Las claras mescladas convenicntemente
con agua destilada se llevan a un agitador
en un frasco resistente hasta su total homo-
genizacidn.

Se puede agregar la cantidad conveniente
de antibidtico antes de la homogenizacion.

Este medio debe zer controlado, como el
anterior, bacterioldgicamente.

Medio de Collier:

Contienc peptona “Difeo” al 5 % en suero,
tamponado y esterilizado al autoclave.

Se ha venido usando, y la mayor parte de
1a vacuna seea que se ha preparado hastus la
fecha, ha sido diluida en el medio de Horni-
brook-Gebhard; pere su preparaciin  es
laboriosa por las numerosas pesadas y la
filtracién en bujia, lo que requiers un mate-
rial numeroso y equipo delicado y de esme-
rada conservacion. He tiene la experiencia
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necesaria para asegurar que este medio es
excelente en cuanto a supervivencia de virus.
Se han verificado investigaciones en las quc
se constatd que la vacuna preparada en este
medio, sometida a la temperatura ambiente
y a 37°C,, puede durar afio v medio sin
pérdida de potencia, siempre que los tubos
que Ya contienen estén perfectamente cerra-
dos a un vacio de 100 a 50 micras. El medio
albuminoso cs de facil preparacidn, pero se
viene observando que la pofencia decrece
algo si la vacuna no es rigurosamente alma-
cenada a 5°C. De todas maneras, a la tem-
peratura de 22 a 26°C., su potencia se con-
serva constante por un afio.

La baja de potencia que se observa en las
vacunas preparadas en este medio se debe
posiblemente a ciertas encimas de la clara
de huevo.

El medio de Collier nos parece magnifico
por las seguridades de esterilizacidn v la
scncillez con que se prepara; vacunas ob-
tenidas hasta hoy con este medio han dado
excelentes indices de potencia. No se tiene
suficiente experiencia para poderse pronun-
ciar sobre la durabilidad de las vacunas, pero
en cago de que las investigaciones en proceso
den el resultado que se espera se comunicard,
de inmediato.

El Departamento de Inmunizaciones de
la Division de Enfermedades Transmisibles,
ha confirmado nuestras observaciones ¢n
cuanto a la durabilidad de las vacunas en
&l medio de Hornibrook-Gebhard, usando
con todo éxito nuestras vacunas que llevaban
casi dos afos almacenadas, en condiciones
casl ambientales ¥ sin tener mayores pre-
cauciones en cuanto a refrigeracidn,

Molido de la pulpa:

Después de diluidas Jas pulpas en uno de
los medios descritos anteriormente, se muels
en el Waring Blendor, primero lentamente
v luego a gran velocidad duranie una hors.
No se creen necesarias las interrupclones de
la molienda con fines de refrigeracién si se
usa un aditamento especial, con aleohol y
hielo seeo, como el que se usa en el Instituto
de Boston, el que tiene la ventaja de pro-

teger a la vacuna ¥ & la méquina misma de
todo recalentamiento. La vacuna se filira
después en un filtro de 100 mallas por centi-
metro cuadrado, segin modelo Lansing
protegido por campos estériles durante la
maniobra,

Pruebas:

El filtrado cs nuevamente sometido a prue-
bas hacteriologicas, que comprenden:

1. Inoculacidn de 1 ml. en cobayo por via
subeutdnea, siembra on tioglicolato (caldo) e
inoculucién de ratomes después del 7° din de
cultivo. (Prueba de seguridad contra el tétanos)

2. Siembra de agar-sangre y cultivo para des-
cubrir estreptococo hemolitico.

3. Siembra y cultivo en agar corriente para
hallar el nimero de colonias por mililitro.

4. Inoculacidn epidérmiea en el conejo para
apreciar la potencia. Esta inoculacidn se verifica a
diluciones de 1/1.000, 1/3.000, 1/10.000 ¥y
1/30.000, provia rasuracidn, depilacién y esea-
rificacion de la piel.

Be emplea también la téeniea de inocula-
cion intradérmica de Groth, la que permite
una apreciacidn més exacta de la potencia
caando se le da un valor en un tanto por
clento a eada puntura, y permite ademés
apreciar la potencia de las vacunas a dilu-
ciones mayores.

En la actualhdad sc estd empleando para
la apreciaciéon de potencia la téenica de
titulacion del virus vacuna en membrana
cariolantaoidea de embriones de pollo de
11 dfas de ineybacidn. Los primeros resulta-
dos han sido muy alagliefios v nos propone-
mos hacer titulaciones por la téenica de
Overman y Tamm, no obstante creer muy
suficiente la prueba epidérmica en conejos,
que, por Jo demis, es la requerida por ¢l
National Institutes of Health, seguida por
nosotros con la mayor exactitud posible.

T.a apreciacion de la potencia en mem-
brana coricalantoidea tiene el inconveniente
de las continuas contaminaciones, falsas
lesiones, ete., pero, cuando se tiene clerta
cxperiencia para apreciarla, resulta muy
clara y preciza, v se pueden contar las
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lesiones referidas al mililitro y establecer la
COMPAracién con una vacuna patron.

La prueba epidérmica en conejo tiene,
ademds, la ventaja de constituir también
una prueba de nocuidad, pues la inoculacién
en amplias zonas representa més de 400 veces
fa inoculacidn en humanos; solamente en
superficie, sin tener en cuenta el peso, pues
si se hace intervenir éste, resulta que un
conejo de 2 kilos de peso recibe mis de 1.200
dosis de las empleadas en un nifio de 6 kilos.
Ademés, por esta prueba se puede juzgar la
formacién de edemas, flemones crisipelatosos
v la asociacidn de otros virus neurotropicos
si se observa atentamente la cvolucidn de
la prueba y se sigue la curva ponderal de los
conejos inoculados durante un perfodoe de 10
a 15 dias después de la caida de las costras.

Tnoculacién en humanos:

Seguros de las prucbas satisfactorias nega-
tivas por lo que a tétanos y a estreptococo
hemolitico se refiere, y recuento de gérmencs
no mayor de 500 a 1.000 por ml. ¥ potencia
igual o mayor que la de la vacuna estdndar
del National Institutes of Health, se procede
a la vacunacidn de humanos, la que se hace
al principio con un eseaso nimero de primo-
vacunaciones, cuya observacion se pueda
hacer diariamente en cuanto al desarrollo
tipico de la, vacuna en sus diferentes periodos,
curva febril, hipertrofia ganglionar, estado
general y caida de las costras de los vacuna-
dos. Después se repite la prueba en mayor
escala y esta vez, en el Centro de Vacunacidn
del Departamento de Inmunizaciones, veri-
ficandose de 50 a 100 primovacunaciones y
otrag tantas revacunaciones. Sc observan
estos casos con lecturas periddicas cada tres
dias, que realizan médicos expertos; al mismo
tiempo se hacen diagramas durante el uso
de la vacuna, y en cada lote, a fin de deducir
su efectividad y su inocuidad. Todos los
resultados se comunican al Instituto a fin
de incorporarlos al protocolo de cada uno de
los lotes.

Tenemos la gran satisfaccidn de que, hasta
la fecha, nuestra vacuna seea ha actuado en
estas pruebas y en miles y miles de casos,
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cofl una potencia y una inocuidad 100%. No
gse ha presentado entre varios millones de
vacunados un solo caso de complicacién
neuroldgica, ni flemdn erisipelatoso ni nin-
guns otra complieacidn importante. En la
meritisima campafia que ha verificado con
todo éxito para erradicar la viruela en el
Perd el Jefe del Departamento de Inmuni-
zaciones de la Division de Enfermedades
Transmisibles, se ha comprobado, en la dura
prueba de una campafia con varios millones
de primovacunados y revacunados, la efecti-
vidad altisima y la inoecuidad absoluta de
nuestza vacuna seca.

Use de antibidiicos:

Se han hecho numerosas investigaciones
con estos agentes en la purificacion de las
pulpas vaccinales, obteniendo resultados
contradictorios y muchas veces nulos. De
todas maneras, se pueden resumir en la
forms siguiente;

1. Los antibiéticos solamente tienen ae-
cién bacteriostdtica transitoria cuando se
usan en las vacunas secas.

2. Cuando se usan en cantidades masivas,
hajan la potencia de las vacunas,

3. 8i se usan antibidticos especificos al
espectro de los diversos gérmenes se ohtienen
a veees resultados contraproducentes, pues
mientras se extinguen unos gérmenes, se
exalta la reproduccién de otros y en algunas
ocasiones en cantidades increfbles.

4. La mayor cantidad de los gérmenes
saprofitos contaminantes de las pulpas tienen
un espectro de sensibilidad al cloranfenicol.

5. La penicilina, si bien tiene una aceién
antibidtica para clertos gérmenes contami-
nantes, es de efecto nulo sobre gran nidmero
de ellos.

. La asociacion penicilina-estreptomicina
no tiene, en nuestro concepto, mayor ven-
taja, pues muchos gérmenes contaminantes
crecen dentro de la zona de influencia de
estos dos antibidticos.

Para ajustarnos a la técnica original de
Hornibrook-Gebhard en la preparacidn de
la vacuna seca, agregamos a toda vacuna de
10 2 20 unidades de penicilina por mililitre.
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T30 de deido carbélico:

Siguiendo atentamente los trabajos de los
doctores Arispe, Ida Fischer y Catalina del
Valle, del Instituto Malbrdn de la Argentina,
hemos usado dcido earbdlico en la purifica-
cién v preservacion de numerosos lotes de
vacuna glicerinada y por nuestra propia
iniclativa en las vacunas desecadas, llegando
a la coneclusion de que dicho producto, a
concentracioncs desde 0,20 g.% a 0,50 g. %,
no influye sobre la potencia y es, hasta
hoy, el Unico purificador y preservativo de
esta clage de vacunas,

I.ag mvestigaciones realizadas en nucstros
laboratorios han demostrado categdrica-
mente, en dos afios de observaciin, estas
afirmaciones, ¥ asi el 15 de julic pasado se
ha becho la dltima prueba en una vacuna
fenicada y desceada, con mds de un aiio de
almacenamiento.

No estamos de acuerdo en lo afirmado por
algunos investigadores sobre la influcneia
contraria, con respecto a potencia, por los
microcristales de dcido fénico que se forma-
rian por recristalizacidén en el momento del
enfriado para la congelacion, atacando el
acido fénico puro y disminuyendo la potencia
en cada una de las monas periféricas a cada
microeristal, v luego la dismioucién de la
potencia en la totalidad de la vacuna, Si
bien esto podria explicarse en algunas vacu-
nag liguidas—la antirrdbica por ejemplo—
creemos que, en la vacuna antivaridlica seca,
la rapida desecacion impide la formacién de
estos microcnstales, o guce estos no uctien
por carencia de agua.

Pruecbas después del envosado:

Como es sabido, esta vacuna sc envasa en
tubos a un vacio entre 200 y 50 micras. Tas

pruehas se reducen a la constatacion de este
vacio por medio de la deteccidn eléetrica.
Como es posible la contamivacion por el
manejo desde que se llenan los tubos hasta
su cierre en el manifol respectivo, tomamos
al azar algunos tubos de cada lote para un
nueve vy Ultimo control bacteriolégico, que

comprende nueva inoculacion en cobayo,

nueva siembra en medios aerobios ¥ anaero-
bios, nueva slembra en agar-sangre y numie-
racidn de colonias por mililitro,

Aunque no creemos de suma necesidad
estag (ltimas pruebas bacterioldgicas, las
hacemos ante la posibilidad de yna defec-
tuosa esterilizacion del material de vidrio,
de jebes, ete. que se usa para el envage.

Intencionalmente no nos hemos ocupado
del procedimiento de la liofilizacién y deseca-
cidn por ser de todos conocido, pero podemos
decir que todo se reduce al llenado de los
tubos por una méquina pipeteadora bajo
cubfeulo con todas las precauciones de esteri-
lidad, al enfriamiento y congelacidon de la
vacuna a —80°C. por una mezcla de aleohol
y hielo seco ¥ a la rdpida desecacién por
vacio mediante sulfato de calcio anhidro en
un desecador de Stokes. Fl vacio debe con-
servarse a 100 micras, pudiendo verificarse
con un margen de tolerancia de 100 a 700
micras.

Sugerencias:

Creemos que se debe estandarizar la forma
de envase, cantidad de vacuna que debe
contener cada envase, 1a téenica de reconsti-
tucidn de la vacuns seca y las diluciones en
tque puede ser usada; duracién de la vacuna
después dc su reconstitucién, nimero de
dosis por mililitro y la duracidn segura de la
vacutia seca en los climas cdlidos, tanto
cuande ge conserva en refrigeracién como a
la temperatura ambiente,
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PREPARACION, ESTANDARIZACION Y EMPLEOQ DE UNA VACUNA
ANTIVARIOLICA DESECADA, ESTABLE Y PURIFICADA®
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Tnstituto Lister de Medicina Preventiva, Elstree, Hertfordshirve, fnglaterra

ANTECEDENTES IIIETORICOS

Desde que Jenner descubrid la vacunacién
cantra la viruela en el siglo XVIII, el pro-
blems de preservar el virus ha puesto a
prucba el ingenio de los vacunadores. i
ripido deterioro de la vacuna de linfa en los
paises calidos v con medios de transporte
deficientes, ha dificultado la vacunacidn de
las personas expuestas a la viruela endémica,
asi como la colectiva de urgencia durante
lag epidemias. La larga historia de ensayos
encaminados a preservar ¢l virus comprende
una interesante serie de adelantos en las
téenicas de laboratorio, que han sido infeli-
gentemente examinados por Collier (3),
cuyo trabajo me ha permitido preparar el
breve resumen que sigue ¥ que es todo lo
que aqui puedo presentar.

La labor realizadsa para lograr la preserva-
¢ién de la linfa de vacuna puede dividirse en
cuatro fases:

1. Durante la primera mitad del siglo
XIX, la preservacién por medio de la dese-
cacién en “puntas’” de marfil, en vidrio y
en filamentos; en esta época se introdujo el
empleo de la glicerina como preservativo de
Ia linfa liquida.

2. Desecacién de volimenes grandes de
linfa en estado liquido. A fines del siglo XIX
v hasta que estallé la primera guerra mun-
dial en 1914, se hicieron numerosos ensayos
para alcanzar este objetivo, en la mayoria
de los cuales sc empled deido sulfdrico como
desccante. Fue durante este periodo cuando
se introdujeron métodos de bacer la prueba
de actividad de la linfa en animales, pero en
muchos casos, desgraciadamente, el supuesto
éxito o fracaso en la preservacidn de la va-
cuna se basaba en los indices de los resulta-

* Trabajo prescntado en ¢! Seminario de Va-

cunacién Antivariélics celebrado en Lima, Perd,
del 20 al 25 de agosto de 1956,
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dos satisfactorios de la aplicacidn de la va-
cuna en el campo, en condiciones de control
inadecuadas y sin las correspondientes prue-
bas de actividad en el laboratorio. M4s tarde
se verd la Importancia de este punto. En
1919, después de la guerra, sc adoptaron
nuevas téenicas. Se congeléd la linfa v se
mantuvo en un recipiente al vacio, usindose
distintas sustancias para extraer la hume-
dad, tales como aire liquido, CO; sdlido en
acetona, o desecantes tales como Ha804 6
PO .

Los estudios de Otten (9, 10, 11, 12) mere-
een especial atencidn, pues a pesar de que
utilizé los primeros métodos de desecacién
del estado liquido in vacus, sus investiga-
ciones fueron minuciosas y obtuvo notables
resultados. También es de lamentar que
Otten confiara en los indices de vacunaciones
con resultados satisfactorios no confirmados
por pruebas de actividad en animales, pero
no hay duda que produjo vacunas desecadas
de gran estabilidad; las muestras ensayadas
en 1950, al cabo de 18 afios de conservarlas
en almacenaje a una temperatura media de
22°C. dieron hasta un 85 % de vacunaciones
con resultados positivos. Otten hizo también
Ia importanie observacidn de que la vacuna
desecada debe ser conservada al vacio, en
recipientes sellados. Desgraciadamente, los
ensayos realizados por distintos investiga-
dores cn otras partes del mundo, con el fin

de confirmar con diferentes cecpas de virus -

los resultados obtenidos por Otten, no han
tenido éxito.

3. La adicién de substancias “protectoras™
a las suspensiones liquidas de virus, Durante
el periodo de 1920 & 1939 se estudio la capaci-
dad dc ciertas substancias de propiedades
fisicas o quimicas definidas, de proteger las
suspensiones de virus de vacuna. Se cnsayé
una serie de substancias, entre las que figuran
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la clara de huevo, el suero normal, numerosos
aglicarcs, agar, gelatina, peptona, mucina y
agentes reductores, como el clorhidrato de
cisteina. No cabe duda de que algunas solu-
clones coloidales, tales como el suero v la
peptona, ejercen una acecién protectora, y
que el almacenamicnto angerdbico del ma-
terial, himedo o desecado, es un facior im-
portantie.

4. Desecacién del virus en estado de con-
gelacion, Esto nos trae a la fase presente del
progreso de las téenicas, con las que, aderds,
se¢ han obtenido vacunas antivaridlicas de
notable estabilidad. Los antecedentes de
este método de desecacidn han sido descritos
por Greaves (7), quicn ademés ha hecho
importantes aportaciones a la técnica de
“congelacién-desecacién” aplicada a muchos
productos bioldgicos. No es necesario exa-
minar agui los principios de la evaporaeidn
de la humedad, a alto vacio, del material
congelado. Se evitan con este método los
efectos adversos debidos a la concentracién
de agentes potencialmente deletéreos durante
la. desecacidn, y la naturaleza sumamente
fina del material desecado obtenido permite
que la reconstitucién, mediante la adicidn de
liquido, sea rdpida y completa. Se puede
evitar la formacion de espuma al exponer a
alto vacio las soluciones de proteina, va sca
por “precongelacién” del material o por
centrifugacién durante la evacuacidn, pro-
‘edimiento téenico que debeinos a Greaves
{6) y que ha permitido la construccién co-
mercial de numerosas instalaciones de con-
gelacion—desecacidn  centrifuga  para  la
preparacién de una gran variedad de pro-
duetos hialégicos.

PREPARACION DE UNA VACUNA ESTABLE

Collier (1, 4) efectud un amplio estudio
de la aceidn preservativa que ejerce sobre
el virus la desecacién en estado de congela-
¢ién en presencia de una gran variedad de
substaneias proteetivas, v la influencia, en
la supervivencia del virues, del sellado én
vacuo, en comparacion con el cmpleo de
aire o nitrdgeno. Investigd también las ven-
tajas que presenia la utilizacidn de una
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suspensidn de virus parcialmente purificada
por centrifugacién diferencial, en compara-
cidn con el empleo de material erudo utilizado
normalmente on lag vacunas antivaridlicas,
Se hace un breve resumen de los resultados.
Observd que sc podian obtener resultados
mejores ¥ mis consistentes con suspensiones
purificadas de corptsculos elementales. Los
mejores resultados se obtuvieron con virus
desecado en peptona al 55 %, y esta prepara-
cltn resistié un prolongado almacenamiento
a 45°C. El método de sellar el virus in vacuo
es mis eficaz que el hacerlo en nitrdgeno,
aun cuando se tomen precaucioncs para
climinar los residuos de oxigeno y de hume-
dad.

Este trabajo ha servido de hase a los méto-
dos empleados en la preparacién de la vacuna
antivaridlica desecada en ensayos combina-
dos de laboratorio y de aplicacidn prictica
llevados a cabo bajo los auspicios de la Or-
ganizacidn Mundial de la Salud.

Ensayos de la Organizacion Mundial de la
Salud

Los ensayos de vacunas desecadas proce-
dentes de varias fuentes, iniciados por la
OMS vy descritos en el Bulletin (13) repre-
gentan un importante paso en la elaboracién
de vacunas eslables, adecuadas para su
empleo en climas cdlidos y en condiciones de
transporte y conservacidn deficientes. Estasg
vacunas estables permiten también acumu-
lar reservas que no se deterioran para casos
de epidemia, as{ como el suministro de pre-
paraciones estdndar estables que se pueden
usar tanto para titulaciones de la actividad
de distintas vacunas en todo el mundo, como
para la comparacidn de las caracteristicas
de diferentes cepas de virus. Los ensayos
de la OMS fueron también importantes
porque, segin mis referencias, son las pri-
meras pruchas completas que se han efec-
tuado de vacunas desccadas de diversas
procedencias v bajo cuidadoso control; las
pruehas de laboratorio se hicicron siempre
por duplicado, en diferentes laboratorios,
y la posibilidad de variacion debida a dife-
rencias de susceptibilidad a la vacunacién
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quedd excluida en las pruebas en seres hu-
manos mediante la utilizacién de grupos de
100 hombres no vacunados para el ensayo
de cada muestra. Las condiciones de almace-
namiento de las vacunas someiidas a proecha
fueron rigurosas: 37°C. y 45°C., durante
periodos de mds de un afio. El examen de
la estabilidad relativa de dichas vacunas no
fue el dnico resultade obtenido en estos ex-
perimentos, pues también proporcionaron
valiosa informaecidn acerca de la relacion
existente enfre la actividad de las vacunas,
determinada en el laboratorio, y su eficacia
en Ia aplicacion experimental, asi como sobre
la relativa exactitud de los diversos métodos
de iitulacion en el laboratorio. Mis adelante
nos ocupamos de estos aspectos secundarios,
aunque importantes. A pesar dc la gran
variacién en cuanto a pureza v a estabilidad
de osas vacunas, demostrada por las pruebas,
no cabe duda de que todas las vacunas dese-
eadas resultaron mucho més resistentes al
calor que las correspondientes linfas glice-
rinadas y, con una posible excepcidn, hu-
bieran sido adecuadas para su cmpleo en
climas cdlidos. La vacuna del Instituto Lis-
ter, ala que ya me he referido, dié resultados
muy satisfactorios; resistic 64 semanas de
almacenamiento a 45°C. sin disminueion sen-
sible de actividad, y, ain asi, al ser aplicada
dié un indice de 100 % de vacunaciones con
resultados satisfactorios.

ESTANDARIZACION DE VACUNAS

Desde comienzos de siglo se han claborado
numerosos v diferentes métodos de evaluar
la. actividad de la vacuna antivaridlica, prin-
cipalmente en concjos. Tengo entendide que
se ha descartado la inoculacldn de la cirnea,
pero la inoculacién en la piel, ya sea por
escarificacidn de la epidermis o por inocula-
¢ién intracutdnea de diluciones crecientes
de la vacuna someiida a prueba, constituye
todavia el procedimienfo corriente en la
mayoria de los laboratorios que la producen.
Debido en gran parte a la variacidén de la
susceptibilidad de los distintos concjos al
virus y a variaciones estacionales relaciona-
das con la época de la muda, estos métodos

BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA TANAMERICANA

producen resultados méis bien cualitativos
que cuantitativos. El método intracutdneo,
que a simple vista pareceria mAs exacto que
el de la escarificacion, tiene la desventaju,
de que si la vacuna contiene una gran pro-
porcidn de particulus de virus inertes, éstas
producen un efecto de interferencia, v hacen
muy dificil la determinacidon de un limite de
eficacia definido (2). La Reglamentacion
Britanica scbre Substancias Terapéuticas
establece que una vacuna, para ser accpta-
ble, debe producir una reaceidn vacunal
confluente en la piel de conejo a una dilucion
de 1:1.000, vy no menos de 10 vesiculas a
1:10.000.

En los dltimos afios, se ha ido extendiendo
el uso del embridn de polio para la titulacidn
de virus. I8l virus de vaceina se puede titular
ripidamente mediante el recuento de las
pustulas producidas en la membrana corio-
alantoica por diluciones crceientes de la
preparacién que se va a experimentar, La
seguridad de estc método depende de la
rigurosa observacion de una téenica estanda-
rizada, tanto al hacer las diluciones como
al preparar ¢l hucvo para la inoculacién,
Por ejemplo, las diluciones en serie se deben
hacer en vollmenes totales no inferiores a
5 ml., ¥y se ha de utilizar una nueva pipeta
pary cada transferencia, pasando el liguido
sin “lavar” la pipeta. Se deben emplear por
lo menos 5 embriones de pollo de 12 dias
por cada dilueidn ensayada; se inocula cada
huevo en la membrana corioalantoica con
0,1 ml. de la dilucién apropiada. Al cabo
de 48 horas de incubscién se reliran las
zonas Inoculadas de 1a membrana y se cuen-
tan las lesiones. Los titulos del virus se ex-
presan en unidades infecciosas por ml., v se
computan basindose cn el recuento medio
de pustulas debidas a la dilucidn més baja
que produzea pistulas contables. La Regla-
mentacidén Britdnica sobre Substancias Tera-
péuticas exige que una de las diluciones asi
ensayadas produzea un recuento medio no
menor de 20 ni mayor de 100 lesiones mode-
radas en las membranas, y que este recucnto
indique que la vacuna no diluida contiene
no menos de 108 unidades infectivas de virus
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por ml. El examen de los resultados de las
titulaciones de laboratorio realizadas durante
los experimentos de la OMS con vacunas
desecadas, demuestra que ol recuento de
pistulas es mucho mas fidedigno gue la
titulacidn en la piel de conejo. Hubo buena
eorrelacién cntre los titulos obtenides por
el recuento de las pdstulas y el porcentaje
de vacunaciones satisfactorias. Los resulta-
dos obtenidos confirmaron que cabe esperar
que una vacuna con un contenido no inferior
a 10% unidades infectivas por mi. dé el nu-
mero miximo posible de vacunaciones con
resultado satistactorio, y se pudo caleular cl
porcentaje de esos resultados que se obten-
dria en las vacunaciones primarias con el
empleo de una vaecuna de titulo conocido.
El margen de error calculado de este método,
basado en el recuento medio de plstulas
obtenido en un laboratorio, fue del 30%
aproximadamente. 81 el resultado se basa
en el promedio de recuentos en dos labora-
torios que hayan utilizado la técnica antes
deserita, el margen de error se reduce aproxi-
madamente al 20 %. Estos estunados corres-
ponden a los recuentos de vacunas coh alre-
dedor de 10® unidades infectivas por ml
aproximadamente, que es el titulo adecuado
de las vacunas; el margen de ervor podria
ser mayor si los recuentos medios fueran, por
ejemplo, 1044, Es dificil, entonces, determinar
la exactitud de la prueba, puesto que la dis-
tribueién del nimero de phstulas en las
distintas membranas no es “normal” o “pois-
gonlana”, y esto dificulta la computacién
matemditica. Para fines priacticos, cabe decir
que i se usa el promedio de recuentos de no
menos de 5 membranas, no es probable que
el margen de error exceda del 30%. L evi-
dente que esto representy un gran paso en
comparacidn con la titulacidn de la vacuns
antivaridlica en la picl del conejo.

ANTIGENICIDAD DEL VIRUS INACTIVADO

Conviene hacer una breve referencia a un
reciente adelanto en la produccidn de in-
munidad por un virus muerto o inactivado.
Nosotros (5) hemos podido demostrar que
las suspensioncs de corpiisculos elementalcs
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de vaecinia inactivadas por irradiacion ultra-
violeta, producen inmunidad en los conejos
v en los monos, comao lo revels su resistencia
a pruebas subsigulentes con virus vive y la
aparicién de anticuerpos circulantes neu-
tralizantes de virus, Existe una relacidn
loguritmica entre la exposicién a la rradia-
cion y la destruccidn del virus. Del conoci-
miento de esta relacidn se puede deducir la
exposiclén necesaria para producir inactiva-
¢idn completa. La exposicidn excesiva des-
truye lu. antigenicidad de las preparaciones.
La antigenicidad del material irradiado se
puede conservar por medio de la desecacién
en esiado de congelacidn. Existen ciertas
personas para las que resulta peligrosa la
vacunacidn con virus vivo y si estos resulta-
dos obtenidos en animales se pueden con-
firmar cn individuos voluntarios, cabe espe-
rar gue la obtencidn de una inmunidad basal
con virus rradiado reduzea la incidencia de
complicaciones. Se estin realizando observa-
ciones semejantes sobre la inactivacidn del
virus de vaccinia mediante el empleo de
rayos gamma y propiolactona-B3.

Vacuna producida por los métodos de cullive
de tejidos

En Suecia se ha realizado recientemente
un adelanto en la produccidn de vacuna anti-
varidlica, que potencialmente cs de gran
importancia. Wesslén (14) ha empleado mé-
todos de cultivo de tejidos para produeir
vacuna ¢n grandes cantidades en la piel de
embrién de bovino suspendida en liquido
amnidtico. La vacuna asi producida se uti-
liza en Suecia en la vacunacion jenneriana
ordinaria con excelentes resultados y cabe
suponer que sea también material satisfac-
torio para la produccién de vacuna dese-
cada. Los cultivos se realizan en frascos de
Roux y el rendimiento de virus ohtenido de
la piel de un embridn de tres a cuatro meses
es semejante al gue se consigue de la inocula-
cién de una oveja o una ternera. El método
no implica, en realidad, la proliferacién del
tejido embrionario, puesto que los cultivos
son del tipo Maitland (8) ¥ la mulliplicacién
del virus se realiza en presencia de células
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de tejido sobrevivientes, pero no en desa-
rrollo activo. Tsta vacuna ofrece considera-
bles ventajas en comparacion con la gue
se produce en el animal vivo: represents, una
economia en trabajo y en el costo de mate-
riales, ¥ la vacuna es(d exenta de los con-
taminantes bacterianos que hay que destruir
en las otras vacunas con el minimo dafio
para el virus. Puesto que el virus se cultiva
en piel de cmbridn de garado bovino su
afinidad de tejido debe quedar inalterada.
Este método tiene también la gran ventaja,
en comparacidn con la produceidn de vacuna
por cultivo en la coriocalantoides de pollo, de
costo rclativamente bajo del material ne-
cesario, asi como la sencillez de la téeniea.
Los métodos de Wesslén se estin estudiando
ahora en el Instituto Lister.

EMPLEQ DE LA VACUNA ANTIVARIOLICA
DESECADA

Ya he scfialado anteriormente que la ex-
periencia obtenida en Inglaterra indiea
que la vacuna antivaridlica debhe contener,
por lo menos, 10¥ unidades infectivas por
ml. ent el momento de su distribucidn, para
que su aplicacidn produzea el mayor niiero
de vacunaciones satisfactorias. KEste titulo
dard margen a clerta reduccién de la activi-
dad antes del empleo de la vacuna. La va-
cuna desecada se debe envasar de tal forma
que personas expertas puedan efectuar facil-
mente su reconstitucion, con cl menor riesgo
posible de contaminacion accidental. El I-
quido reconstituyente debe ser hacterios-
titico, pero inocuo al virus; cl que se usa
en el Instituto Lister es 40 % de glicerina en
solucién tamponada de Mcllvaine M/250
con respecto al fosfato a pH 7,4. La glicerina
proporciona también una consistencia ade-
cuada a la vacunacién. Por desgracia, hasta
ahora no se ha podido envasar la vacuna dese-
cada en recipientes de una sota dosis, dehido
en parte & la cantidad microsedpica del ma-
terial desecado que se requiere, pero princi-
palmente a causa de la dificultad de propor-
cionar Ja pequefia cantidad de liquido
reconstituyente en forma adecuada. La téc-
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nica de vacunacion es la misma que se emplea
con la linfa glicerinada ordinaria, ya sea por
“presiones multiples’” o por simple escari-
ficacion lineal de tg a )4 pulgada (3-7 mm.)
de largo. Para desinfectar la superficie epi-
dérmica en que ha de aplicarse la vacuna,
se puede usar éter o acetona; no se deben
emplear antisépticos no volitiles que puedan
inactivar el virus. En Inglaterra, no somos
partidarios de la aplicacidn inmediata de
una euracidn, salvo en aquellas personas que
realizan trabajos- excepcionalmente sucios.
Ll ideal, durante lu fase vesicular, es mante-
ner la lesidn fresca y seea a fin de facilitar la
répida formacién de una costra firme; los
vendajes tiendcn a suavizar la superficic de
la piel y a provocar la contaminacién secun-
daria. 8i la vesicula muestra sefiales de rom-
perse, se puede aplicar un vendaje esterili-
zado muy ligero a fin de permitir €l libre
acceso del aire,

RESUMEN

En este trabajo se examinan brevemente
lag diversas tentativas realizadas a través
del tiecmpo de producir una vacuna anti-
varidlica estable, v se describen los métodos
empleados en la produccion de este tipo de
vacuna desccada, estable y purificada. Se
estudian los resultados obtenidos en las prue-
bas de wvacunas antivaridlicas desecadas,
iniciadas por la Organizacion Mundial de
la Salud. Se examinan los métodos utilizados
para la titulacion de ta actividad de las va-
cunas antivaridlicas ¥ su relativa exactitud,
v se indican los requisitos minimos de acti-
vidad de una vacuna. También se analiza Ia
antigenicidad del virus de vacuna inactivado
por irradiacién ultraviolcta y el posihle em-
pleo de este material. Se estudia, asimismo,
la produccién de vacuna antivariélica en
piel de embridn de ganado hovino por méto-
dos de cultivo de tejido, asi como las venta-
jas gue represenila este método; y, final-
mente, se mencionan clertas consideraciones
de orden préctico sobre la distribucién y
empleo de una vacuna antivaridlica desecada.
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PREPARACION DE VACUNA ANTIVARIOLICA CULTIVADA EN LA MEMBRANA
CORIOALANTOICA DE EMBRION DE POLLO*
Dr. J. V. IRONS ¥ E, B. M, COOK

Director de Laboratories y Jefe de Inmunalogia, respectivamente, del Departamento de Salud de
Teras, B, U, A.

INTRODUCCION

Desde que Goodpasture, Woodruff, v Bud-
dingh (1) descubrieron que el virus de lu
vaceinia se puede cultivar en la membrana
corioalantoica (que en este urticulo se designa,
con la sigla M.C.A.) de embridn de pollo,
varios investigadores (2-15) han empleado
este método en la preparacion de vacuna
experimental para la aplicacion a seres hu-
manos. La mayoris de estos autorcs obtu-
vieron resultados satisfuctorios y observaron
que la vacuna producia reacecioncs carac-
teristicas cn la vacunacion primaria v expre-
saron la esperanza de que una experiencia
mis amplia con la vacuna producida en
embrién de pollo, daria por resultado su uso
general en la inmunizacion humana, Sin
embargo, han transcurrido més de 20 afios
desde que se hizo el primer cultivo del virus
de la vaccinia en embridn de pollo y ain
hay clerta resistencia a abandonar el empleo
de la vacuna de linfa de ternera, que ha
demostrado su eficacia a través del tiempo.

El méiodo del embrién de pollo presenta,
a) parecer, clertas ventajas sobre la produc-
¢idn de vacunas en terneras. El control de
las conlaminaciones bacterianas, que es casl
imposible conseguir cuando se utiliza el
método de produceidn en ternera, se logra
facilmente en ¢l embridn de pollo. El empleo
de terneras plantea problemas relativos a su
cuidado ¢ higiene, Jo que no ocurre cuando
ge utilizan huevos. Ademds, en casos de
urgencia, se pueden producir grandes canti-
dades de vacuna en un periodo de tiempo
mucho mis breve, v, en gencral, el método
presenta otras ventajas de indole econdmica
que refuerzan la convenmencia del uso del

* Trabajo presentado cn el Beminario de Va-
cunacién Antivaridlica celebrado en Lima, Perd,
del 20 al 25 de agosto de 19506.

embridn de pollo para la elaboracidn de
vacuna antivaridlica en laboratorios rela-
tivamente pequefos.

Hace algunos afios, mis colaboradores y
vo emprendimos el estudio del virus de vac-
¢inia en embrién de pollo, cultivado en la
membrana corioalantoica tras inoculacidn
por el método de la produccién de una cai-
mara de aire artificial, con vistas a la posibili-
dad de su emnpleo en la produccién de vacuna
antivaridlica en gran escala.

En esta comunicacion se trata principal-
mente del desenvolvimiento de los métodos
de produccién y de los resultados obtenidos
por el de la membrana coricalantoica y, mas
recientemente, por inoculacién del virus
M.C.A. en la cavidad alantoica. En el cuadro
No. 1 se deseriben, en lineas generales, los
procedimientos utilizados en la produceién de
vacuna M.C.A. oblenida en embriones de
pollo inoculados por los métodos de la mem-
brana coroalantoica y de la cavidad alan-
tolca.

METODOS Y PROCEDIMIENTOS
Requisitos fundomeniales

Se necesitu una habitucion bien iluminada
para la instalacion del equipo principal.

Por lo general, cnalguiera de las incuba-
doras eléctricas, de tipo comercial, es sufi-
ciente. Su capacidad depende del ndmero de
huevos que se pretenda manipular, v ade-
méis, se ticne en cuenla la necesaria para
casos de urgencia. La incubadora serd de
las de “tipo de aire forzado”, v debe contener
un termdmetro, un higrémetro y una luz
interior. También hay gue contar con otra
estufa de cultivos para incubar los huevos
inoculados. Los estantes deben ser ajustables
v estar dispucstos de manera conveniente
para facilitar la manipulacién de los huevos.

138
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Cuanro No. 1.—Procedimicnte de produccidn de vacuna antivaridlica M.C.A. por el métode de lo
tnoculacién en la membrana coricalantoice o por el de inoculacin en la covidad alanioica del embridn
de pollo.

Mtoda de la membrana corioalantoica MéEiade de e cavidad alaniaica
REQUISITOS PRELIMINARES

Huevos de gallina fecundados. Una fuente segura de hucvos de gallina férliles,
1009 libres de S. pullorum.
1. De 11 a 13 diag de edad 1. De 11 dias de edad

PREPARACION PARA T.A INOCULACION

Se limpian las c4scaras del huevo; se examinan los embriones en cl ovoscopio y se eliminan
log yue catén muertos.

1. Se marca la cdmara de aire y una zona sobre la 1. Se marca la cdmura de aire
M.C.A.

2. Se hacen pequefios sgujeros en las marcas

3. 8e produce una cdmara de aire artifieial entre
a ecdscara vy 1a M.C.A.

INOCUTLACION

Se ntiliza virus de siembra con peniecilina-estreptomicina en solucidn tamponadsa,
1. e escoge una suspension reeién descongelada 1. Se escoge siembra de virus del Litulo més alto
de pulpa de ternera o M.C.A, de 2 a 5 pases
2. Be utilizan 0,2 ml. de una dilueién a1 1:1.000 de 2. Se utilizan 0,2 ml, de una dilucién al 1:100 de

tejido en suspension tejido en sugpengidn

3. Se ceha gota a gota con jeringa y aguja, virus 3. Se inocula virus de siembra en la cavidad alan-
de siembra en 1a M. C.A . a través de una aber- toiea, a través de lu cdmara de aire, con aguja
tura de Ia cdscara unida & la miaquina autométiea

4, He sella con parafina | 4. Periedo de incubacidn: 72 1 96 horas

5. Sc incuba durante un periodo de 48 a 72 horas
Loa huevos se examinan diariamente al ovoseopio y se eliminan los embriones muertos

COSECHA

Se aumergen los huevos en solucién roccal al 5% y so dejan secar,
1. Se corta la edseara y se retira la poreidn infec- 1. S eorta la edscara y se recoge toda la M.C.A

tada de M.C.A., colocandola en pequefias colocdndole en pequefias placas de Peiri;
placus de Petri; se inspeceiona visualmente ge inspecciona visualmente en busea de sig-
en busca de signos de infeceién, y se conaerva ntog de infeccidn; y se conserva la totalidad de
solamente la parte infectada de lua membra- las membranas fuertemente infecladas.

nas

Se inspeecionan todas las membranas cn busca de signos de contaminacion o infeceidn no provocada

PREPARACION DE TA VACTNA

Se realizan pruebag de esterilidad individuales de las membranag; se pesan, sc congelan ripidamente
v se congervan a baja temperatura en tubos esterilizados,
Se usa como diluente-preservativo suero de bovine insctivado y filtrado.
Se agrupan lag membranas; se procede a su homogenizacién en
un homogenizador Waring, con un diluente.
Se efectda la prucba de esterilidad de cada grupo.

CONSTITUCION DE UN LOTE

Tl lote de vacuna comprende varios grupos de membranas.
Se realizan prucbas de esterilidad de cads lote.
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Cuapro No. 1—-(bamf.)

Método de la membrang corioalantoica

Meétode de Ia casidad clantoice

PRUEBAS DE ACTIVIDAD

1. 8e diluye el tejide al 1:5

2. Se realiza la prueba de Force y Leake; confluen-
cia de 809 o més, a una dilueién de 1:500, con
una reduceién que no exceda de 209 & una
dilucién de 1:1.500.

1. Se titula el ndmero de unidades infecciosas por
ml., basdndose en el recuento de pastulas—20
millones de unidades infoceiosas por ml.,
(dilucién de pulpa 1-5 a 1-20), cumplen los
requisitos de TForce y Leake.

PREPARACION DET PRODUCTO FINAL

1. Prueba de esterilidad
2. Prucba de identificacién
3. Empague .

4. Distribucidn: Fecha de caducidad, a los dog mesges.

Se debe contar con una buena provisidn
de huevos fecundados, a los que hay que
prestar el debido cuidado desde el momento
que llegan al Jaboratorio. En caso necesario,
ge deben limpiar con un cepillo antes de
meterlos en la incubadora, colocdndolos des-
pués en lag bandejas en posicién inclinada,
con el extremo més estrecho hacia abajo;
en ellos se estampa la fecha en que comienza
la incubacién. Se da vuelta a los huevos tres
veces al dia con un instrumento apropiado o
con las manos, teniendo gran cuidado de que
queden de nuevo en posicién inclinada. Se
sacan de la incubadora una vez al dia y se
dejan refrescar por corto tiempo. La tem-
peratura de la ineubadora debe ser de 36 a
37°C., con una humedad de 50 a 60 %.

Se necesita un ovoscopio para comprobar
la fertilidad y el desarrollo de los cmbriones.
El ovescoplo se puede construir ficilmente
con madera fina, y ha de tener unas 7 pulga-
das de ancho y 10 de alto. No necesita tener
fondo, pero en la parte interior de la tapa se
coloca un porta-limparas donde se ha de
ajustar una bombilla de 100 vatios. En el
centro de un costado de la caja se abre un
orificio de 3,5 em. de didmetro. El interior
se puede pintar de blanco a fin de aumentar
la refraccidn de la Iuz.

Los huevos, una vez inoculados, se sellan
con parafma estéril, que debe ser blanda y

ditetil, nunca dura y quebradiza. Un punto
de fusion bajo, de 48-50°C.,, es el mejor, v se
debe aumentar la ductilidad mediante la
adicién de vaselina hasta una concentracidn
de 10%. La mezcla de parafina se puede
conservar adecuadamente, para la esterili-
zacién, en latas de tamafio No. 1 6 1,5. Bs
conveniente disponer de un calentador elée-
trico para mantener la parafina fundida y a
la temperatura conveniente. Se pueden em-
plear recipientes esmaltados, del tipo usade
en los hospitales, como recipientes de los
huevos durante todo el proceso, desde su
examen en ¢l ovoscopio hasta su cosecha.
Para esterilizar la cdscara del huevo se usa
“phemeral”, que es un germicida preparado
por la casa Parke-Davis. Isti tefiido de
rojo, conl un tinte acuoso adecuado que per-
miie indicar el drea en que se ha aplicado.

El uso de una miguna automitica de
pipetear facitita la inoculactdn, Sin embargo,
un operador experto puede realizar rapida-
menfe esta labor con las jeringas y agujas
ordinarias, caso de que no se disponga de
una maquina de dicho tipo. No se necesita un
taladro dental modificado para la inocula-
cidn’ en la cavidad alantoiea. Se precisa dis-
poner de gasa para limpiar la cdscara de los
huevos antes de la inoculacidn, asi como de
aleohol al 709% y solucidn roceal para la-
varse las manos durante la labor de inocula-
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cion. Un pequefio homogenizador Waring,
de metal, resulta excelente para preparar el
material de Inoculacidon y, después, para
homogenizar las membranas infectadas. Ei
frasco del homogenizador debe ser de un
tipo conveniente para la esterilizacion. Tam-
bién hay que contar con jeringas de vidrio,
con aguja de calibre 25, de 34 o de 1 pulgada
de longitud, para su empleo en la inocula-
cion de log virus de siembra. En las pruebas
de esierilidad se emplea el medio de cultivo
de tioglicolato, ¥ duran un periodo de siete
dias. La incubacion se efectia a 34°C. y.los
resultados se leen a log 2, a los 4 v 7 dias.

Como diluente-preservativo se usa suero
estéril e inactivado de bovino. Las investi-
gaciones realizadas para descubrir un di-
luente mejor dieron por resultado que se
escogiera el suero de hLovino en lugar del
tradicional diluente-preservative de glicerina
al 50 %, que se venia utilizando desde haefa
mucho tiempo para ia vacuna antivariGlica
{11). El suero de bovino se ecsteriliza por
filtracidn Seitz v se inactiva por medio del
calor. Se inocula infraperitonealmente a
cinco ratones blancos, que pesen de 12 a 16 g,
com 0,5 co. cada uno de suero estéril de ho-
vino, sin diluir. Estos ratones no deben pre-
sentar signos de enfermedad, y deben mos-
trar un aumento constante de peso durante
los 14 dias de la prueba. Kl suero de bovino
no debe preduecir signo alguno de sensibilidad
en la piel afeitada de un conejo o en un brazo
humano. Il suwero de bovino como diluente
se usa puro o ligeramente diluido en solucidn
salina. tamponada.

Virus de siembra

En la fase inicial de nuestros trabajos,
descubrimos que cualquier cepa dérmica de
vaceinia de linfa de ternera podia servir de
fuente de material de inoculacién para los
cultivos en membrana. Nuestros estudios
anteriores (11) sobre la cepa Buddingh,
realizados hasta ¢l 309° pase, habian revelado
una reduccién de la actividad del virus y nos
condujeron a usar virus fresco de linfa de
ternera para la produccién de virus de se-
milla. Observamos que la actividad del virus
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medida por titulacién, alcanzaba su punto
méaximo del segundo al quinto pase (13).
Buddingh v Randall (12) en 1951, subraya-
ron de nuevo que, mediante el uso de anti-
bidticos v con una cuidadosa inspeccién de
la membrana jnfectada, ¢l virus de linfa de
ternera se puede liberar de sus contaminantes
bacterianos en un pase por la membrana
corioalantoica. Observamos que los cultivos
libres de bacterias asi obtenidos tenian un
titulo de 10~% o més, por titulucién intra-
dérmica en el conejo. El secrcto de mantener
este titulo sumamente elevado consistid sen-
cillamente en el empleo, para la inoculacién,
de una dosis bastante fuerte de virus (dilu-
cién de 1:500 ¢ 1:1000 de la suspensidn de
tejido) vy una cuidadosa seleccién de las
membranas infectadas y cosechadas para
su uso en las vacunas. Cuando se emplea la
noculacién en la cavidad alantoica se re-
guicre material de inoculacién mds concen-
trado pars obtener unga iufeccién adecuada
de la M.C.A.; debe usarse una dosis de inocu-
lacidn no inferior a un millén de unidades
infeceiosas por hueve, lo que representa una
dilucidn aproximada de 10+? de virus de
siembra de alta actividad (16).

Preparacion para la tnoculacion en lo cavidad
alantoica '

Para proceder a la inoculacidn, se exami-
nan los huevos al ovoscopio, se retiran los
embriohes muertos v se marcan lag cdmaras
de airc. Be cuida de que la cdscara esté per-
fectamente limpia en el punto de entrada de
la aguja. Hsta parte se hmpia con “pheme-
rol” v con otro desinfeetante adecuado. Se
preparan el virug'y todos los materiales ne-
cesarios. Fs conveniente que la persona que
va & realizar la inoculacidn cuente con uno
0 mAs ayudantes,

Inoculacidn

Es preferible la inoculacidn directa en la
cavidad alantoica en lugar de la aplicacidn
del virug sobre la membrana corioalantoica.
Cuando se inocula una fuerte dosis de virus
active en la cavidad alantoiea, la infeccitn
se extiende a toda la membrana corioalan-
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toica. Por la téenica antigua, la infeccidn se
limita, mds o menos, al drea de membrana
comprendida en la cdmara de aire artificial-
mente formada. Es preferible inocular en
la cavidad alantoica embriones de [1 dias,
a los de 12 dias. Los huevos fecundados de
11 dfas quizéds den Litulos alge mis altos que
log embriones de 10 dias. En los embriones
de 12, de 13 y de 14 dias se observa una tasa de
mortalidad alge més alta antes de la cosecha,
as! como, con frecuencia, la formacién de
una substancia lechosa en forma de pelicula,
que no se congidera conveniente para uso en
la vacuna. Los huevos inoculados se observan
diariamente al ovoscopio, y se eliminan los
cmhbriones que muercn antes de los tres dias.

Cosecha

Los embriones vivos se sacrifican de las
72 a las 96 horas. Para la cosecha, sc sumer-
gen los huevos en solucién roceal durante
cineo minutos a fin de desinfectar 1a escara.
Se abren después insertando unas tijeras
puntiagudas en la abertura de la cdmara
natural de aire; a continuacién se corta a
través de la cdscara, se elimina el contenido
con el embridn v se conserva silo la mem-
brana corioglantoica. Las membranas se
colocan en placas de Petri individuales y s
examinan cuidadosamente para ver sl se
observan las lesiones caracteristicas. Se con-
servan solamente las membranas fuerte-
mente infectadas y se elimina cualguier
porcién de la membrana que no sc haya
infectado. También se elimina toda mem-
brana que muestre contaminacion. Todas
las membranas se someten a la pruebsa de
esterilidad y se conservan a —20°C. hasta
que se ufilicen para la preparacién de la
vacuna. El problema principal que plantea
el método de la cavidad alantoica es evitar
la excesiva mortalidad de los embriones. St
bien esto se puedc conseguir sacrificdndolos
8 las 48 horas, este lapso es demasiado corto
para obtener una produccién méxima de
virus. El método de la cavidad alantoica
permite obtener 200 vacunaciones por huevo,
en lugar de las 60 6 75 que se obticnen por
el método de la membrana corioalantoica.,
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Preparaciin de la vacuna

Una vez completadas las pruebas de este-
rilidad a los 7 dias, las membranas fuerte-
mente infeetadas se rednen v guardan o se
utilizan en la preparacidin de un lote de va-
cuna antivaridlica. Es convenlente agrupar
las membranag cozechadas cada semana y
combinar después varios grupos para obtener
un lote importante de vacuna. Lus membra-
nas se transfieren directamente, por medio
de pinzas esterilizadas, de las placas de Petri
al homogenizador.

Se calcula el peso exacto de las membranas
de cada grupo. Parte del diluente se vierte
en el homogenizador en la cantidad necesaria
para cubrir el matferial deposilado en el
mismo y se hace funcionar el aparato a toda
velocidad durante cinco minutos. El material
bomogenizado se vierte después en un frasco
esterilizadoe que contenga cuentas de vidrio,
v luego se agrega el resto del diluente. La
concentracidn corriente del tejido de mem-
brana en la vacuna final es de una parte por
peso de tejido y cuatro partes por volumen
del diluente. Después de mezclar minuciosa-
mente el contenido del frasco, se saca una
muestra de 1 ml, para la prueba de esterili-
dad. Se coloca en cantidades de 0,1 ml. en
diez tubos que contienen el medio de cultivo,
Se incuba v se leen los resultados a los 2, a
a los 4 y 7 dias. La vacuna confonida en el
frasco se coloca después en la agitadora au-
tomética de Kahn y se agita continuamente
durante seis horas en frio. A continuaecion se
coloca en la cAmara congcladora.

Preparacion de un lole de vacuna

Un lote de vacuna se prepara mezclando
varios grupos de tejidos en suspensién al
20 %. En general, los grupos se preparan en
el orden en que se van cosechando. Iil volu-
men total del lote varia entre 500 y 1.000
ml., cantidad que hace un lote de tamafio
conveniente para distribuir y sellar en tubos
capilares. Los frascos se sacan de la cdmara
eongeladora para descongelarlos y se vacian
en un recipiente esterilizado de un homogeni-
zador a poca velocidad, hasta formar. una
suspension homogénen. Después se vuelve a
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colocar la vacuna en un frasco estéril v se
toma una muestra de 2 ml. para las pruehas
de esterilidad y de potencia en animales. El
frasco sc rotula adecuadamente v se vuelve
a almacenar en la cdmara congeladora.

Pruebas de actividad

Para las pruebas de Forece y Leake (17),
sc usan pipetag preparadas con tubo de
cristal de 3 mm. de didmetro y de 10 a 12
cra. de largo. El Lubo se marca con una lima
v se corta del tamaio descado, dejando un
borde afilado para escarificar la piel. Fstos
tubos se marcan de manera que puedan con-
tener 0,2 ml. de vacuna. Las pipetas se en-
vuclven vy sc empacan para ser estorilizadas
cn Ja autoclave. Para afeitar a los congjos se
pueden utilizar maquinillas eléctricas cape-
ciales para animales, o bien jabhdn, crema y
méguina ordinarios. Se usa un lipiz dermo-
grafico para marecar las zonas de la picl en
que se van a realizar lag pruebas. Es impor-
tante que el animal esté gordo y la piel libre
de defectos y arafiazos, seca y sin residuos
de las substancias empleadas al limpiarla.
8e preparan diluciones adecuadas de vacuna
para la inoculacidn.

La escarificacion debe producir un enro-
jecimiento uniforme, sin cortaduras ni he-
morragias. Inmediatamente después de
hechas las escarificaciones, se efectian las

mnoculaciones, comenzando con la dilucién.

mas débil. 8e dcbe seguir un procedimiento
estandarizado para cada conejo, pues suele
haber considerables variaciones de un conejo
a otro. La reaccidn a la infeceidn con vaceinia
se manifiesta por pistulas individuales o le-
siones confluentes; se anota el ndmero de
pustulas en yna zona determinada. Los ani-
males se observan a diario, ¥ se anotan las
lecturas hasta que lu reaccidn alecance su
mayor grado, generalmente al cuarto dia.
Un nuevo lote de vacuna debe producir
lesiones de 80 a 100% de confluencia a la
dilucion de 1:500, con una reduceién no
mayor del 20% de la reaccitn a la dilucién
de 1:1.500. Se deben observar algunas pistu-
las & Ia dilucidén de 1:5.000, y por lo menos
una vesicula a la dilucidn de 1:15.000.
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La neccsidad de contar con un método de
titulacidn més breve, més econdmico y més
fidedigno que indicara con exactitud el
nimero de particulas infecciosas de virns en
un lote determinado de vacuna, nos indujo
a realizar numerosos experimentos. Se esta-
blecid la correlacidn entre los resultados de
Y4 titulacién en huevo v las pruebas de acti-
vidad de Force y Leake. Las suspensiones
de vacuna que contenian 10 millones de
particulas infecciosas por m). alcanzaron a
veces el estdndar de actividad de Force y
Leake, micniras que, en casi todos los casos,
resultaron aceptables las de 20 millones de
particulas infecciosas. Asf, pues, se pudo
diluir material que variaba en contenido de
particulas infeeciosas de un lote a olro, para
obtener una vacuna de una actividad es-
tandar de 20 millones de unidades infecciosas
por m!l. El uso de un esidndar de actividad
medida en funcién de partienlas infecciosas
permite efectuar una economia considerable.
Ein muchos casos se pudieron usar diluciones
de membranas infectadas hasta de 1:20, en
vez de la dilucién corriente de 1:5. Las dilu-
clones de esta magnitud permitieron aumen-
tar de 2 a 4 veces el volumen de vacuna.

Il procedimiento requiere el uso de dilu-
ciones decimales en funcidn de peso de
vacuna homogenizada. Se inocula en la
membrana corioalantoica 0,1 ml. de cada
una de las diluciones decimales. Los embrio-
nes de 11 a 12 dias se inoculan por via corio-
alantoica usunde 6 huevos por dilucidn. Las
titulaciones en que se emplean diluciones de
1077 a 1075, tienden a dar resultados que se
pueden contar. Después de un periodo de
incubacién de 3 dias, cuando las pristulas son
grandes y se pueden contar facilmente, se
examinan las porciones infcctadas de las
membranas bajo un microscopio de disee-
clén. Se supone que cada pistula es resultado
del desarrollo de una particula infecciosa de
virus. El titulo se caleula basdndose en el
promedio del recuento de piistulas por cada
dilucidn. Se titularon varias diluciones de
virug en suero estéril e inactivado de bovino,
diluido de 1:2 a1:20 v conservado a tem-
peratura de refrigeracidn, a intervalos de
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hasta 90 dias por log métodos de titulacidn
de Torce y Leake, y en huevo. Al parecer,
¢l virus retiene sn titulo igualinente bien en
forma concentrada o diluida, por lo menos
durante un periodo de varias semanas. Se
ohservd con frecuencia un ligero aumento de
titulo, durante log primeros dias de conser-
vacién en frio, que después disminuyd lenta-
mente.

Lienado, empague, rotulacidn, efe.

La vacuna terminada se envasa en pipetas
capilares esterilizadas, cerradas por un ex-
tremo. Para esta operacién se descongela un
frasco de vacuna stock terminada, bajo el
grifo de agua fria corriente, y se mezcla
suavernenie durante 4 a 5 minutos. Con una
pipeta se colocan de 4 a 5 ml. de vacuna de
cada uno de los recipientes esterilizados que
contienen, a su vez, 200 tubos capilares
esterilizados. Los recipientes, con las tapas
ligeramente ajustadas, se colocan en una
campana de vacio, o desecador, en posicién
vertical. Con una buens bomba de vacio se
requieren unos dos minutos para reducir la
presién de mercurio a 25-30 em. La vacuns
se Hleva a la parte media de los capilares por
medio de una reduccién lenta del vacio.
Los capilares se sellan 1 mano con un me-
chero de oxigeno, cuidando de hacerlo con
una llama puntiforme; la operacién puede
efectuarse ripidamente. La persona que la
realiza dehe protegerse los dedos y la cara
contra la infeccidn vacunal al sellar los capi-

Cuapro No, 2,—Distridbucidn anual de vacuna
M.C A, 1988-1955.

No. de tubas No. de tubos
Ara capilares Ao rapilares
distribuidos distribu-i-dos
1939 3.157 1948 251.040
1940 14.175 1949 366.105
1941 26.204 1950 244 520
1042 123,398 1951 200. 585
1943 108,225 1952 190.860
1944 142 287 1953 217,110
1945 152.100 1954 198.360
1946 175.100 1955 208, 567
1947 155.805 —
Total 2.711.688%
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lares. Los tubos capilares sc enfrian y se
sumergen en una solucién colorante en wun
frasco al vacio; después se lavan sucesiva-
mente con agua de jabdén y aleohol, ¥ se
secan. Iinalmente, se cxaminan los extremos
para descubrir posibles escapes, pecquefias
ampollas que pueden romperse facibmente, o
vacuna coagulada por ¢l calor,

Los paquetes de tubos capilares cerrados
se almacenan en la cdmara congeladora, en
espera del resultado de las pruebas de esterili-
dad e identidad. La prueba de identidad,
como la de esterilidad, se realiza en tubos
capilares escogidos al azar. La prueba de
identidad se lleva a cabo en la picl afeitada
del conejo, en la forma ordinaria, y sirve
también de comprobacién final de la activi-
dad del producto.

Ia vacuna se empaca en la forma co-
rriente, con bulbos de caucho y agujas esteri-
lizadas, incluyéndose también una nota con
instruceiones y detalles sobre su manufac-
tura y uso. La etiqueta lleva el nombre vy
origen del producto, nimero del Jote, etc. La
vacuna se distribuye a solicitud de los fun-
cionarios locales de sanidad y se le fija un
plazo .de validez de dos meses. Se envia
en reciplentes que contengan hielo, con la
recomendacién de que se almacene en el
refrigerador, y de que se utilicen también
recipicntes con hielo para of transporte al
punto donde se va a usar.

RESULTADOS DEL EMPLIKO
DE LA VACUNA M.C.A.

En el cuadro No. 2 figura la distribucién
anual de vacuna a los funcionarios de sanidad
de Texas,

La distribucidn de la vacuna preparads
en membrana de embridn de pollo se inicié
en 14939 entre un reducido nimero de médi-
cos cue hablan accedido a llevar registros
sobre su uso. La nueva vacuna fue bicn reci-
bida, ¥ entre los primeros grupos de nifios
inmunizadoes figuraren los de una guarderia
-—escuela para hijos de trabajadoras—en la
que un c¢aso de viruela, comprobado por
pruebas de laboratorio, habia expuesto, al
pareccr, a todos los escolares, asi como a los



Febrero 1957)

VACUNA ANTIVARIOLICA

145

Cuapro No. 3.—Informes recibidos sobre los resultados de o aplicacidn, en Texas, de la vacuna anli-

varidlica de membrana de embridn de pollo.

Personas vacuynadas anteriormente Fersonas no ‘;ﬁfﬂ:’fa“ anierior- Total de ambos grupos
Tipo de revccién o o
Nimero Porcenlaje Némere Porcentaje Niimero Porceninge

Primaria................ 4.413 32,50 03.767 £0,33 108,380 71,23
Acelerada....... ... .... 7.346 25,36 4,474 3,63 11.820 7,77
Inmediata. ............. 8.447 29,60 5.549 4,5 13.996 9,20
Total de reacciones- .. .. 25.206 87,04 108,490 88, 47 134.196 88,19
Sin reaceidn............. 3.753 12,96 14.203 11,53 17.956 11,80
Total natificado......... 28,959 123.193 152.152

Datos correspondientes a 2.028.668 tubos capilares distribuidos.
Total de vacunaciones notificadas: 152.152, o sea, cl 7,5%.
Total de reacciones positivas: 134.196, o sea, el 88,199,

padres y maestros. No se notificaron cafos
secundarios en este grapo.

Al cabo de dos afios de ensayo de la vacuna
en escala limitada, se comprobdé gue era
satisfactoria, salvo que resultaba difieil con-
servar su actividad. Especialmente hubo
frecuentes pérdidas de actividad debidas, al
parecer, a dificultades en las condiciones de
envio cuando la temperatura era excesiva-
mente alta. Kl envio en recipientes especiales
con hielo y el uso deun diluente-preservativo
de sucro de bovino, aumentd el porcentaje
de vacunaciones con reacciones positivas.

Después de estos cstudios preliminares se
facilité la vacuna a los servicios de salud
piblica de todas las ciudades y condados
del Estado. Con cada envio se remitieron
formularios para preparar informes sobre su

aplicacién, pero la proporcidn de informes

recibidos fue muy pequefia. Las visitas a los
lugares en que se habia usado la vacuna
revelaron que, por lo general, el hecho de
gue no se enviaran informes no se debfa a
que ésta diera malos resultados. Se reciabieron
informes suficientes (7,5%)} para poder
evaluar la vacuna en las condiciones de
campo. En el cuadro No. 3 se presenta un
resumen dec los informes recibidos.

La informacién es puramente voluntaria
y, por lo tanto, muy escasa, pero se han
recibido inforines sobre cada lote de vacuna
distribuido. Considerarmos que esos informes
escogidos al azar, sobre su aplicacién en
centenares de ciudades, dan una impresién

alentadora acerea de la eficacia de la vacuna
antivaridlica preparada en membrana de
embrion de pollo. Si bien el total de reac-
clones positivas en oste estudio representd
solamente el 88,19%, en varias ocasiones
hemos obtenido un 100 7% de reacciones posi-
tivag en pequefios grupos controlados que
no habian side vacunados anteriormente.
Aun cuando nadie discute el valor de los
estudios controlados en la evaluacién de una
vacuna, es muy conveniente disponer de
informacidn méds amplia sobre la forma en
que un producto resiste las condiciones
existentes en los distintos lugares en que se
usa. Es lamentable que no dispongamos de
estudios comparables sobre la aplicacién de
vacunas antivaridlicas de linfa de ternera.

La eficacia de todo procedimiento de
vacunacién se basa, por supuesto, en la
proteceidn que proporciona al individuo in-
munizado frente a posteriores exposiciones a
la enfermedad, Durante los veinte dltimos
afios, al notificarse cualquier caso de viruela
en Texas, se han llevado a cabo programas
de inmunizacidn colectiva en la Jocalidad
afectada. No se han presentado virtualmente
cagos secundarios de la enfermedad. El 1l-
timo brote importante de viruela ocurrié en
1949, en que se notificaron ocho casos, con
una defuncidn, en los condados de Starr e
Hidalgo, a lo largo de la {frontera mexicana.
Los sintomas del primer caso diagnosticado
aparecieron el 17 de febrero de 1949. Los
funcionarios de sanidad instituyeron una
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campaiia de inmunizacién colectiva, que
comenzé hacia el 1° de marzo, v se vacu-
naron  aproximadamente  106.000 per-
sonas en el condado de Hidalgo, 103.000
en el de Cameron y 30.000 en el de Starr.
Gran parte de la labor de vacunacidn se
efectud en un periodo de ¢inco dias, entre el
13 v el 18 de marzo. En més del 99 % de las
vacunaciones sc ermpled vacuna antivariélica
de membrana de embrién de pollo, facilitada
por el Departamento de Sanidad del Estado
(14).

De los ocho casos de viruela confirmados
en este brote, silo uno habia sido vacunado
{12 afios antes) v su ataque fue relativa-
mente leve. Uno de los niflos, un caso con-
firmado en el laboratorio, habia perdido dos
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veces la oportunidad de vacunarse cn la
cscuela donde sus dos hermanos mayores
habian sido vacunados varios afios antes,
con vacunag de membrana de embrién de
pollo. Kste nifio- contrajo viruela vy sus dos
hermanos escaparon a la infeccién, a pesar
de la fuerte exposicién en el medio familiar.

CONCLUSIONES

1. El cultivo en M.C.A. es perfeciamente
adecuado para la produceién de una vacuna
antivaridliea inocua y sltamente activa.

2. Es un procedimiento econdmico gque
requiere s6lo un minimo de local y personal.

3. Se ha empleado con éxito en el contral
de la viruela en Texas.
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PRUEBAS DE INOCUIDAD, TUREZA Y ACTIVIDAD DE LAS VACUNAS
ANTIVARIOLICAS*

Dra. ELSE KRAG ANDERSEN

Statens Seruminstituf, Copenhogue, Dinamarcu

La vacunacion es el dnico medio efectivo
de prevenir la viruela, temible enfermedad
que ain se presenta cndémica o epidémica-
mente en algunas partes del mundao.

La vacunacén es esencial en todos los
paises, tanto si existe la enfermedad como st
no se ha presentade caso alguno durante
muchos ailos; especialmente hoy en dia cn
que los medios de comunicacidn aumentan
constantemente. '

En algunos paises, la poblacién estd pro-
tegida por la vacunacién obligatoria; en
otros, la vacunacidn es opcional, v es en
cllos, en especial, donde es preciso contar
con una provisidn suficiente de vacuna eficaz,
probada con regularidad, para la vacunacién
de todos los habitantes,

Las vacunas sntivaridlicas contiencn virus
vivo de vaccinia, que es una variante ate-
nuada de la viruela o una variante de vacuna.
Casi todos los establecimientos que preparan
linfa vacunal mantienen su propia cepa, tuyo
origen resulta casi imposible localizar,

Los métodos de preparacién varfan tam-
bién de un lugar a otro. Por lo general, el
virus se propagsa en la piel de animales, tales
como los terneros, bifalos v ovejas, con pases
perivdicos por la piel de conejos, con el ob-
jeto de evitar su deterioro.

El contenide de lag pistulas se cosecha de
4 a 6 dias despuds de la escarificacion. Las
vacunas preparadas de esta manera suelen
estar fuertemente contaminadas de bac-
teriag, A fin de aminorar el contenido hac-
teriano se pueden emplear varios antibioti-
cos, tales como el fencl, la peniciling,
estreptomicina, glicerol, ete,

Hay varias maneras de preparar vacunas

#* Trabajo presentado en el Seminaric de Va-

cunacién Antivaridlica celebrado en Lima, Pera,
del 20 al 25 de agosto de 1956,

libres de bacteriss, va sea cultivando el
virus cn la membrana corioalantoica de hue-
vos fecundados, e cultivo de tejidos o bien
en conejos lactantes. Kn Suecia se prepara
la vacuna en cultivo de tejido de la piel de
embriones de ternera a fin de que las condi-
ciones de desarrollo se asemejen en todo lo
posible a las que se ha visto que producen

‘una vacuna cualitativamente satisfactoria.

En Dinamares realizamos, hace algunos
afios, experimentos sobre la posible prepara-
cidn de vacuna utilizando el higado de cone-
jos lactantes, infectados por via intracutdnes.
Sin embargo, estas vacunas son cualita-
tivamente distintas de las que se obticnen
en la piel, puesto que no pueden producir
vesiculas en los nifios cuando se aplican enla
piel, mientras que administradas por via
intracutdnea causan reacciones y Ia forma-
¢idn de anticuerpos.

Puesto que las vacunas antivaridlicas con-
tienen bacterias y un virus que produce la
enfermedad en los scres humanos, es covi-
dente la importancia de que se adopten me-
didas satisfactorias de seguridad y pruechas
de pureza.

Las vacunas antivariélicas no deben con-
tener bactcrias patdgenas para el ser hu-
mano, tales como Bacillus anthrasis, Clostri-
diwm  tetant, estreptococos hemoliticos y
estafilococos pidgenos. El ntimero permisible
de microorganismos visbles en 1 ml. de
vacuna, varfa entre 1.000 v 5.000, de acuerdo
con los procedimientos establecidos en log
diferentes pafses.

Explicaré a continuacion la forma en que
se haven las pruebas de pureza e inocuidad
de las vacunas antivaridlicas en el Statens
Seruminstitut de Dinamarca; pero he de
seflalar que existen otros métodos y procedi-
mientos igualmente buenos.

147
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Pruchas de inocuidad y purcea

Se vierten 0,5 ml. de vacuna diluida al
1:100 en cada una de tres pequefias cajas
de Petri; se vierten en cada caja y se mezclan
por medio de rotacidén suave, 15 ml. de agar,
con un 5% de suero de caballo mantenido a
45° C. Después de 48 horas de incubaeion a
37° C. y de dos dias mds a la lemperalura
ambiente, se cuenla el nimero de colonias
formadas en cada caja de Petri. El promedio
de coloniag no debe exceder de 25, es deuir,
de 5,000 microorganismos por ml. Toda colo-
nia que tenga color naranja o amarillo se
analiza en cuanto a su capacidad de fermen-
tar manitol v coagular plasma, Se esparce
una gota de vacuna sin diluir y una gola de
vacuna diluida al 1:100 en cada una de dos
JAminas de agar sangre. Se examinan al
cabo de 24 ¥ 48 horas de incubaciona 37° C.,
para determinar la presencia de colonias
hemoliticas; toda colonia sospechosa se
transfiere a un caldo de suero, se investiga
microsedpicamente después de la incubacién
v se somete & pracba respecto a la produceidn
de hemolisina, Se tipifican los estreplococos
hemoliticos que sc encuentren presentes.

En cada uno de tres tubos de caldo de
tioglicolato liguido que contengan una pe-
quefia cantidad de agar {U.5. Pharmacopoeia
13:689, 1947), se inoenla 0,1 ml de vacuna
gin diluir. Después de cinco dias de incuba-
citn, se mezela e] contemdo de todos los
tubos; se inoculan 0,2 ml. por via subcuténea
a tres ratones que pesen entre 18 vy 20 g., ¥
también 1 ml. por via subcutdnea, a un
cobayo, Se someten los animales a ohserva-
cidn diaria durante ocho dias. Bi muere al-
guno, se hacen frotis en agar sangre, del
higado, bazo, ganglio axilar local y del Jugar
de la inoculacidn. Se identifican los micro-
organismos potencialmente patdgencs y se
caleula la dosis letal minima por medio de
inoculaciones subeutdneas al ratén. Si se
descubre algiin microorganismo patdgeno
para el ratdn y no se trata de una de las
bacterias antes citadas se debe deeidir sobre
la aceptabilidad de la vacuna.

A fin de evitar el efecto bacteriostdtico de
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los antibidticos agregados a la vacuna para
reducir su contenide hacteriano, deben ser
neutralizados hasta que su concentracidn en
las ldminas o tubos inoculados no inhiba el
desarrollo.

La actividad bacleriostatica in vitro de la
peniciling y de la cstreptomicing contra los
diferentes mieroorganismos cuyas pruchas
hemos de realizar especialmente, es, segin

Long ¢t al (The Lancet, 1950, I, pig. 1139)
la siguiente:
Estafilococos Esfreptocecas A
pidgenos hemalflicos tetant
Penicilina,
pg/ml.. . ... 0,030,06 0,006- 0,031
a,1
Estreptomicina,
wg/al . ... 2910 50-100 1.000

La concentracidn de los antibidticos que,
por lo general, se utilizan en las vacunas es
de 250 unidades/ml. de penicilina, o sea, el
equivalente de 150 pg/ml., v 0,5 pg de es-
treptomicing. Bs decir, que sl se emplean
0,6 ml. de una dilucién al 1:100 para 15 ml,
de medin, la coneentracion final en las lAmi-
nag serd de 0,05 ug de penicilina y 0,15 ug
de estreptomicina; y en las pruebas en que
se emplea vacuna no diluida, 1,5 ug de peni-
cilina y 5 ug de estreptomicina por ml. del
mexdio,

Esto representa 250 veces la concentracién
de penicilina necesaria para  inhibir los
estafilococos pidgenos.

Fl clorhidrato de hidroxlamina, en pro-
porcién de 0,1 ml. en dilucién al 1:300, agre-
gado a 1 ml. de vacuna sin diluir, puede
neutralizar ¢l efecto, tanto de la penicilina
como de la estreptomicina, en las concen-
traciones corrientes, despuds de dejarlo
aproximadamente durante una hora a la
temperatura ambiente, sin que ejerza por st
efecto bacteriostatico alguno a esta concen-
tracion.

Pars la prueha de neutralizacidn, se puede
colocar una gota de vacuna sin diluir en una
lamina de agar, fuertemente moculada con
estafilococos sensibles, tanto a la penicilina
como a la estreptomicina.

91 se usa Unicamente estreptomicina a la
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concentracién de 0,5 wg/ml., o se emplea
0,5 % de fenol, la dilueién de la vacuna inocu-
lada es suficiente para eviiar el efecto bac-
teriostatico.

En cuanto a la adicion de antibidticos a
las vacunas antivaridlicas existe, desde
luego, el posible peligro de un cfecto de
sensibilizacion, especiaimente cuando se
utiliza estreptomicina. Cada vez se emplea
mayor nimero de vacunaciones diferentes
para ¢l control de distintae enfermedades;
algunas de esas vacunas, como la utilizada
contra s poliomielitis ¥ algunas antivaridli-
cas, coniicnen penicilina y estreptomicina.
La vacuna contra la poliomielitis se adminis-
tra tres veces, v por via intracutinea, v la
vacuna antivaridlica, una o varias veces, por
escarificacién. Es posible que algunos indivi-
duos hayan recibido ya tratamiento de
estreptomicing y, en tales casos, incluso una
cantidad muy pequefia puede producirles
sensibilizacion. Hs precizo evitar esas compli-
caciones, especialmente en relacién con la
vacunacion antivaridlica. Ademds, no es
necesario emplear estreptomicing en las
vacunas antivarilicas.

Cuando se realizan pruebas de esterilidad
en vacunas cultivadas en huevo, hay que
prestar atencién a la posibilidad de con-
taminacién con Pleuropneumonia v, por lo
tanto, debe utilizarse un medio adecuado.
Un 15-20% de caldo de suero permile €l
desarrollo de este microorganismo,

Ademés del riesgo de contaminacion-bac-
toriana, existe también la posibilidad de que
las vacunag se puedan contaminar con virus
extrafios. No sc cuenta sin embargo con
métodos para descubrir esos virus contami-
nantes!,

Al efectuar pruchas con una vacuna pro-
cedente de Ja India oriental, preparada en
hiifalo, descubrimos la presencia de un virus
extrafio imposible de identificar. Ratones
lactantes infectados con la vacuna morian,
por lo general, dos dias después de la in-

1 8in embargo es posible que los métodos re-

cientes de titulacién de virus en cultivos de tejidos-

en capas monocelulares eublertas de agar permitan
delatar la presenecia de virus contaminantes.
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feccidn; esto resultaba sorprendente, puesto
que suelen morir de 5§ a 7 dias después de la
mnfeecion con vaccina. Por medio de varios
pases en ratones y conejos lactantes pudimos
aislar el virus contaminante y el virus de lg
vaccina. Los experimentos de neutralizacidn
no revelaron proteceion eruzada alguna entre
los dos virus.

Pruebas de actividad

Resultarfa sumamente conveniente es-
tablecer con cardcter internacional requisitos
minimos a fin de estandarizar la actividad
de la vacuna antivariclica y asegurar que
una vacunacidn, sea cual fuere la vacuna
utilizada, proporcione cierto grado de pro-
teccidn contra la viruela. Esto podria lo-
grarse mas f4cilmente si no hubicra diferen-
cias cualitativas entre las vacunas,

Se emplean varios métodos para calcular
Ia actividad de las vacunas antivariclicas:

1. titulacidn intracutdnes en conejos;
2. titulacién por cscarificacién en conejos;
. recuento de pastulas en la membrana co-
rioulantoica de cmbrién de polle;
4. cdleulo del efecto citopatogeno en ¢l cul-
tivo de tejido.

S

Me limitaré a dar una breve descripecion
de los métodos, puesto que han sido explica-
dos en detalle en otros trabajos.

Método de titulacicn intracutdnea

Se inocula 0,1 ml, de Ja dilueién en serie
de la vacuna en la piel de conejos blancos
depilados. Se pueden aplicar de 30 a 40 in-
yeeciones a cada conejo, lo que significa que
se¢ pueden Litular por lo menos 5 vacunas,
junto con una vacuna testigo por cada
conejo. Como la susceptibilidad del conejo
al virus de la vaccinia varia, hay que utilizar
dos conejos para eada titulacién. Las reac-
clones aleanzan su punto méximo entre los
4 y 6 dias después de la inyeccidn, Se anota
diariamente el didmetro de la reaccién.

Nosotros utilizamos este método en el
Statens Seruminstitut de Dinamarea para
probar nuestras propias vacunas, y los re-
sultados son satisfactorics. Hemos obser-
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vado, sin embargo, que la aplicacién de este
método produce, en la mayoria de las otras
vacunas, titulaciones que no son seguras;
algunas dan reacciones muy débilcs, atmque
de un alto titulo, sin relacién con la dosis
administrada; otras no dan reacecidn alguna
a la dilucién de 1:100. El Dr. Collier, del
Instituto Lister, de Inglaterra, ha mostrado
que la interferencia entre los virus muertos
¥ los virus vivos puede ser la causa de esas
reacciones tan débiles; pero seguramente
intervienen también en esto diferencias cuali-
tativas entre lag vacunas.

Bl mélodo de titulacion por escartficacién

Se frota minuciosamente cierta cantidad,
por ejemplo, 0,1 6 0,2 ml. de diluciones en
serie de vacuna en un fdrea escarificada—
2.5 x 5 em.—de la piel de conejos. Con este
método se han de cmplear también dos cone-
jos para cada titulacidn, v sc debe titular
una vacuna testigo simultdneamente con la
VACUNA (Ue Se ensaya.

Al parecer, este método facilita informa-
cidn més cxacta sobre la actividad de una
vacuna que el método de titulacidn intracu-
tanea, pero las diferencias cualitativas entre
las vacunas parece que influyen también en
los resultados. Sin embargo, como el método
de esearificacidn se emplea en la vacunacidén
de seres humanos, parece indicado calcular
la actividad de las vacunas por medio de una
téenica semejante.

Una vacuna satisfactoria debe producir
lesiones confluentes cuando se diluye a
1:1.000, ¥ por lo menos 10 vesiculas, cuando
se diluye a 1:9.000.

Titulacidn en huevo

Segin el método de recuento de vesiculas,
se inocula 0,1 6 0,2 ml. de diluciones decupli-
cadas en serie en la membrana corioalantoica
de embriones de pollo de 11 a 12 dias de
edad. Para cada dilucién se emplean de 5 a
% huevos, v se cuentan las vesiculas al cabo
de tres dias de Incubacidn a 36°C. El titulo
se expresa, por lo general, en funcion del
nimero de unidades infectivas por ml. de
vacuna, nimero obtenido del promedio de

vesiculas de las membranas infectadas con-
la misma dilucién de vacuna.

El titulo que se obtiene mediante el re-
cuento de vesfeulas es mucho mds alto que
el calculado en conejos. Con alguna experien-
cia, se pueden obtener recuentos en forma
f4cilmente reproducible, suponiendo que las
particulas del virus estén dispersadas eon
uniformidad. Sin embargo, no siempre sucede
asi cuando se trata de vacunas antivaridlicas,
v a veces puede aparecer en la membrana
una masa de vesiculas que no es posible
contar.

Otra dificultad ohservada es que algunas
tienden a producir vesiculas tanto grandes
como pequefias y que estas dltimas se desa-
rrollan a un ritmo més lento y, por lo tanto,
son mas dificiles de contar. Y al aumentar
el periodo de incubacidn de 3 a 4 dias, a fin
de dar tiempo a que se desarrollaran todas
las pequefias vesiculas, se produjo una pro-
poreidn mayor de muertes de los embriones.

Por otra parte el subeultivo de las peque-
fias vesiculas di¢ origen a vesiculas tanto
grandes como pequefias, de modo que lo dicho
no parece que sea debido a contaminacidn,

Titulacion en cullive de tefido

La titulacidn de las vacunas antivaridlicas
en cultivo de tejido se encuentra por el mo-
mento en la fase experimental. Se ha demos-
trado que el virus de vacecinia causa altera-
ciones cltopatogénicas en cultivos de tejido
similares a las que producen otros virus,

En la titulacién se emplean casi exclusiva-
mente tubos giratorios, mientras que los
tipos de células pueden variar. Se pueden
utilizar ¢élulas sueltas procedentes de tejido
tripsinizado o bien fragmentos de tejido
finamente dividido e incrustados en el
plasma.

Hemos ensayado la titulacidn de algunas
vacunas ch tubos giratorios utilizando frag-
mentos de tejido de la piel de embriones de
ternera, es decir, la misma téenica que se usa
en Suecia.

Si lag condiciones son dptimas, el desa-

“rrollo del tejido comienza inmediatamente y

en ol término de seis dias se produece un
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desarrollo confluente que consiste casi ex-
clusivamente en células fibrobldsticas, que
permanecen casi sin alteracion durante una
quincena aproximadamente. Cuando el te-
Jido flene ya seis dias, se infecta con virus en
dilucioncs decuplicadas en serie, preparadas
en un medio fresco; de este modo el medio
de cultivo se cambia simultineamente.

Unos dias después de haber infectado el
tejido se manifiestan las alteraciones de las
células, alcanzando su punto miximo de 8
a 14 dias después de la infeccidn.

Los resultados obtenidos son promisorios,
¥ parece que se obtienen con esta téenica
titulaciones més facilmente reproducibles
que mediante la inoculacién en la membrana
corioalantoica. La técnica del recuento de
placas formadas sobre capas monocelulares
fue deserita por Dulbeecco en 1952, si bien
usando virus de poliomielitis. Esta técniea
estd alin en su etapa experimental. Youngner
ha publicado recientemente algunos resulta-
dos de pruebas de velocidad de absorcion y
de formacién de placas, usando distintos
virus, entre ellos el virus de la vaccinia.

Como se ha mencionado anteriormente,
esta técnica puede ser muy 1til, no sdlo para
la titulacidn del virus, sino también para el
control de virus contaminantes.

La Fig. 1 muestra el titulo de 8 vacunas
ealeulado por medio de diferentes téenicas.

Tres de las vacunas, nimeros | a 3, se
prepararon por escarificacion de la piel de
terneras; la No. 4 procede de un bifalo
joven, la No. 5 de una oveja, la No. 6 de la
membrana corioalantoica de cmbriones de
pollo, la No. 7 del higado de conejos lae-

Fra. 1.—Titulo de vacunas antiveridlicas em-
peando distintos mélodos.
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tuntes, ¥ la No. 8 de cultivo de tejido de la
piel de embriones de ternera.

La tnica que no se ha empleado en el
campo es lu vacuna preparada de higado de
concjos lactantes.

Se utilizaron las siguientes técnicas de
titulacidn: intracutdnes, escarificacién, re-
cuento de vesiculas en membranas corio-
slantoicas, y mortalidad de ratones de dos
dias, infectados por via pulmonar.

Las diferenciasg cualitativas entre las vacu-
nas se expresan por el coclente o razén del
titulo del recuento de vesiculas al titulo
obtenido con las otras pruebas. Se observard
que algunas vacunas, las nimeros 1, 4, 7 y
8, reaccionan mejor por inoculacién intra-
cutdnen que por escarificacion, mientras que
las nimeros 2, 3 y 5 tienen titulos mas ele-
vados por escarificacidon que por ¢l método
intracutanco.

La diferencia de capacidad de las distintas
vacunas para matar a los ratones lactantes
es aun mas notable: la vacuna No. 3 tiene
un titulo obtenido por recuento de vesiculas
muy elevado, pero aun diluida a 1:10 no
tiene capacidad pars matar a los ratones
lactantes, a pesar de que produce vesiculas
a una dilucién de 10-%; mientras que otras
vacunas, como las ndmeros 1, 4, 6, 7 y 8,
pueden matar a los ratones a altas diluciones.

Las diferencias cualitativas entre las vacu-
nas estdn también claramente indicadas por
las reacciones que producen en conejos lac-
tantes; algunas vacunas son capaces de
matar a conejos de dos dias tras haber sido
inoculados por via intracutdnea, pero no asi
otras vacunas. Las alteraciones patoldgicas,
especialmente las del higado y 1os rifiones, son
muy caracteristicas de la infeceidn de vacci-
nia con la cepa danesa de vacuna. El higado
aparece punteado de pequefias manchas
blaneas y los riflones muestran manchas
rojas circulares, bien definidas, sobre un
fondo més bien palido.

Otras vacunas tienden a producir diferen-
tes alteraciones patoldgicas, como la ausencia
de manchus en el higado, v neerosis circulares
blanecas en los rifiones.

Se asegura que todas las vacunas ensaya-
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das—salvo la No. 7, que no ha sido empleada
en ¢l campo—producen un 100 % de “tomas”
en la primera vacunacion, a pesar de sus
diferentes titulos y cualidades. Se dice in-
cluso que la vacuna No. 8, preparada en
eultive de tejido, produce 1009 de “tomas”
en reviacunaciones, aunque esta vacuna sélo
tiene un titwlo, obtenido por recuento de
vesieulas, de 4 X 10° unidades infectivas
por ml. jCdmo, pues, es posible establecer
requisitos minimos de validez internacional
para estandarizar la actividad de las vacunas
antivariélicas, cuando las cepas difieren
tanto cualitativamente?

La cuestién decisiva cs la siguiente: jqué
proteccidén proporciona la vacuna contra la
virnela? Algunas vacunas han mostrado su
capacidad epidemioldgicamente 1mpidiendo
la propagacidn de la enfermedad. Raoc ha
demostrado experimentalmente que algunas
cepas indias de vaccinia pueden proleger a
los monos contra la viruela. El Dr. Orskov,
Director del Statens Seruminstitut, sugirié
la posibilidad de transierir pasivamente anti-
cuerpos de una concja vacunada a sus crias
v asi protegerlag contra la viruela. Rao lo
intentd, pero vié que, con la téenica que
empleabs, el virus de la viruela no presen-
taba patogenicidad para los conejos lac-
tantes. ’

He tratado de lamar la atencidn sobre las
dificultades que se encuentran al tratar de
determinar los requisitos minimos para la
estandarizacidn de la actividad de vacunas
de diferente origen.

Cabe suponer que una vacuna (ue posea
1a propiedad de causar todos los tipos de
lesiones previamente mencionados, debe pro-

porcionar mejor proteceidn que las vacunas
que carecen de una o mis de estas propieda-
des. Sin embargo, esto es sélo una suposicién
v, para los fines practicos, seri necesaric
escoger una sola prueba.

8i es preciso escoger uno de csos métodos
de titulacién para vacunas de diferente cali-
dad, creo que el procedimiento de recuento
de vesiculas debe ser el preferido, si blen
puede resultar que ¢l método de titulacién
en tejido dé resultados més facilmente re-
producibles ¥y ses también més econdrnico.
Fn mi opinién, el requisito de un titulo de
10% unidades infectivas por ml., determinadas
por el recuento de vesiculas, es tal ver dema-
siado rigido.

Cuando las vacunas han pasado satisfac-
toriamente las pruebas de pureza, inocuidad
y actividad, se debe vacunar, con cada lote,
de 12 a 20 nifios no vacunados anteriormente.
Al observarlos 14 dias después de la vacuna-
cién, debe encontrarse un promedio de
98100 % de primorreaciones, sin reacciones
praves.

En Dinamarca agrupamos las vacunas
procedentes de varias terneras, despuéds do
que cada lote ha pasado separadamente las
diferentes pruebas, con el fin de disponer de
una cantidad suficiente para un afo. Todas
las semanag, estas vacunas se emplean en la
vacunacion piblica en el Btatens Seruminsti-
tut, de Copenhague. las vacunaciones las
realiza un vacunador de gran experiencia y
las reacciones so observan 15 dias mds tarde.

De esta forma podemos observar siempre
la tasa de primorreacciones de la vacuna en
los nifios vacunados por primera ves,
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DIAGNOSTICO DIt LABORATORIO DE T.A VIRUELA®*
Dr. ALFRED §. LAZARUS -

Director del Insiituto Nacional de Salud Publica, Lima, Perd, y consudtor en laboratorios de salud pub-
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Las pruebas especificas para el diagndstico
de la viruela han mejorado notahlemente
durante estos altimos afios y en la actualidad
prestan gran ayuda al clinico, permitiéndole
el diagndstico especifico exacto. Desde que
es obvia la importancia que tiene el reconoet-
miento temprano o precoz de la viruela, las
pruebas espceificas de laboratorio son de
enorme utilidad, especialmente durante los
primeros momentos de una epidemia, asi
como en }og casos de reas en las que la en-
fermedad no es frecuente y donde la enferme-
dad se encuentra muy diseminada. Por otro
lado, la diferenciacidn precoz entre viruela
v varicela s6lo se puede hacer con seguridad
mediante las pruchas de laboratorio. Ofrece-
mos & continuacidn un cuadro que conticne
los procedimientos més importantes usados
en la actualidad, el que cs una modificacién
v una ampliacidn del publicado por van
Rooyen y Rhodes. Aunque existen otros mé-
todos que podrian habersc incluido en el
referide cuadro, se omiten en esta oportuni-
dad debido principalmente a que ain no han
sido empleados con suficiente amplitud como
medios auxiliares de diagndstico.

Expongamos brevemente cada uno de los
procedimientos de laboratorio que se men-
cionan en el cuadro. Por lo demds, se sabe
que la mayoria de los asistentes a esta re-
unién tiene amplia experiencia sobre algunos
o todos los métodos que se menecionan, por lo
que se suplica tengan la bondad de indicar
las omisiones que puedan notar & fin de
diseutirlas oportunamente. Nuestra expe-
riencia personal podria decirse que se refiere
con mas frecuencia al aspecto negativo,
puesto que los servicios de laboratorio bajo
nuestra supervision frecuentemente se han
oricntado a descartar lg posibilidad de la

* Trabajo presentado en el Seminario de Va-
cunacign Antivaridlica celebrado en Lima, Perg,
del 20 al 25 de agosto de 1956.

viruela en casos sospechosos. Por esta razén
se piden todos los comentarios que se esti-
men necesarios, especialmente por parte de
aquellas personas que tienen amplia ex-
periencia en casos de virucla.

Durante log primeros momentos del pe-
riodo prodrémico debe tratarse de obtener
ung muestra de suero en condiciones asépti-
cas. Tales muestras, conservadas en condi-
ciones ordinarias de refrigeracidn, puede gue
no se ugen en el futuro. Sin embargo, en casos
de cualquier prueba seroldgica especial que
se lleve a cabo con posterioridad, tales mues-
tras son inestimables en calidad de control
o término de comparacion. Todos los que
tienen experiencia en los métedos de diag-
néstico de laboratorio saben que se obtienen
resullados posilivos en las pruebas seroldgi-
cas durante la etapa final de Ja enfermedad,
o en lag convalecencia, pero en tales circuns-
tancias no es posible interpretar adecuada-
mente los resultados si no se dispone de una
muestra tomada con anterioridad. Ifl re-
sultado positive de una sola prueba serolé-
gica no es definitivo, ya que se hace necesario
verificar un incremento en la presencia de
log anticuerpos entre dos muestras tomadas
en etapas diferentes de la enfermedad, como
evidencia cspecifica de la infeccién. Por con-
siguiente, se suglere a todos aquellos que
tienen responsabilidades en este aspecto tra-

-ten siempre de obtener una muestra de

suero durante las primeras fases de la enfer-
medad en los casos que no se ha llegado a
un diagndstico definitivo.

La observacidn microscdpica de irotis
colorcados, preparados durante las primeras
fases de la viruela, cs un procedimiento
sencillo y de gran valor en el diagndstico.
Para esto se desinfecta con acctona o éter el
drea de la piel que se ha seleccionado, y
luego con un escalpelo afilado se raspan aisla-
damente varias petequias. Debe extenderse
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por separado el material obtenido de cada
petequiz en ladminas porta-objetos, debida-
mente limpiag, usando la hoja del mismo
escalpelo, Se pueden hacer en cada lamina
varias de tales extensiones, y se recomienda
que se separen por lo menos 6 frolis o ex-
tensiones de diferentes sitios. Enscguida se
deja que las laminas se sequen, cubriéndolas
luegoe con suero fisivlagico por espacio de 3

8 5 minufos; se sacan luego al aire libre y se
fijan con mezcla de partes iguales de alcohol
y éter durante 3 minutos. Las laminas debe-
rdn fijarse y secarse lo antes posible después
de preparadas. Una vez fijadas y secas, pue-
den empaguetarse a fin de enviarlas a algun
laboratorio central o conservarlas para futu-
ros usos, tales como la ensefianza.

La téenica de Paschen da excelentes re-
sultados en la coloracién de los cuerpos ele-
mentales de la viruela. De acuerdo con dicha
téenica las preparaciones se tratan con una
solucion mordiente, filirada, vy se calienta
suavemente por espacio de 5 a 10 minutos.
Luego se las lava en agua, se cubren con ung
solucion filtrada de fuscina fenicada, se
calientan y se dejan en reposo durante 10
minutos antes de lavarlas v secarlas. Los
pormenores de este procedimiento de colora-
cién se pueden encontrar en cualquier libro
de téenicas de laboratorio. También han
sido empleadas otras técnicas de coloracidn,
fales como la de Giemsa y la de Morosow,
que ofrecen resultados inferiores a la de
Paschen.

De acuerdo con nuestra experiencia es
neeesario tener bagtante cuidado en la prepa-
racién y filtrado de lus dos soluclones que se
usan en el colorante de Paschen. Con fre-
euencia, algumos lotes de fuscing se precipi-
tan, y las particulas del colorante se pueden
confundir con los cuerpos elementales, espe-

- clalmente cuando no sc tiene la suficiente
experiencia. Por esto se recomienda que cada
lote de las soluciones empleadas en este colo-
rante debe ser debidamente rotulado v,
una vez verificada la buena calidad de las
mismas, no emplearlas con otro fin. Cuando
estdn bien preparadas no se deterioran con
el tlempo, y mas bien mejoran en calidad.

A la observacién microseipica, usando
lentes de inmetsidn al aceite, los cuerpos de
Paschen coloreados por este método se pre-
sentan como cuerpos elementales de un color
rojo intenso. Durante los primeros estudios
de la viruela las preparaciones muestran
gran himero de cuerpos elementales, wisla-
dos o en grupos. A diferencia de esto, los
cuerpos elementales de la varicela no se
colorean bien por cste método, son escasos
en nimero y més pequefios que los de la
viruela. Puesto que el virus vacuna es micros-
copicamente ndiferenciable del de la vi-
ruela, & fin de ganar experiencia y controlar
los resultados en la coloracién de acuerdo con
la técnica de Paschen, se recomienda traba-
jar simplemente con material procedente de
terneras, pues, recordando que el método de
Paschen es el procedimiento que en la ac-
tualidad se emplea preferentemente para el
diagndstico ripide durunte las primeras
fases de la viruela, es de suma importancia el
cuidado que debe ohservarse en todos los
aspectos o etapag del mismo: preparacion de
las l&minas, fijacién, coloracién y examen.

Fn el caso rue se tuviera la fortuna de
disponer de un microscopio electrénico, las
preparaciones pueden hacerse directamente
sobre la moniura de plistico. Aunque no
tenemos cxpericnela personal con este pro-
cedimiento, no cahe duda que el microscopio
electronico ofrece grandes posibilidades en el
diagndstico precoz de la viruela, del mismo
modo que on la diferenciacidén de ésta de la
varicela.

Cuando se trata de aislar el virus en em-
brifn de pollo, en cultive de tejidos o en
edrnea de conejog, se hard un raspado como
ch log casos anteriores ¥ el material obtemdo
en esta forma se suspende en 1 ml. més o
menos de suero fisioldgico que contenga
aproximadamente 500 unidades de penicilina
v eaniidad igual de estreptomicina, Tas ino-
culaciones se hardn en estos casos tan pronto
como sea posible después de haberse pre-
parado el indeulo.

Para la incculacion de los huevos, es pre-
ferible craplear embriones que tengan 11 dias
de desarrollo. Los huevos, después de exami-
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narlos para confirmar Ia presencia de embrio-
nes vivos, se prepararin como en log casos
de Inoculaciones en la membrana corio-
alantoica. Del material original que contiene
penicilina y estreptomicina, se preparan dilu-
ciones al 1/10 y al 1/100 en suero fisiolégico.
Cada embridn se inoculard con 0,1 ml. de la
respectiva suspension, y de cuda dilueién
deberan inocularse cuando menos 6 huevos,
pucsto que los resultados nmuneca son uni-
formes aun en cepas del virus que tengan ya
varios pasajes en el laboratorio. Los huevos
incculados deberdn incubarse a 35° C.

A partir de lus 72 horas de la inoculacion,
ge abrird diariamente un huevo de cada dilu-
c1on. Con todo cuidado se removerd la mem-
brana corioalantoiea, se la extenderd en una
placa Petri, examindindola contra un fondo
oscuro con la ayuda de una lente de mano,
en busca de lcsiones, las que por lo general,
son difercntes de aguellas que se observan en
los embriones infectados con virus de va-
cuna. Al observar lesiones sospechosas en la
membrana  corionlantoica, deberd  confir-
marse microscopicamente la presencia de
los cuerpos de Paschen antes de emitit un
informe positive. Es relativamente sencillo
el pasaje del virus en el embrién de pollo,
pero debe tenerse cuidado de inocular siem-
pre un adeeuade ntmero de huevos dado
que, como se ha dicho, la infeceldn no es
uniforme.

La misma técnica puede emplearse con las
costras que se obtienen en las dltimas fases
de lu infeccidn. En este caso las costras se
molerdn convenientemente en un mortero
astéril, usando de 1 a 2 ml. de suero fisioldgico
que contenga penicilina y estreptomicina.
Puesto que la contaminacién de la superficie
de las costras es frecuentemente alta, a
manera de precaucidn se inocularin en la
vema H00 unidades adicionales tanto de peni-
¢iling como de estreptomicing, con anteriori-
dad a la inoculactén de la membrana corio-
alantoica.

De acuerdo ¢on nuestras informaciones, la
técnica del cultivo de tejidos atin no ha sido
empleada como un procedimiento de labora-
torio en el diagndstico de la virucla. Sin
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embargo, los aqui presentes estdn bien ente-
rados de este tipo de estudics. Parece com-
pletamente laciible el empleo de los tubos
ordinarios de¢ cultivo, conteniendo, ya sea
células dispersas de rifidn de mono, o “Hela
cells”, para la inocculacidn directa de las
suspensiones ya descritas. Desde luego, la
verificacion del desarrollo del virus no de-
penderia en estos casos dnicamente de la
citélisis, sino que requeriris también la ob-
servacidn microscdpica de los cuerpos de
Paschen. Parece posible llegar a algiin mé-
todo de demostracidon de la infeccién con el
virus de la viruels basade en el cambio de
color de algin indicador, como en el método
debido a Youngner y Salk en el cultive del
virus de la poliomielitis, en cuyo caso tam-
bién se haria la confirmacién de Jos cuerpos
de Paschen por medio de ldminas colorcadas.

La prucba de Paul en la cornea de conejo
no es muy usada, a pesar de ser sencilla y
tener algtin valor en el aislamiento del virus.
Para esta prucba se anestesia un concjo
adulto con éter o por otro medio. No es con-
veniente anestesiar directamente el ojo. Para
la. inoculacidn en s, se retiene fijo el ojo en
su sitio v sc deja caer el indculo sobre la
gérnea, Indeulo que puede constituir la
suspensidn ya descrita o el fitido no diluido
procedente de las vesfculas o las pistulas.
En seguida, se escarifica la cdrnea con la
ayuda de un escalpelo o la punta de una
aguja hipodérmica, haciéndose tres escari-
ficaciones verticales y tres horizontales.
Esta misma operacién sc repite en €l otro
ojo del conejo, pero esta vez usando sucro
fisiolégieo con la finalidad de controlar post-
bles infecciones no especificas. Después de la
escarificacidn, sc deja libre el ojo y se colocan
dos o tres gotas del inéeulo en el saco con-
juntival. A continuacion se cierra el ojo y se
frota suavemente el pirpado por encima de
la cornea. Empleando una lente de mano se
observan los ojos del conejo cada 24 horas,
en busca de pequeilas lesiones erateriformes
4 lo largo de las lineas de la escarificacion,
asi como de opacidad en la edrnea. Aungue
por lo general se requieren 72 horags para ob-
tener resultados positivos, en algunos casos
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este lapso puede ser menor. Si se lega a ob-
servar lesiones, el ojo deberd ser extraido
para, después de fijado, preparar de él cortes
histolégicos ¥ colorearlos. En los casos posi-
tivos podrin observarse los tipicos cuerpos de
Guarnieri.

La prueba de Paul fiene valor tan s6lo en
los casos positives. Ton este sentido conviene
tener en mente que un resultado negativo
no desecha la, posible presencia de la viruela,
ya que nwmerosos investigadores han ob-
tenido resultados negativos en casos proba-
dos de viruela. La razdn se desconoce adn,
pero probablemente cuando menos el 50%
de casos de viruela ofrecen resultados nega-
tivos a la prueba de Paul. Los resultados
siempre son negativos con la varicela.

Los procedimientos de Jahoratorio no con-
siderados hasta aqui comprenden pruebas
geroldgicas de diferentes clages. En dos de
éstas, a saber, la de fijacién del complemento
v la de floculacidn, es necesario disponer
previamente de un suerc positivo de alto
titulo para usarlo como anticuerpo. En estos
casos el paciente proporciona el antigeno, y
el resultado serd positivo sl el antigeno con-
tiene el virus de la viruela o sustancias
solubles producidas por el virus. En una
tercera prueba, la inhibicién de la hemo-
aglutinacién de los eritrocitos, el paciente
proporciona el suero. '

La preparacién de un potente suero hiper-
mmune pars 1a fijacion del complemento se
puede hacer en conejos. Con este fin se pre-
para un antigeno libre de bacterias por medio
de pasajes en los testiculos de conejo con un
mtervalo de 4 diag. Se extracn asépticamente
los testiculos y se muelen en una mezcla-
dora Waring con suero fisiolégico. De esta
suspension, la que luego se centriluga a baja
velocidad con la finalidad de sedimentar las
particulas gruesag, se prepara una suspensgién
al 10% en suero fisiolégico. Esto constituye
el indeulo, el que puede conservarse a una
temperatura de 0 a 5°C. hasta el momento
de ser usado.

Con el material anterior se inoculan, cada
2 6 3 dias, por espacio de 4 semanas, conejos
que se encuenfran en la convalecencia de

ung infeccién previa por el virus vacuna. Las
inoculaciones comienzan con 1,0 ml. de la
suspension de testicnlo durante 3 inyecciones
de la primera sernana, aumentando luego la
dosis scmanalmente, hasta que las 3 inocula-
ciones de la cuarts semana sean de 2,5 cc,
Después de 10 dias de la iltima inoculacién
se hard una sangria de prueba, recordando
gue un buen suero debe tener un titulo de
fijacién del complemento cuando menos de
1-32. El titulo del suero permancce estable
de manera indefinida bajo condiciones apro-
piadas de conservacién, Inmediatamente
antes de usarlo, el suero debe ser inactivado
a 56°C. por espacio de 10 minutos a fin de
eliminar la actividad anticomplementaria,
termoldhbil, que suele adquirir en el suero del
Conejo.

Para la titulacion del suero hiperinmune
del conejo debe prepararse un antigeno va-
cuna patrdn, el que se usard también como
control del material que se usa en la prueba,
Este antigeno puede prepararse también de
1a, cepa del virus de vacuna que se ha pasado
a través del testiculo de conejo, emulsiondn-
dolo con una pequefia cantidad de suero
fisiolégico. El Mquide sobrenadante que se
obtiene después de la centrifugacién se
extrac y se seca por liofilizacidn, colocindclo
en ampolietas enseguida a fin de cvitar la
rehidratacidn. Del mismo modo puede
usarse un antipeno dérmico preparado en la
piel del conejo. Para emplearlo ecomo control,
el polvo se suspende al 1% en suero fisiold-
gico, el que luego se centrifuga a 1.500 revo-
luciones durante 15 minutos. También este
antigeno, seeo y coloeado en ampollas, puede
conservarse de manera indefinida, pero la
respecliva solucién deberd prepararse cada
ver (ue vi a ser usada.

" Il antigeno provemente del paciente con-
sistc en el material que se extrae de las
vesgiculas o pistulas, en pequefia cantidad de
suero fistoldgico, o de las costras molidas en
un morterce con un poco del mismo suero.
La prueba en & puede ser cualquiers de las
variantes empleadas en la fijacidn del com-
plemento. Nosotros preferimos una fijacién
a 5°C. durante toda la noche, aunque el
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método del fijado por espacio de 4 horas
tiene la ventaja de proporcionar los resulta-
dos con mayor prontitud. Cada laboratorio
dedicado a estas laubores tiene su método
propio, por lo general basado en el horario
de trubajo ¥ en otros factores semejantes.

In el procedimiento ordinario de la fija-
eién del complemento se usa tan solo un
tubo para el antigeno, debido a la pequefia
cantidad del material disponible. Por lo
demds, deberdn emplearse todos los con-
troles que sean neeesarios. Los métodos mds
recomendados pueden encontrarse en los
respectivos textos sobre téenieas de labora-
torio.

La fijacidn del complemento puede tam-
bién llevarse a caho en el suero del paciente,
en cuyo caso se usa como antigeno una pre-
paracién estandarizada de vacuna o de virus
de la viruela. En este vaso, sin embargo, un
s6lo resultado positivo no tiene suficiente
valor disgndstico, ya que, como s¢ ha men-
clonado en parrafos anteriores, se necesita
una muestra de suero obtenida con anteriori-
dad a fin de poder comparar los resultados.
Para obtener resultados satisfactorios debe
verificarse en tode caso una elevacidn del
titulo de los anticuerpos, razén por la cual
ge recomendd anteriormente la obtencion de
una muestra de suere durante las primeras
fuses de la enfermedad.

Ia prueba de floculacidn emples también
¢l mismo material poco més o menos que la de
fijacion del complemento, y aunque es més
sencilla y rdpida, tiene la desventaja de no
ser tan sensible m satisiactoria en sus
resultados como la de fijacién del comple-
mento. Para la prucha de floculacién se pre-
para un suera hiperinmune como el ya men-
cionado. El antigeno de control también
puede ser preparado como en el caso de la
fjacidn del complemento, usando material
del testiculo o de la piel, infectado por el
virus de la vacuna. La muestra tomada del
paciente deherd, centrifugarse ligeramente, st
es que contiene particulas gruesasg. La prueba
de floculacidn se realiza empleando 0,2 ml.
de antigeno mezclado con igual cantidad de
guero hiperinmune diluido al 1{y. No debe
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dejar de hacerse los controles. Corriente-
mente, la incubacidn se efectila durante toda
la noche, a 50°C., despuds de lo cual se ob-
serva si hay o no floculacién, valiéndose para
ello de una lente de mano. Aunque esta

- prueha puede también cfectuarse en el suero

de convalecientes, no stempre ofrece resulta-
dos positivos en casos probados de viruela.
Parece que la prueba de floculacién no es
muy sensible, pero tiene la ventaja de su
simplicidad. En la actualidad esta pruebs no
es muy usada.

Lz ichibicidn de la aglutinacién de los
eritrocitos de pollo por el virus de la vacuna
en presencia de  anticuerpos  especificos,
ofrece la posibilidad de un método més de
diagnistico de la viruela, No tenemos ex-
pericneia personal sobre este particular, ni
sabemos que se haya usado con fines diag-
nosticos, no obstante lo cual parece entera-
mente posible gue este procedimiento pueda
ser de utilidad. Podria ser andlogo a la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion,
de uso corriente en el estudio del virus de la
influenza y de los anticuerpos gque éste
produce. Desde luego, hace algin tiempo
gue se conoce la capacidad que tiene el virus
de la vacuna dc aglutinar los critrocitos de
pollo, del mismo modo que se ha encontrado
que el suero de las personas primovacunadas
contiene anticuerpos capaces de Inhibir tal
aglutinacién, -

En esta prueba se meszcla el suero del
paciente con el virus de la vacung ¥ una sus-
pension de gldbulos rojos de pollo. La au-
sencig, de aglutinacidn significa positividad
de la prueba. Desde luego, deberin hacerse
los debidos controles. También en este caso
cuslgquier resultado positivo tendrdé mayor
valor ¢ se dispone de una muesira anterior
de suero, con la que se podrin efectuar prue-
has de comparacidn. Aunque cste método no
ge presta mucho para el diagndstico precos,
ofrece lag ventajas de su bajo costo y facili-
dad de ejecucion, lo que tiene valor en espe-
cial enando sc realizan encuestas retrospecti-
vas 0 trabajos de investigacidn,

En este sumario acerca de los métodos de
laboratorio disponibles para el diagndstico
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PROCEDIMIENTOS LESPECIFICOS DE LABORATORIO PARA LI
DIAGNOSTICO DE L.A VIRUELA
{(Modificacion y ampliacion adaptadas de] ‘“Text Book of Virelogy®’ por Van Rooyen y Rhodes)

Diz aproxi-
mado de la
enfermedad

Condicidn dinica

Muyestras necesarias

Pruchy

Tiempo regueride

1-3 Dolor de cabeza,
escalofriog, fie-
bre, voémito,
ete,

Bangre, 81 sc sospecha
una infececién por virus

* Beparar ¢l suero y con-
servar

14 mﬂfrupcién prodré-
mica, &l cstd
presente

Raspaduras del dres pe-
tequial

Susgpensidn en suero fisio-
légico del material ex-
traido de lag petequiag

* Examen microscdpico
en bugea de cuerpos
Paschen

Léminas coloreadas o
microscopio electrénico

* Inoculaeién en embrio-
nes de pollo de 11 diag
o en cultivoas de tejido

Prueba de Paul en cérnea
de conejo

1 hora,

3 dias

3 diag

5 Erupcién de pé-
pulas

Raspaduras como las de
arriba

Pruebas como lus de

arriba

TFiempos  como
los de arriba

6-7 Vesiculas

8i el fldido no puede ser
obtenido, hacer raspa-
duras de la base de las
vesiculag

* Examen mierogeépico
de ldminas coloreadas
o microsedpico electrd-
nico

1 hora

Fhiido colectado por tu- | Pruebas de fijacién del | Durante la
bos capilures o con complemento si es sufi- noche
anguja fina y jeringa de ciente el fldido dispo-
tuberculina nihle
* Aiglamiento del wvirus | 3 dias
en huevos o cultivos de
tejido.
Prueba de Paul 3 diss
8-10 | Pdastulas Fxudado obtenide con | Fijacién del complemento | Durante 1a
aguja y jeringa adecua- noche
das
Prueba de fleculacidn Durante la
noche
Prueba de Paul 3 dias
* Aiglamiento del virus | 3 dias
15-20 | Costras Costras Fijacion  del (5(3mp]e- 12 horas a 3 dias
mento o floeulacién inl )
Prueha de Paul scgun ‘a rgﬂp%'
* Alslamiento del virus tiva prucba
30 Convalecencia Suero Tnhibicién de la aglutina- | 2 horas

ci6n cn los hematies de
pollo

* Prucbas preferidas.

de la viruela, nos hemos limitado a aquellos
que son especificos. Existe, desde luego, una
serie de pruebas que no son especificas en
las que se emplea ya sea sangre u orina, las
que proporaionan informaciones de cardeter

prondstico. Los detalles de tales pruebas, as
como el significado que tienen sus resultados,
pueden verse en cualquier texto de patologia
clinica.

Hemos tratado en el presents informe de
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ofrceer alguna informacidn sobre cada uno
de los métodos seguidos en la actualidad so-
bre el diagndstico de la viruela, y en el
cuadro se consideran aquellos métodos que
estimamos de mayor utilidad. En el diag-
ndstico precoz, que frecuentemente es lo mis
importante, la observacién microscdpica de
preparaciones coloreadas es de gran valor y,
afortunadamente, de ficil ejecucidn. Si se
utiliza en forma adecuada, esta técenica ofrece
resultados definitivos en corto tiempo. Ei
aislamiento del virus de la viruela, a pesar
de requerir algunos dias, es igualmente
sencillo ¥ ofrece confirmacidn definitiva. En
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nuestra opinién, la prueba de Paul tiene
escaso valor, pues el método del aislamiento
del virus a través del embrién de pollo es
mucho més scguro. Las pruebas serolégicas
no ayudan en el diagndstico precoz, pero
tienen utilidad en el diagndstico retrospec-
tivo, en cncuestas y en trabajos de investi-
gacion.

No cabe duda que en el futuro han de
descubrirse nuevos v mejores métodos de
diagndstico en este campo. No obstante esto,
en la actualidad ¢l laboratorio estd en con-
diciones de ofrecer ayuda en el diagndstico,
permitiendo pronta y segura informacidn
sobre la identificacién de los casos de viruela.



INFORME SOBRE LA CAMPANA DE VACUNACION ANTIVARIOLICA
EFECTUADA DURANTE EL PERIODO
OCTUBRE 1950-DICIEMBRE 1955*
Dr. ANTONIQ DE LA YULENTI E,

Jefe del Departamente de Inmunizaciones, Minislerio de Salud Publica y Asislencia Social, Lima, Perd

u

El 23 de septiembre de 1950 se firmdé un
convenio entre ¢l Gobierno del Perd y la
Oficina Sanitaria Panamerieana pars levar
a, efecto un programa de vacunacion contra
la viruela.

Se estimd que inmunizando al 80 % de la
poblacién en un pertodo de 5 afios, se redu-
cirian los casos de viruela a cifras insigrnifi-
cantes, y hasta serfa posible erradicarla.

Para llevar adelante este programa se tu-
vieron en cuenta los siguientes factores,

1) La importancia de la enfermedad y su ex-
tension;

2) La vacuna que convendria emplear;

3) La técnica y el equipo para su aplicacion;

4) Las condiciones que debia reunir el per-
sonal médico y auxiliar;

5) El sistema de trabajo;

6) Los fondos necesarios para la ejecucion del
programa y la regularidad de sus entregas; y

7) La estadistica ¥ cvaluacién de los resulta-
dos.

1. La importancia de la enfermedad y su ex-
tensién

Desde 1a llegada de los espafioles parece
ser que existié la viruela en el Perd. Se cree
que los ejéreitos de Huayna Capac fueron
destruidos por la primera epidemia de esta
enfermedad, habiendo muerto de ella el
mismo Emperador. Esta posible epidermia de
viruela se produjo alrededor del afio 1529,

Desde aquella época se hizo endémiea,
presentdndose periddicamente brotes epi-
démicos que asolaban todo el pals.

No vamos a hacer historia de este perfodo
va que de él trata el Dr. Juan B. Lasires en
la “Historia de la Virucla en el Perd”

* Trabajo presentado en-¢l Seminario de Va-
eunacién Antivaridlica selebrado en Lima, Perq,
del 20 al 25 de agosto de 1956,

(Volumen IIT de la revista Salud y Bienestar
Social). Pero presentamos una figura (véase
Fig. 1) que comprende ¢l total de casos de
viruela conoecidos durante el periodo de 1940
a 1955, que es de 20.779, con una media
anual de 1.861, influenciada fuertemente por
las cifras extremas de los brotes epidémicos.
La mediana correspondiente a estos 16 afios
es de 959 casos.

Es de tener en cuenta que todos estos
datos son incompletos, pues lu zona de de-
nuncia no comprende mas que el 40%,
aproximadamente, de la poblacidn.,

81 nos fijamos en esta figura se puede
apreciar que en el afio 1940 se inicid un
periodo epidémico, que abarea 4 aiios, con
un total de 7.979 denuncias, correspondiendo
esto a una media anual de 1.992 ecasos; el
miximo fue de 3.143 en el afio 1941 vy el
minimo, de 466 en 1940,

Este periodo va seguido de otros 4 afios
en que la viruela tomd un cardcter endé-
mico, produciéndose durante ese tiempo
1.889 casos y una media de 472,

En 1948 se inicid el brote epidémico més
alto registrudo durante estos 16 afios, pues
durante el quinguenio 1948/52 se tuvo
conocimiento de 19.600 casos, con una media
de 3.920 vy una mediana de 3.612. La mixima,
correspondid al afio 1948, con 7.105, y la
minima a 1951 con 1.218 casos.

Iiste quinguenio es seguido por 3 afios en
los que solamente sc presentaron 308 casos,
correspondiendo 172 o 1953; 136 a 1954 ¥
ninglin easo a 19556,

Si nos referimos ahory a tasas por 100.000
habitantes, y no a nimeros absolutos como
hasta aqui, vernos que la maxima observada
correspondid al afio 1948 y la moinima al de
1955, que fue cero, como hemos indicado
més arriba,

160
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Tra. 1.—Total de casos de viruela conocidos duranie el periodo 1940-1986.
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Cuapro No. 1.—Numero de casos de viruela en
¢l Perd de 1840 a 1955,

Tase por
Ao No. de casos 160900 Poblactin informunte

kabitantes
1940 466 16,3 2.850.123
1941 3.143 108,5 2,806,466
1942 2.514 86,4 2.043.562
1943 1.856 62,0 2.991.425
1944 296 9,7 3.043.159
1945 354 11,6 3.095.787
1946 700 22,2 3.152.532
1047 537 16,7 3.210.317
1948 7.105 17,0 3.275.833
1949 §.305 158,06 3.342.636
1950 3.612 107,1 3.373.200
1951 1.218 35,0 3.500, 833
1952 1.360 40,0 3.412.977
1953 172 4,6 3.738.859
1954 136 3,4 3.977.066
1955 0 0 4,052,830

Presentamos un cuadro en relacion con
tasas por afios y poblacién denunciante
{véase cuadro No. 1), en el que se puede
apreciar que la tasa maxima correspondid
al afio 1948, con 217 por 100.000 habitantes.
También se ve claramente gque el sistema

19,600

de denuneia ha ido mejorando a través de
los afios, ya que en 1040 sélo abarca a
2.800.000 habitantes, v en 1955 habia au-
mentado a 4.000.000.

Debe tenerse en cuents que el Departa-
menlo de Inmunizaciones investiga toda
denuncia de casos de viruela; por lo tanto,
podemos decir que la zons de denuncia
abarca casi todo el pals.

81 estudiamos esta cnfermedad en relacion
con su extension se observa gue la mayoria
de los easos denunciados se distribuyen en
dos grandes mieleos; uno situado en el norte,
que comprende los departamentos de iura,
Cajamarca v Lambuyeque, y otro en el sur,
integrado por Cuzeco, Ayacucho, Apurimac
v Puno. Llama la atencidon la existencia de
estos dos grandes nidcleos de viruela, separa-
dos por una zona central menos castigada,
asi como los departamentos de la Selva, que
tienen un ntmero muy pequefio de casos, A
este regpecto, cabe pensar en la posibilidad
de una mayor vacunacién en los departa-
mentos de la zona central debido a que las
empresas mineras efcetdan inoculaciones de
todo su personal y familiares correspondien-
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¥ig. 2.—Morbosidad por viruelo en el Perit, por deparlamentos, en 1950, Tusas por 100.000 habitantes.
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tes; tumbién se podria pensur en eontactos
fronterizos. En cuanto a los departamentos
de la Selva, indiscutiblemente, la menor
incidencia estd influida por la baja densidad
de su poblacidn,

81 nos referimos ahora a la situacidn de la
viruela en el afio 1950 en que se comenzd la
campadia de erradieacion de esta enfermedad,
nos encontramos que durante cse afio se
tuve conovimiento de 3.612 casos, corres-

pondiendo al Cuzeo 1.247 y al deparia-
mento de Amazonas 589. En ¢l mapa (Fig. 2)
presentado, que hace referencia al total de
casos por 100.000 habitantcs, Amazonas
ocupa ¢l primer lugar, pero, teniendo en
cuenta el terremoto producido en la ciudad
de Cuzeo en octubre de dicho afio ¥ el haci-
namiento y traslado de la poblacidn consi-
guientes, se decidid comengzar el programa
de vacunacidn por esta ciudad y demés

41
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provineias del departamento. Se considerd
ademas, que las vias de comunicacién son
mejores v la poblacion mds densu que en el
departamento de Amazonas, lo que desde cl
punto de vista epidemiolégico, Io hacia mis
peligroso,

2. La vacuna que convendrin emplear

Uno de los puntos bdsicos considerados
antes de comenzar el programa, {ue el de la
clase de vacuna que convendrfa emplear.
El Instituto Nacional de Higiene en 1950
producia solamente vacuna glicerinada, la
que, por necesitar refrigeracion, hacia dificil
v costosa su aplicacidn en el medio rural.

La Oficina Sanitaria Panamericana pro-
porelond vacung seca para un experimento
en una drea predominantemente rural y
con caracteristicas de clima tropical.

Se cscogid el departamento de Tumbes,
que reune estas condiciones, y el experi-
mento consistié en comparar la vacuna gli-
cerinady  con la liofilizada sin refrigerar
durante un periodo de 31 dias.

Las dos vacunas, de la misma procedencia
(Laboratorio del Estado de Michigan) y con
igual potencia en el momento de comenzar el
ensayo, fueron inoculadas al mismo sujeto
en ambos brazos, v 1a lectura se hizo 4 veces
(en cada sujeto vacunado) de conformidad
con el siguiente cuadro:

12 fectura a los 2 dias

29, it o e 4 [
331 il [IoEnTY 7 113
49 i [y 9 I

La Fig, 3 nos muesira que, mientras
que con la vacuna liofilizada la campaiia did
muy buen resultado, el de la glicerinada fue
mediocre.

A partir de octubre de 1953 se empled en
el campo la vacuna liofilizada producida por
el Instituto Nacional de Higiene. Se obtuvo
un promedio de 90,4% de positividad en
primovacunados. Kl lote que dié menor
positividad aleanzd 77,4% y el que mis
97,4 %. Algunos lotes estuvieron en uso du-
rante 21 meses, conservando, sin embargo,
Su potencia.
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F1c. 3.—Resumen de los resullados de la vacuna
seca y glicerinada sin refrigerar durante 80 dias.
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Podemos considerar estos resultados como
muy bucenos en un trabajo de campo; para el
trabajo en zonas rurales se estd dando prefe-
rencia al uso de la vacuna liofilizada, re-
servando la glicerinada para el trabajo en
cludades o en centros en donde sca ficil
refrigerarla. Es probable que la diferencia
que ha podido notarse en tubos de vacuna
del mismo lote sea imputable a roturas
capilares en €l clerre de los mismos {(no
apreciable a simple vista), por o que seria
conveniente redondearla,

3. La téenica y el equipo para su aplicacidn

Al principio de la campafia se usd la es-
carificacion; pere una ves entrenado el per-
sonal, se adoptd cxelusivamente al método
de multipresion.

El equipe que se empled cstd compuesto
de los sigujentes elementos: 1) un eampo
para colocar materiales; 2) dos frascos go-
teros con aleohol; 3) una pinza de diseccidn;
4} dos cajas metdlicas; 5) dos jeringas de
2 cc.; 6) dos agujas inframusculares; 7} 300
agujas de multipresidn; 8) dos frascos go-
ieros para vacuna, con sus agujas; 9) sobres
con algoddén en cantidad suficiente.

Este equipo contenia doble cantidad de
los objetos que pueden romperse, ya que no
es posible sustituirlos con facilidad.

A parte de esto, cada inmunizador lleva
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Fie. 4.—Ovrganizacidn del Departamenio de Inmunizociones.

CENTRO DE INMUNITACIONES
§ INHUKIZADORAS

FLRSOMAL D{ SECRLTARTA
MDMINISTRADORA
SECRETARIA AULIIAN
PERSOMAL DBRERD

ANCING DEL NORTE
TRUILLE

HEDICD ASISTENTE

IFCamA DEL CERTRE
HURNGETD

MEQICD REGIOHAL
WEDILD ASISTENTE

QFCING DE; 5UR
AREQUIPA

MEDICO RECIINAL
NEDICT ASISTEMTE

MEDICD

SLC. DE CANPT

SEC ARHINISTRATIVA

SEC BE CANP

SEC, AQKIRISTRATIVA

SEC DF CAMFO

SEC ADMIMISTRATIVA

YISCEADTONISTA JEFE

JEFES OF ARIGADA
E (NHUKITADORES
EX NUNERD YARLA
OLE

SECRETARIA
ADHINISIRADORY
CONTALCR
CHOFERES
FERSONAL OBREAQ

JEFES DE BRIGADA
E INMUNITADDRES
EN NUKERD YARIA
BLE

SECRETARIA
ADNIMISTRADCRA
CONTADOR
LHOFERES
PERSON4L OBRERD

JEFES-DE DRICADA
E INHUNIIADORE S
EM AUHERG vaRIA-
BLE

SEGRETARiA
AQNIHISTRADORA
EGNTADIR
EHOFERES
PERSOMAL CBRERD

74 EMCARCADDS 0
L5 FUESTOS DE VI5-
CERDIQMIL

2 ATUDANTES DE ¥aCl
NACION T ENCUESTAS
CHODELR

PERSONAL OBRFAD

¥ NOTA. LA OFICINAG DE LA SELVA SE DRAGAMIZ4RA DURANTE EL PRESENTE ANO 51 EL PRESUPUESTO LO PERMITE

en el morral, para su uso personal: 1 jabo-
nera, 1 toalls, 1 cepillo de uilas, y para
identificacién vy confeccion de la estadis-
tica: | placa metdlica con el nimero corres-
pondiente, 1 carnei de identidad, 1 libreta
de diario, 1 carpeta para fichas de trabajo,
fichas de trabajo, Vistos M-255 vy M-3-55,
certificados de vacunacién en cantidad su-
ficiente, 1 banderin, 2 lipices, 1 sacapuntas,
3 ldpices de cera, 1 gomero ¥ 1 silbato.

Los inmunizadores han recibido instrue-
ciones para mantener estos objetos en un or-
den determinado, con el fin de evitar, en lo
posibles errores y pérdida de tierpo.

4. Las condiciones gue debia reunir el per-
sonal médico y auxiliar

Se ha determinado que este tipo de cam-
pafias sean fiscalizadas por médicos dedica-
dos exclusivamente a esta tarea ¥ con condi-
ciones especiales de mando y de resistencia
para una vida de eampo, toda vez que los
médicos regionales estan como minimo el
40% de su tiempo en el campo, v los asis-
tentes, permanentementc.

El personal médico es nombrado a pro-
puesta de la Jefatura del Departamento.

Inicialmente los inmunizadores fueron es-
cogidos por el Departamento de Seleccidn y
Capacitacién de Personal del Ministerio, y
adiestrados por entidades sanitarias ajenas a
él (esto oecurié con la primers promoeidon de

vacunadores). Posteriormente, el adiestra-
miento y la seleccién estd a cargo de los
médicos regionales, responsables del trabajo
de campo, mediante un concurso de méritos,
v después de someter a los postulantes a
rigurosas pruebas tedrico-practicas se climi-
nan a todos aquellos que, a juicio del ins-
tructor, no reunen lag condiciones necesarias
para el desempefio de una labor de fanta
responsabilidad.

Los jefes de brigada son seleccionados
de entre los inmunizadores que demuestran
capacidad de mando, disciplinag, fidelidad y
dedicacidn al trabajo; y antes de su nombra-
miento definitivo, se les somete a una prueba
de cficiencia comandando durante cierto
tiempo una brigada.

En cuanto al personal de oficina, choferes,
ete. los médicos regionales estin autorizados
para proponerlos, siendo aceptados en todos
los casos. Estimamos que csta cs la dnica
forma de que la jefatura de una programa
pueda hacer responsable al personal que lo
dirige en el campo de los resultados del
MISma.

5. El sistema de trabajo

Para efectnar el programsa se organizd el
Departamento de acuerdo con ¢l cuadro que
presentamos.

La Tefatura imparte las normas de trabajo.
Estas normas se discuten periddicamente

Ay

-y
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con los médicos jefes regionales y en algunos
casos con los médicos asistentes, siendo esta
la mejor maners de que se ejecuten todas las
fases del trabajo de campo con el conoci-
miento de los que van a dirigirlo, debiendo
tenerse en cuenta que si las normas no son
comprendidas y aceptadas por éstos, el
trabajo f{racasa por falta de interés en un
plan en cuya elaboraciéon no participaron.

También depende de la Jefatura la seccidn
de secretaria y administracion. Esta dltima
estd enecargada del pedido de vacunas, de su
remisién a la periferia, del almacén de ma-
teriales v del control de obreros. Existe
también una seceién encargada del envase de
algoddn en sobres individuales y de agujas
para la multipresién en tubos capilares.

El Centro de Inmunizacion.—FEstd a
cargo directamente de un médico a tiempo
comapleto que se encarga de la prucha de va-
cunas en seres humanos, para cuyo control
se utiliza la ficha modelo M-15-531. En ella
figuran los distintos sintomas que pueden
presentarse en unug resccién vacunal a
través del tiempo, v do este modo es posible
calificarlas de primarias, aceleradas e ine
mediatas.

Ademas, en ¢ Centro se capacita al per-
sonal; se hace vacunacidn de tipo experi-
mental; inmunizaciones rutinarias y expe-
dicion de certificados internacionales.

Oficinas regionales.—Iistdn situadas en
puntos estratégicos para poder atender a un
nimero de departamentos colindantes.

En la actualidad existen 3 regiones, que
son la del norte, la del centro y la del sur.

Este afio se plensa montar una oficina en
1a Selva, la cual, ademis de la vacunacién
antivaridlica, ejecutard otros programas.

En cada regién existen 2 médicos: uno
regional, responsable de la ejecucidn de
programas y de la marcha administrativa
de su dependencia, v uno médico asistente,
que se dedica estrictumente a las campaias
de campo, para lo que cuenta con un ni-
meoro variable de jefes de brigada, inmuniza-
dores y personal obrero.

Para la vacunacidn se toma como unidad
de trabajo el distrito, que estd formado por
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un determinado nimero de lugares poblados,
que ocupan una extension territorial que per-
mite, casi slempre, ubicar a una brigada de
10 hombres sin que interfieran en su trabajo,
vy poderlos fiscalizar eﬂE debida forma.
Siempre se trabajan distritos completos;
los lugarcs se visitan cusa por casa, insecri-
biendo al total de personas que duermen en
ella; esto permite hacer el eenso de pobla-
cidn y apreciar si el ndimero de vacunaciones
aleanza el 80% fijado, como porcentaje
de seguridad en cste tipo de programas.

Al iniqarse el trabajo se confecciona un
itinerario; para ello, uno de los médicos y
el jefe de brigada se trasladan al distrito
con Ja debida anticipacién, para hacer un
estudio previo y poder asignar una zona a

‘cada inmunizador, en forma que no pueda

eludir la responsabilidad en el trabajo- de la
misma. ‘ ‘

Esto también facilita la labor de fiscali-
zacldn y permite ver u través del tiempo si
el itineraric se confecciond debidamente, st
los programas se desenvuelven de manera
adecuada v, en fin, si se tomaron bien todas
las medidas.

El inmunizador, al retirarse de una casa
trabajada, pega un “visto” en la cara in-
terna de la puerta o en cualquier otro lugar
visible, permitiendo esta medida apreciar
1a labor efectuada en la misma.

T ciclo de trabajo adoptado es rigido, de-
dicando las semanas impares a la aplicacién
de vacuna y las parcs a la lectura de resul-
tados ¥ a la reinoculacidn y vacunacion de
los que no estaban presentes en la primera
oportunidad. El mismo vacunader practica
ambas visitas, lo que facilila grandemente
la labor.

La lectura, con este ritlmo de trabajo, se
hace siempre al 8° dia, lo que permite quc
scan comparables los resultados de las dis-
tintus oficinas regionales.

Las fiscalizaciones las hacen los médicos y
los jefes de brigada empleando diversos pro-
cedimientos, ya que el sistema enunciado
permite darse cuenta del trabajo, aunque
haya pasado cierto tiempo.

Tn resumen, lo que se pretende con cste
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sisterna es uniformar el procedimiento de
manera rigida de modo que quede el menor
nimero de factores librados al azar o a la
improvisacién del momento, ¥ facilitando en
lo posible la inspeccidn del programa.

6. Los fondos necesarios para la ejecucion del
programe y la regularidad de sus entre-
gas

Al planear este programa se formularon
los presupuestos necesarios pars comple-
tarlo en un lapso de 5 afios, pero, debido a
una serie de circunstancias imprevistas, los
aportes recibidos no estuvicron cn relacién
con el trabajo por hacer.

7. La estadistica y evaluacion de los reswliados

Todos los modelos de fichas usados en el
programa tienden a facilitar la confeceién de
una estadistica, lo mas exacta posible, con
miras a evaluar los resultados v los costos
por Inmunizacion. Desde octubre de 1950
hasta diciembre de 1955, se vacunaron

5.138.740 personas contra la viruela, a un
costo aproximado de 3/° 2,00 (soles) por
inoculacidn.

Del total de personas vacunadas se han
lefdo 570.585 primovacunados, con una
positividad del &4 %,

La lectura de revacunados alcanzd a
1.134.906 personas, siendo positivas el 756 %;
esto nos indica ¢l bajo nivel de inmunidad
existente en nuestro pals, pues al leer a los
8 dias quedan eliminadas las reacciones de
inmunidad o inmediatas.

El ntimero de departamentos trabajados
es de 16, que comprenden 88 provinelas y
23.642 lugares poblados; y si se calecula 5
habitantes por casa, para hacer ¢ niimero
de vacunaciones indicadas se ha tenido. que
revisar mis de 1.400.000 casas.

El resultado de este programa es hala-
gliefio, pues desde diciembre de 1934 no se
tiene conocimiento de ningiin caso de viruela,
lo que ocurrié por primera vez desde el afio
1932,

[
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SEMINARIO DE VACUNACION ANTIVARIOLICA*

DISCUSIONES, RECOMENDACIONES Y VOTOS

TeEMa I. TéoNicas DE PukraracioN nr
VacuNa GLICERINADA. Su Usgo.

Terminada la lectura de este trabajo, se
inicié el debate.

Inmediatamente se planted la cuestion
de la edad, raza y cualidades de las terneras
que deben inocularse, Se estuvo de acuerdo
en que es preferible usar animalés jévenes,
de 120 a 150 kilos de peso, y se destacd la
importancia de la calidad de la piel, que de-
beria. ser preferiblemente poco pigmentada.
Con referencia a la raza de los animales,
no se han observado, segin la experiencia
de la mayoria, variaciones significativas.

En segundo lugar, se acepté undnime-
mente la gran importancia de una cuidadosa
y persistente limpieza del animal, particu-
larmente en el momento de la cosecha. Se
sugirié la conveniencia de estudiar con més
detenimiento las posibles ventajas de la ino-
culacion de antibidticos a los animales va-
cunados, con el objeto de obtener pulpas de
bajo contenido bacteriano.

Con relacidn a la recomendacion hecha en
el trabajo del Sr. Gebhard sobre la utiliza-
cién de cepas desprovistas de caracteres
neurotripicos, se aceptd que entre las cepas
empleadas actualmente para la produccidn
de vacuna en los distintos paises, no se
conoce ninguna que tenga reconocidas carac-
teristicas neurotrdpicas para el hombre. Los
casos de encefalitis post-vaccinal no han
podido ser imputados de una manera segura
a la cepa empleada.

Con respecto al problema de la conserva-
cidn de la vacuna glicerinada v a su fecha de
vencimiento, una ves salida del laboratorio
productor, se convino en gue, conservada a
temperatura inferior 2 — 10°C., mantiene su
potencia por tiempo indefinido, y que, una
vez salida del laboratorio, debe fijdrsele una
fecha de vencimiento, que estard en relacion

* Celebrado en Lima, Perd, del 20 al 25 de
agogto de 1956.

con la temperatura a que estard expuesta o
serd conscrvada. Sc recomendd que la va-
cung glicerinada se transporte y mantenga
bajo constante refrigeracidn.

Se diseutié el uso de antisépticos en la va-
cuny glicerinada, y algunos de los partici-
pantes se manifestaron a favor del uso del
fenol, mientras otros declararon su prefe-
rencia por ¢l mertiolato. Sin embargo, hubo
acuerdo general en que lo fundamental es
obtlener una pulpa de bajo contenido de gér-
menes mediante una técnica correcta, ¥ sin
confiar demasiado en los antisépticos para
redueir un contenido bacteriano alto. A este
respecto se menciond la posibilidad de ob-
tener linfa totalmente libre de gérmenes,

A continuacién se discutid el momento
Optimo pars la recoleecidn de la pulpa, con-
viniéndose en que éste es variable en los dis-
tintos paises, de acuerdo con diversos fac-
tores, variando en gencral entre cl cuarto y
el sexto dia. Se recomienda que la recoleceién
se haga antes de que se presente una extenssa
ruptura de las pdstulas o la desecacién de
las mismas.

Con respecto & la jnoculacién de los ani-
males, se insistié en la necesidad de que la
cscarificacién sea superficial, sin afectar los
tejidos profundos. En estas condiciones, el
rendimiento normsl de una ternera del
tamaiio recomendado debe oscilar entre 125
a 150 g.

Algunos laboratorios usan  sistemitica-
mente la oveja como animal de produecién
de vacuna, debido & la menor frecuencia con
que enferma de tuberculosis, a su mayor
resistencia a lag enfermedades en general, ast
como a =1 mayor manuabilidad y su mayor
limpieza, dada 1a caracteristica de que sus
materias fecales son sdlidas. Kl Instituto
Lister, de Inglaterra, quc emplea esios ani-
males continuamente, recomienda como dis-
ciplina. téenies la inoeculacién sobre uno de
los flancos mediante escarificacion cruszada,
v Ia cosecha al cuarto dia de la inoculacién.
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Tl rendimiento habitual es de 100 g. de pulpa,
por animal. Los animales inoculados se man-
tienen durante el perfodo de incubacién a
una temperatura de 16 a [7°C. El virus se
conserva por pases sucesivos de conejo a
Ovéja. a

Fue la opinidn ungnime del grupo que,
cmstlendo hay la posibilidad de producir una
vacung desccada, que manticne su polencia
por largo tiempo, serfa conveniente que la
Organizacidn Mundial de la Salud esta-
bleciers un patrén internacionsl para el
control de la vacuna antivaridlica.

Tema II. TEcwicas DE PrEPARACION DR
Vacuna DesiEcapa. Su Uso.

* El Dr. Aurelio Sousa Iglesias dié lectura
a su trabajo titulado “La vacuna antivario-
lica desecada en el Perd”. A continuacién el
Dr. Douglas McClean hizo una cxposicién
sobre &l “Método de producecidn de vacuna
desecada utilizado por el Instituto Lister, de
Inglaterra’™, asi como sobre sus experiencias
relalivas u la conservacion de este producto.
" Desiacd como los puntos mds impartantes
de este método de produceidn, la purificacién
de'la pulpa por medio de la centrifugacion
diferencial, que permite climinar gran canti-
dad de restos tisulares, y el uso de lu peptona
al 5% como agente protector.

Recaled la notable estabilidad del pro-
ducto, e hizo referencia a estudios segin
los cuales la’ vacuna fuc conservada a 45°C.
hasta por 78 semanas, sin pérdidas aprecia-
bles de la polencia, medida fanto en em-
bricnes de pollo como en seres humanos.
Dicha vacuna resistié incluso la temperatura
de 100°C. por dos horas, con disminucién de
su titulo en un sélo logaritmo.
~ Posteriormente aludid a los métodos de
titulacidn y se expresd en [avor del que se
practica en la membrana corioalantoica del
embrion de pollo.

" Presenté el resultado de sus exporiencias,
que revelan una correlacion lineal entre los
titulos obtenidos en la membrana corio-
alantoica v el porcentaje de prendimientos
primarios que obtuvo en los seres humanos,
lo que no ocurrié con las pruebas de escari-
ficacitn e Intradérmicas en conejos.

En primer término se planted la cuestion
de relacionar el grado de humedad residunal
con la resistencia al calor.

TLa opinidn general fue que, en materia de
vacuna antivaridlica desecada, no es ab-
solutamente neecsario alcanzar el alto grado
de desecacién que requieren otras vacunas
de virus, como la de la fiebre amarilla, por
cjemplo.

Planteado el problema de la relacidn
exislente entre .el titulo de una vacuna,
determinado en el laboratorio, y la duracién
de la inmunidad por clla conferida, se estuvo
de acuerdo en que no puede darse, por el
momento, una respuesta definitiva. sobre
estc punto, la. cual se espera obtener a la
terminacidén de los estudios que, con este
objeto, se estdn llevando a cabo bajo los
auspicios de la Organizacién Mundjal de la
Salud.

Se hizo notar que en el Instituto Lister se
descartan, para la preparacién de la vacuna
desecada, alrededor. del 10 6 20% de los lotes
de las pulpas originales por no aleanzar los
titulos requeridos. Asimismo, de las vacunas
secas, va claboradas, sc climinan del 3 al 5%
por no pasar la prueba de resistencia al
calor, que consiste en conservarlus a 37°C.
durante un mes, al cabo del cual se practica
la titulacion. Igualmente se menciond que
los faectores a que puede atribulrse la re-
sistencia al calor de esta vacuna desecada,
son el métedo de purificacidn y el agente
protector usado. .

Al discutir el valor comparative de las
pruebas del laboratorio y los resultados ob-
tenidos en el campo,.se estuvo de acuerdo en
que, si bien las scgundas constituyen la
prueba definitiva de su eficacia, las primeras
son esenciales para la emisidn por el labora-
torio ¥ su posterior. uso en el campo.

Sobre la conservacidn de lu vacunga dege-
cada en atmésiera de nitrégeno, o al vacio,
se manifestd que el Institnto Lister ha en-
contrado ¢ue el nitrégeno provoca un des-
censo del titulo, razén por la cual no se
recomiendu este proceder. En cuanto a los
inconvenicntes que se dice existen cn el
momento de Ja apertura de los envases, al
vacio, durante la vacunacidn en el campo,
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lag personas que la han aplicado cn estas
condiciones, en larga escala, afirmaron no
haber encontrado tales inconvenientes. Se
hace notar que el personal de vacunadores sc
mantiene a un alto nivel de inmunidad
mediante vacunaciones frecuentes.

Respecto al tiempo de duracién de la
vacuna desecada, una ves reconstituida, fue
1a, opinidn undnime del grupo que debe esti-
marse en unas pocas horas a la temperatura
ambiente, y en no mas de siete dias cuando
se conserva entre 0° y 4°C. También se
conving que toda vacuna desecada dcbe
Hevar una fecha de expiracidn al ser expedida
por el laboratorio.

El Dr. McClean hizo una relacién de sus
expericncias de laboratorio con la vacuna
irradiada con rayos ultravioleta. Afirmé que
1a, inmunidad ohtenida en los conejos por la
inoculacién subeutinea de dos dosis sucesi-
vas, con dos semanas de intervalo, persiste
hasta veintidds semanas, momento en que
se pucde aumentar mediante una inoculacidn
de refuerzo.

Suscitada la cuestién de cémo determinar
una posible actividad residual del virus, el
ponente informé que habia realizado experi-
mentos concentrando lu vacuna irradiada
cuarcnta veces e inoculando con ella doce
huevos embrionados por via eorioalantoica,
gin haber podide determinar la presencia de
virus activo por este medio ni avin después de
haber efectuado dos pases sucesivos.

También hizo referencia a gue tanto las
reacciones cutdneas obtenidas con la vacuna
irradiada, como los titulog de anticuerpos
circulantes a que da lugar, son inferiores a
los que se observaron con la vacuna de virus
vivo de dende puede inferirse que la vacuna
irradiada actia por su antigenicidad como
una vacuna de virgs muerto. or ultimo,
mencioné que no tenfa experiencia del uso
de lag ondas ultrasdnicas como insctivantes
del virus, pero.que en log pocos experimentos
realizados con rayos gamma no habia obte-
nido resultados comparables.

Tema III. THcNICAS DE PREPARACION DE
VacunNa BN EMBRION DE PoLLo.
ExprERIENCIA ADQUIRIDA CON

'
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s5U Uso: Pronuccion e Vabivd
mN CuLnrivo DE TENIDOS.

Se dié principio a la sesidn con la lectura
de la primera parte e informe de la relacién
correspondiente a la sesién anterior. A con
tinuacién el Dr. Ilenrique Azevedo Penna;
Jefe de la Divisién de Bacteriologia e In-
munologia del Institute Oswaldo Cruz, de
Rio de Janeiro, degpués: de agradeccr ld
designacién, declard abierto el debate ce-
diendo la palabra al Dr. Irons. .

El Dr. Irons dié lectura a su traba.m
titulado “Preparacién de vacuna antivarié-
lica en la membrana corioslantoica de
cmbrion de pollo”, la cual fue precedida de
proyecciones sobre ¢l tema.

Terminada la exposicidn, el grupo estuvo
de acuerdo en la conveniencia de recomendar
a los laboratorios de produccion de vacuna
antivaridlica de los distintos pafses el ensayo
de esta técnica y la preparacidn del personal
correspondiente, con el objeto de poder
hacer frente a posibles dificultades creadas
por la escasez dc los animales utilizados
como fuente de produccidn.

Ta raza de los huevos empleados parece
no ser factor de importancia. La resistencia
al calor de la vacuna se considera inferior a
la de la vacuna glicerinada de ternera. No
se comprohd atin que la vacuna procedente
de embrién de pollo provoque fendmenos
alérgicos en el hombre cuando se aplica per
escarificacion. Discutida la posibilidad de
producir vacuna mediante ¢l uso de la
membrana corioalantoica, cultivada segtn
la nueva téenica de cultive de tejido, se
admitié que ofrecia buenas perspectivas por
lo que merecia explorarse. Algunos de los
miembros del grupo manifestaron que han
elaborado ¥ usado en el campo la vacuna en
embrién de pollo desecada, con resultados en
todo comparables a los obtenidos con la linfa
glicerinads de ternera. Experiencias de in-
munizacidn cruzada con estas dos vacunasno
han revelado diferencias entre una y otra. Asi-
mismo, haciendo una comparacién de los
eostos de produecion y del rendimiento
respectivos se legd a la conclusién de que
la, vacuna obtenida de embridn de pollo es
m4s ventajosa.
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Tema IV. PruEsas bE PoTEnCIA, DE PURrnEzA
E INocuibaDn.

La sesidn se inicid con la lectura de los
resimenes de las discusiones de la segunda
parte de la segunda sesidn v el de la terecra,
que se aprobaron sin observaciones.

A continuacidn se hizo cargo de la direc-
cion del debate el Dr. Alfred Lazarus, Direc-
tor del Instituto Nacional de Salud Piablica
de Lima, Perd, quien declaré abicrta la
gesién v concedid la palabra a la Dra. Else
Krag Andersen, la enal leyd su trabajo
titulado “Pruebas de inccwdad, purcza y
actividad de la vacuna antivariclica’.

Planteada la discusidn sobre la potencia
que debe exigirse de las vacunas tituladas,
mediante o inoculacién en la membrana
cortoalantoica del embridn de pollo, se
manifestd que el titulo de 108 requerido por
¢l Instituio Lister, si bien podria ser excesivo,
se establecid con el propdsito de cubrir posi-
bles disminuciones de potencia una vez
expedida 1 vacuna por el laboratorio.

Observadas las grandes variaciones ob-
tenidas en la medicidn de la potencia de una
vacunsa, mediante su titulacion por distinlas
téenicas, sc planted el problema de la difi-
cultad de slegir una de ellas como patrén
inkernacional.

Si bicn sc reconocid que los resultados ob-
tenidos con el uso de una vacuna en el campo
constitufan la prueba delnitiva de la misma,
se considerd también que era indispensable
contar con una prueha de laboratorio que
permita anticipar la potencia de iz misma.
En este sentido se aceptd que el método que
hay que adoptar para la medicion de la
potencia de la vacuna podria variar en los
distintos pafzes, pero que, aungue se usasen
en ellos distintos métodos, deberia lratarse
de relacionarlos con un patrdn internacional.

De acuerdo con los resultados presentados
en el trabajo previamente leldo y con la
experiencia de gran ndimero de los partici-
panies, se acordd gque el método de titula-
cion mediante la inoculacidn en la membrana
coriolantoica del embridn de pollo es el que
ha dado resultados més consistentes y com-
parables. Por lo tanto, se considerd cste

método como el mids indicado quizd para
legar a fijar un patrdn internacional. Se
menciond, a cste respecto, la posibilidad de
usar le método de titulacién por ol efceto
citopatogénico del virus en culiive de te-
jido. Se reconocid gque no se cuenta ain con
suficiente experiencia al respecto, aunque
parcee promisorio. Un grupo de partie-
pantes hizo notar las grandes variaciones
obtenidas en las titulaciones cfcctuadas
mediante la inoculacidn intradérmica del
conejo, lo que se explicd comoe debido a
variaciones en las afinidades tisulares del
virus.

Fue la opinidn del grupe que, existiendo
actualmente métodos que permiten produeir
vacuna de alta actividad y bajo contenido
bacteriano, seria conveniente que no se
aceptara la distribucién de un producto que
contenga mds de 1.000 gérmenes no paté-
genos por centimetro cibico, v que seria
deseable produelr vacunas totalmente libres
de ellos.

A contihuaeidn la Dra. Else Krag Ander-
sen leyd su trabajo titualado “Produceidn de
vacung antivaridlica en cultive de tejidos”.

Be exprest que serfa de interds intensificar
los estudios sobre este tema, dadas las posi-
bilidades que parece ofrecer.

Posteriormente se exhibieron dos peliculas,
una sobre la téenica usada en ¢l Instituto de
Higiene de Caracas, Venezuela, para la
produceion  de vacuna  antivaridlica en
terneras, y la otra sobre la téenica de
praduceién de vacuns antivaridlica, seguida
por el Instituto Butantan, de Sio Paulo,
Bragil. El especial interés de esta ultima fue
demostrar la téenica de ineculacidn en
embridn de pollo, semejante a la que se
puede utilizar para la produccidn en masa de
vacuny antivaridlica.

Tems V. MET0oD0S DE LABORATORIO PARA
BL DIAGNASTIC0 DE LA VIRUKLA

El Dr. Alfred Lazarus leyd el trabajo
titulade “Diagndstico de laboratorio de la
viruela”,

Be planted ol toma de la importancia de
efectuar el diagndstico de laboratorio en

id
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todos los casos sospechosos de viruela, y se
discutieron las relativas ventajas de los
métodos examinados en el trabajo presen-
tado.

La mayoria de los participantes reco-
mendd, para el diggndstico precosz, el uso de
la téenica de aislamiento del virus en la
membrana corjoalantoica del embrién de
polle y la fijacion del complemento, utih-
zando como fuente de antigeno el material
procedente del enfermo sospechoso. Como
método de disgnéstico en la fase de con-
valecencia se sefald la ventaja de utilizar la
reacclén de fijacién del complemento con
sueros pareados del enfermo v la vacunacidn
efectuada con estos fines. Se considerd que el
examen microsedpico directo del material
procedente de las lesiones, si bien en manos
experimentadas ha dado buenos resultados,
su valor es inferior al de los métodos previa-
mente mencionados.

Por razones epidemioldgicas, el diagnds-
tico de laboratorio, ain retrospectivo, sc
considera de capital importancia en los
casos csporadicos.

Se subrayé la idea de que, con el objeto de
que los laboratorios dispongan en el mo-
mento oporfuno de material adecuado, se
instruya a los trabajudores de campo sobre
la recoleccidn y envio de las muestras co-
rrespondientes. Tn este sentido se hace notar
la importancia de enviar el material en las
mejores condiciones posibles, evitando su
desecacion y pudiendo usar, con este objeto,
una solucidn de glicerina neutra al 50 %.

Persuadidos de la importancia de estable-
cer un diagndstico lo mas pronto posible, se
insistié en la convenlencia de estimular los
ensayos en cultivos de tejidos con el fin de
alcanzar este proposito.

Otro material que fue senalado como una
huena fuente paru la obtencidn del virus, es
el exudado faringeo, donde se ha probado que
pergiste por largos periodos.

Con fines preventivos y epidemiolégicos
fue la opinién del grupo que debieran con-
siderarse el alastrim y la viruela con un solo
criterio.

Por dltimo, el grupo subrayd la impor-
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tancia de que todos los pafses cuenten con
gervicios de disgndstico de laboratorio en
materia de viruela.

TEma VI, EXPERIENCIA DE Los Diversos
Pafsus sonrk ORGANIZACION Y
DESARROLLO DE PROGRAMAS DE
VACUNACION

Se leyG el resumen de la cuarta sesidn, que

"se aprobd sin discusidn, y el Dr. Bacigalupi

cedid la diveccidn del debate al Dy, Enrique
Villalobos, Jefe de la Divisién de Enferme-
dades Transmisibles del Ministerio de Salud
Priblica y Asistencia Social del Perd, quien
pidid al Dr. Mario Galdos, del Departamento
de Inmunizaciones del mismo Ministerio, que
leyera ol trabajo preparado por el Dr.
Antonio de la Fuente, Jefe del citado De-
partamento, quien no pudo concurrir a la
gesién por impedimento fisico. Tl trabajo
leido se titula “Informe de la campaiia
antivaridlica en cl Perd, 1951-1955,

Se disentieron las ventajas ¢ incovenientes
del uso del alcohol en la limpiesa de la piel
antes de la vacunacidn, manifestando varios
participantes no haber tenido dificuliades
con el ugo del mizsmo, siempre y cuando se
tuviera especis) cuidado en comprobar su
completa evaporacidn autes de aplicar la
vacuna. Otros participantes refirieron su
experiencia con el uso de la solucién jabo-
nosa, con la gue han obtenido excelentes
resuttados.

Se manifestd también que durante la
campafiy de vacunacidn antivaridlica en el
Perd, se ha alcanzado por encima del 95%
de prendimientos primarios de vacuna
desecada.

Con respecto  la téenica de inoculacion,
el grupo se manifesté en favor de la multi-
presidn.

Varios participantes hicieron una breve
resefia de fa organizacidn y desarrollo de las
campafias en sus respectivos palses, estable-
ciendo las semejanzas vy diferencias con
respecto a los métodos utilizados en el Per,

Se lamé la atencidn sobre la extraor-
dinaria. importancia de extender la vacuna-
con a las dreas rurales, utilizando cn éstas
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de preferencia, el método ‘“‘casa por casa”
con ¢l fin de vacunar al mayor nimero de
personas.

Sc insistié asimismo en la necesidad de
hacer amplia educacién sanitaria en el curso
de las campafias de vacunacidn antivariélica.

Se did lectura al resumen de las discusiones
de la quinta y sexta reuniones, que fue
aprobado por unanimidad. Luego, el Dr.
Enrique Villalobos concedidé la palabra al
Dr. Tgnacio Pirosky, quien declard abierto
el debate sobre las conclusiones y recomenda-
ciones del Serninario. Después de haberse
discutido este tema, se formularon las
siguientes conclusiones, recomendaciones y
votos:

CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES
Ts la opinidn undnime del Seminario:

1) Que se debe tratar de obtener pulpas y,
cemo eomsecuencia, vacnas con un bajo conte-
nido bacteriano, debiendo tratarse de llegar a.un
producto libre de-gérimenes.

- 2) Que debe ugarse vacuna degecads para la
vacunacién de las zonas donde no existen facili-
dades de refrigeracion.

~ 3) Que antes de ser expedido cada lote de va-
cuna desecada se realicen pruebas, sometiendo
las muestras a la temperatura de 37°C. durante
un mes, después de lo cual deben pasar los re-
quisitos minimos de pureza y potencia exigidos a
las vacunas glicerinadas en cada pafs.

4y Que toda Ia vacuna debe llevar una fecha
de expiracién a partir del momento de su distri-
bucidn, la que se determinard de acuerdo con lag
condiciones locales.

5) Que es descable que todo lote de vacuna,
después de las pruebas completas de inocuidad y
potencia efectuadas en €l laboratorio, sea. probado
en humanos antes de usarla en gran escala.

6) Que es conveniente que todos los labora-
torios produetores de vacuna cnvien muestras de
sit producto, por lo menos dos veces al afio, por
intermedio de la Oficina Sanitaris Panamerieana,

a un laboratorio central cspecializado, a fin de
mantener su propio confrol y para cooperar con
los estudios encaminados a obtener un estindar
internacional.

7) Que ez de desear que log lahoratorios de
produccién de vacuna fealicen también trabujos
de investigacién con la finalidad de mejorarla y
de utilizar otras fuentes de produceién del virns.

8) Que en vista de que se estd realizando un
programg.  continental de erradicacién de la
viruela, eg indispensable que log laboratorios de
Salud Priblica de cada pads estén capacitados para
realizar las pruebas de diagndstico de la viruela.

9 Que se recomicnde a los pafses que no hayan
erradicado adn la enfermedad la realizacidn de
campaiiug de erradicucién de la viruela, de
acuerdo con los mandatos de las XIIT y XIV
Clonferencias Sanitarias Panamericanas.

10) Que desde el punto de vista epidemioldgico
internacional no deben establecerse diferencias
cntre la viruela y el alastrim,

11} Que la Oficina Sanitaria Panamericana
organice, cuando lo crea conveniente, otro semi-
nario sobre el mismo tema para estudiar los re-
sultados aleanzados.

VOTOS

1) Agradecer al Gobierno del Perd, en la
persona del Sefior Ministro de Salud Piblica
v Asistencia Social ¥ de las ofras autoridades
sanitarias, el auspicio proporcionado a la
realizacion de este Seminario.

2) Agradecer al SBervicio Cooperativo In-
teramericano de Salud Pdblica, ¥ en especial
a las autoridades ¥ personal del Inmstituto
Nacional de Salud Pidbliea, la hospitalidad y
cooperacldn prestadas. '

3) Agradecer y felicitar a la Oficing Sani-
taria Panamericana por la organizaciin y
realizacion de cste Scminario,

4) Otorgar un voto de aplauso a los con-
sultores y al sceretariado por la brillante
labor realizada. - _

El Dr. Pirosky declard cerrada la sesidn.

4
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Anexo 1

PROGRAMA DE REUNTONES

Lusms (agosto 20}

Mafiana 9:30 Sesidn Inangural. Diseursos de
apertura por el Ministro de
Salud Puablica, el Represen-
tante de la Oficina, Sanitaria
Panamericana ¥ un partici-
pante.

10:30 Visite al I[ostitute Nacional
de Balud Puablica.

Tarde 2:30 Discusion sobre téenicag de
preparacién  de vacuna gli-
cerinada ¥ su uso.

MarrEs (agosto 21)

Manana 9:00 Demostracion de téenicas de
preparacién  de  vacuna  gli-
cerinada,

Tarde 2:30 Discusién sobre téenicas de
preparacion de vacuna  dese-
cada y su uso.

MifrcoLes (agosto 22)

Mafana 9:00 Daomostracidn de téenicas de
preparacién de vacuna  dese-
cada,

Tarde 2:30 Discusién sobre técnicas de
preparacidn  de  vacuna  en

embridn de pollo. Kxperiencia
adguirida con su uso. Produe-
cion de vacuna en cultivo de
tejidos.

JUEVEs (agosto 23)

Mafiana 9:00 Demostracidn de técnicas de
preparacidn de vacuna en em-
brign de pollo,

Tarde 2:30 Demostracidn y discusion de
pruchas de potencia, pureza ¢
inoeuidad,

Vinrnes (agosto 24)

Marfiana 4:00 Discusidn de los métodos de
lahoratorio para ol diagnastico
de viruela.

Tarde 2:30 Txperiencia de los diversos
palses sobre organizacion vy
desarrollo de programas  de
vacunacion. Coneepto de erra-
dicacidn de la viruela en las
Américas.

BSinapo (agosto 25)
Maifinna 9:00 Discusidn general, conelusiones
v clausura del Seminario.
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