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. RESUMEN

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunogquimica, desde hace mas de diez afios se
estudia el papel de las porinas de Salmonella typhi 9,12,Vid en la induccion de inmunidad

protectora contra la fiebre tifoidea.

Con el objeto de producir porinas en las condiciones necesarias para su aplicacion en
humanos, se implementd un manual de produccion cuya finalidad es la de asegurar resultados

confiables y reproducibles con un sistema de documentacion eficiente.

En primer lugar se realizd el acondicionamiento de las é&reas de produccidn vy
purificacién/dosificacion con el objetivo de lograr instalaciones adecuadas para l1a obtencién de un
producto inyectable en humanos. Posteriormente se diseiid un programa de sanitizacion donde se

disminuy6, lo mas posible, la carga de contaminacion microbiana en el area.

La obtencién de Porinas de Salmonella typhi se llevo a cabo siguiendo el proceso general
utilizado en la Unidad de Investigacion en Inmunoquimica, adaptéandolo a las nuevas instalaciones
y necesidades. A la par, se elaboraron e implementaron los Procedimientos Estédndares de
Operacion (PEQ) involucrados tanto en la produccién como en el control y aseguramiento de

calidad de la vacuna,

Ademas de muchos ensayos realizados para optimizar los diferentes procesos, se produjo
un lote final de Porinas de Salmonella typhi siguiendo los Procedimientos Estandares de
Operacién del manual. Los resultados obtenidos muestran que es posible 6btener Porinas de la
calidad y en las cantidades necesarias para la produccion de la vacuna, sin embargo, s necesario
seguir mejorando los procedimientos criticos donde se pueda generar contaminacion externa

{(ambiental o humana).




Il. ANTECEDENTES

1. INTRODUCCION

Actualmente |a fiebre tifoidea sigue siendo un problema de salud publica, sobre todo en
paises subdesarrollados, donde las condiciones de higiene y la prevalencia de portadores
asintomaticos crean una fuente de difusién considerable (6). Como consecuencia de esto se
genera contaminacion del medio ambiente, agua y alimentos; dejando expuestos a riesgo de fiebre
tifoidea a cuatro grupos que son: 1os nifios que viven en areas endémicas, las personas que viajan
a areas endémicas o a paises subdesarrollados, trabajadores de la salud y personas de edad

avanzada (46).

El tratamiento oportuno con antibidticos especificos ha mejorado el pronéstico y reducido
la mortalidad; sin embargo, !a tardanza en el inicio del tratamiento, la aparicion de cepas
resistentes y la diseminacion por parte de portadores asintomaticos, explican la incidencia de esta
enfermedad, con la presencia de algunos casos mortales. Por lo tanto, es necesario tomar

medidas para la prevencion y eliminacion de la enfermedad (6).

En el mercado existen varias vacunas contra fiebre tifoidea, las cuales no alcanzan a
cubrir los parametros necesarios para su aplicacion en programas masivos, ya sea por sus efectos
colaterales, corta duracién, costo, etc. Aclualmente, los procesos biotecnolégicos nos permiten el
desamrollo de nuevas vacunas fabricadas por diferentes metodologias, entre las que se encuentran
extraccion y purificacién de subunidades estructurales de bacterias, ingenieria genética o biologia
molecular. En publicaciones anteriores se ha propuesto a las porinas de Salmonella typhi 9,12, Vi:d
como candidatos a una vacuna contra la fiebre lifoidea, la cual ha demostrado tener ventajas

sobre otras opciones (35,36,42).



El desarrollo y fabricacién de vacunas implica procedimientos por medio de los cuales se
garantiza que la vacuna obtenida cumpla las especificaciones para ser administrada en humanos,
como son: inocuidad, potencia, especificidad, pureza, seguridad, estabilidad y efectividad. En este
trabajo se describe la propuesta de un manual de fabricacion para la obtencion de una vacuna
contra fiebre tifoidea a partir de Porinas de Salmonelia typhi 9, 12, Vi:d siguiendo las buenas

praclicas de manufactura para productos biologicos {10).

2. FIEBRE TIFOIDEA

2.1. GENERALIDADES

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecciosa aguda y febril causada por Salmonella
typhi. La infeccion se adquiere por medio de la ingestion de alimentos o agua contaminados con
la bacteria. Debido a que este microorganismo afecta solo al ser humano y no hay reservorios
animales, el elemento mas importante en la cadena de transmision, son los individuos que no

presentan sintomatologia clinica pero son portadores y excretores activos del agente (portadores

asintomaticos) (8).

La fiebre tifoidea se caracteriza por sintomas sistémicos como fiebre, malestar general,
cefalea y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con exantema transitorio, esplenomegalia
y leucopenia. Las complicaciones mas importantes incluyen perforacién y hemorragia intestinal e

incluso choque en una tasa del 1 al 5 % (40).

2.2. PATOGENIA
La via de entrada de Salmonella fyphi es casi siempre e} tracto gastrointestinal, se
multiplica rapidamente en el intestino delgado y penetra la membrana basal sin causar dafio

importante en los tejidos, es fagocitada por los macréfagos y transportada a los ganglios linfaticos,




donde se multiplica activamente, los sujetos infectados presentan una fase de bacteremia por
medio de la cual los bacilos se distribuyen en el sistema fagocitico mononuclear, donde se
reproducen y son liberados nuevamente al sistema circulatorio, donde causa una bacteremia
secundaria la cual se acompana del cuadro de fiebre clasico (20,32). La dosis que es capaz de
infectar a 1os humanos y producir la enfermedad, segun estudios realizados en humanos sanos, es

de aproximadamente 10° unidades viables ingeridas por via oral (32).

La presencia del antigeno Vi, el cual se encuentra en (a superficie del bacilo, tiene una
actividad importante en la virulencia. Observaciones epidemioldgicas de voluntarios demuestran
que las cepas de S. typhi que contienen el antigeno Vi son mas virulentas que las que no [o tienen
(20,34), aunque !a fisiopatologia del padecimiento no esta totalmente esclarecida se sabe que gran
parte de las manifestaciones clinicas son provocadas por la liberacidn de la endotoxina,
virlualmente todas las cepas aisladas de pacientes contienen el lipopolisacarido (LPS); entre otros
efectos se ha demostrado que produce fiebre, hipotension arterial, leucopenia y estimulacién

policlonal de linfocitos B (34).

La fiebre se produce por un mecanismo que involucra a una sustancia conocida como
"pirégenc-endégeno” vy que se sabe corresponde a la Interleucina 1 (IL-1) (77). Se ha demostrado
la presencia de anticuerpos contra diversas partes antigénicas de Salmonella typhi las cuales
parecen no comelacionar con el desarrollo de proteccidn contra recaidas o reinfecciones, a
excepcion de algunos estudios que sugieren que los anticuerpos contra el antigeno H son un

indicador de |a resislencia a la fiebre tifoidea (75).

2.3. ETIOLOGIA
E! género Salmonelfa comprende airededor de 2, 200 variedades que generalmente se
incluyen en tres especies: Salmonella cholerae-suis, altamente adaptada a los cerdos pero que

puede causar también enfermedad en el humano, Saimonella enteritidis, en la que se incluye el



resto de los serotipos y que son causa comun de diarrea y Salmonella typhi, que afecta solo al ser

humano (8,19}.

El microorganismo causante de la fiebre tifoidea es la bacteria Gram negativa Salmonella
typhi, considerada taxonémicamente como una de las tres especies del género Saimonella de la
familia Enterobacteriaceae. Salmonelfa typhi es un bacilo citofilico, Gram negativo, facultativo, no
capsulado, no esporulado, movil y tiene un tamaio promedio de 2-3 pm x 0.6 um, fermenta la
glucosa con produccion de dcido, es lactosa y sacarosa negative. Serolégicamente cae en el grupo
D y comparte con los antigenos de ese grupo los antigenos somaticos 9 y 12; el bacilo presenta un
antigeno "d" flagelar y en |a superficie posee el antigeno Vi, el cual consiste en un homopolimero
de acido N-acetil galacturénico. Muestras frescas aglutinan tipicamente con el antigeno Vi pero no
con el grupo D. Sin embargo, si se remueve el antigeno Vi se puede apreciar la reaccién con el

suero del grupo D (9).

Uno de los componentes integrales de gran importancia en la membrana extemna de las
bacterias Gram negativas es el lipopolisacaride (LPS). EI LPS es un glicolipido complejo, el cual
esta constituido principalmente por dos regiones estructural y quimicamente diferentes:
Polisacaridos hidrofilicos que forman las estructuras del nucleo (core) y del antigeno O, éstos, a su
vez, estan unidos por medio de un trisacérido de acido 2-ceto-3-deoxioctanoico (KDO) con un
dominio hidrofébico conocido como lipido A. EI LPS posee un amplio espectro de actividades
biolégicas (fiebre, hipoglicemia y necrosis tumoral) y funciones sobre el sistema inmune.
Clgsicamente se conoce como un antigeno independiente de células T, siendo mitdgeno para
linfocitos B y considerado como el inductor de la respuesta del hospedero, para provocar un

choque séptico con consecuencias fatales (11,56,77).

Por otra parte, el lipido A puede actuar como adyuvanie debido a la capacidad de inducir
mitogenesis en células B; también confiere una respuesta inmune, incluso se considera que a

partir de |la presencia de esta regién se induce |a respuesta anti-LPS (9).



La cadena O especifica esta constituida por oligosacaridos de mas de cinco azucares
residuales {(este nimero dependera de la bacteria Gram negativa que |0 contenga), por 1o tanto, fa
mayor respuesta inmune anti LPS es especifica al antigeno O (32). Por el contrario, la estructura

del nucleo (core) es mas conservada (77).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Aunque se considera a Salmonella typhi como una sola clona con divergencia minima
intraespecie en su distribucidon mundial, en el Continente Americano la bacleria causa
generalmente una enfermedad menos grave que en Africa o en Indonesia. La enfermedad tiene
caracteristicas endémico-epidémicas relacionadas con deficiencias en el saneamiento ambiental y
el aprovisionamiento de agua potable (6). En areas endémicas la incidencia se presemta
principalmente entre los 5 y 19 afios, por lo cual se estd sugiriendo la implementacion de
programas de vacunacion en nifios en edad escolar. Tan sblo en los Estados Unidos fueron
reportados 41,000 casos en 1993 (75). En México, la incidencia actual de la enfermedad sigue
siendo importante, el reporte de casos acumulados a nivel nacional durante el afio de 1997 fue de

9,481 vy la notificacion de casos hasta la semana 30 de este afo fue de 5 638 (67).

3. VACUNAS CONTRA LA FIEBRE TIFOIDEA

3.1. GENERALIDADES

Existen comercialmente diferentes tipos de vacunas contra fa fiebre tifoidea las cuales
tienen como cbjetivo principal la prevencion de la infeccién y, por lo tanto, sélo se aplican en
casos particutares. Las vacunas que se han utilizado desde principios del siglo se pueden clasificar

en Ginco grupos;



1. Parenterales de bacterias completas inactivadas.

2. Parenterales de subunidades bacterianas.

3. Parenterales conjugadas polisacarido-proteina acarreadora.
4. Orales de bacterias completas inactivadas.

5. Bacteria oral atenuada.

Sin embargo, actualmente no se cuenta con una vacuna totalmente efectiva contra la
fiebre tifoidea, pues las vacunas inactivadas causan reacciones colaterales debido a la endotoxina
que contienen (46) y tanto 1a vacuna oral como la elaborada a partir de antigeno Vi, inducen buena

inmunidad pero de corta duracion (1,44).

3.2. VACUNAS PARENTERALES DE BACTERIAS MUERTAS

A pesar de que la primera inmunizacién experimental contra la infeccién por Salmonella
typhi se realizé en 1886, fue a partir de los afios 50 que se realizaron estudios de campo
controlados para evaluar 1a eficacia de este tipo de vacunas. Cuatro variedades de este tipo de
vacunas se han incluido en estos ensayos; la inactivada por calor y fenol, la inactivada por alcohol,

la inactivada por acetona y la inactivada por formalina y preservada en fenol (46).

La utilizacién masiva de estas vacunas fue exitosa, pues 1a morbilidad por fiebre tifoidea
disminuyé al aplicaria en la India, Egipto, ltalia y Sudafrica. Ademas, en los sujetos que adquirian
la enfermedad a pesar de estar vacunados, el cuadro clinico era considerablemente menos severp
(39). Lavacuna que se utiliza mas ampliamente en la actualidad es ia inactivada por calor y fenol
ya que es relativamente facil de producir. Sin embargo, tiene efectos colateraies debido a la
cantidad de lipopolisacarido (LPS} que siempre |a contamina. Ademas, confiere proteccién parcial
y de coita duracion, por lo tanto su empleo se ha limitado a grupos considerados como de alto
riesgo y no esta indicada en nifios, lo cual la excluye del Programa- Ampliado de Inmunizacion

(PAl). Por lo tanto, es conveniente contar con una vacuna mas segura y eficaz que confiera




inmunidad de larga duracion y se pueda aplicar en nifios pequefios. En México, el Instituto
Nacional de Higiene de la Secretaria de Salud elabora una vacuna antitifoidica inactivada, la cual
presenta las siguientes contraindicaciones: con cierta frecuencia produce severas reacciones
adversas tanto locales como sistémicas, que incluyen fiebre, dolor de cabeza y eritema, por to que

en ocasiones su uso es causa de ausentismo en el trabajo o en la escuela (40).

3.3. VACUNAS ORALES DE BACTERIAS COMPLETAS INACTIVADAS

Estas vacunas se comenzaron a utilizar desde mediados de los aftos 20 hasta la década
de los 70. Incluyen principalmente una vacuna inactivada por acetona y otra inactivada por
formalina. Sin embargo, en amplios ensayos de campo mostraron ser ineficientes por lo que en la

actualidad ya no se elaberan ni se recomienda su uso (73).

3.4. VACUNAS ORALES CON BACTERIAS ATENUADAS

Se ha logrado la obtencién de mutantes atenuadas de Salmonefla typhi por métodos
quimicos © por ingenieria genética. La primera de ellas fue una cepa dependiente de
estreptomicina que en ensayos clinicos demostrd ser protectora y segura cuando se administrd
fresca. Sin embargo, al liofilizarse perdié su inmunogenicidad por lo que no se continud su

desarrollo (45).

Una de las opciones mas viables de este tipo de vacunas fue la desarrollada por
Germanier en 1975, a partir de la cepa Salmonelfia typhi Ty21a, induciendo mutagénesis con
nitrosoguanidina.  Entre las mutaciones que contiene, es deficiente en UDP-4-galactosa
epimerasa, codificada en el gene ga/E, y no produce antigeno Vi (22). Se pensaba que la
mutacion en el gene galE era el origen de la atenuacidn, sin embargo, ia obtencion por ingenieria
genética de mutantes ga/E, Vi ~ han demostrado que la delecion de estos genes no es suficiente
para inducir atenuacion; por tanto, la cepa Salmonefla typhi Ty21a_ debe contener otros genes
alterados relacionados.con virulencia y patogenicidad. Esta vacuna protege eficientemente,

siempre y cuando antes de administrarla se neutralice el jugo gastrico. Actualmente esta



disponible en el mercado (Vovolif®) y su utilizacién general en programas de salud publica tiene
utiidad [imitada debido a que son necesarias varias vacunaciones para alcanzar niveles

aceplables de inmunidad y el costo es elevado (21,46).

Por ofra parte, su administracién presenta la siguiente contraindicacion: no debe
administrarse a personas con alguna inmuncdeficiencia, incluyendo infeccion por HIV. En este

grupo se recomienda la vacuna parenteral de células muertas (46).

3.5. VACUNAS PARENTERALES CONJUGADAS POLISACARIDO-PROTEINA
ACARREADORA

Para incrementar la inmunogenicidad de! antigeno Vi y hacerdo un antigeno timo-
dependiente, se ha tratado de conjugarlo quimicamente a varias proteinas acarreadoras como son
el toxoide tetanico, el toxoide difiérico y la subunidad B de la toxina del célera. En modelos
animales se ha demostrado que estos conjugados inducen titulos mas altos de anticuerpos que el
antigeno Vi solo, sin embargo, aln no se tiene informacion sobre los resultados en ensayos

clinicos en humanos (26).

Otra opcién para una posible vacuna es la conjugacion de las proteinas de membrana
externa de Salmonella typhi a otros antigenos. Los resultados preliminares muestran que un
conjugado porina-toxoide tetanico protege a ratones y genera anticuerpos neutralizantes de la
toxina. Por otro lado, el conjugado Vi-porinas seguramente inducird memoria inmunolégica mas

eficientemente que el antigeno Vi solo {26).

3.6. VACUNAS PARENTERALES DE SUBUNIDADES BACTERIANAS

Se han diseiiado diversas estrategias para obtener vacunas de subunidades. Entre las
que se han evaluado clinicamente se encuentran: los .extractos obtenidos por
congelacion/descongelacidn, los tripsinizados, el LPS purificado (41) y el antigeno Vi purificado.

De todos ellos, el Ultimo ha mostrado los mejores resultados. El antigeno Vi es un polisacarido
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constituido por un polimero de acido 2-deoxi-2-N-acetil galacturénico que se puede purificar en
condicicnes no desnaturatizantes utilizando hexadeciltimetilamonio (Cetavion®). Los ensayos de
campo en Nepal y en Sudéafrica dieron resultados alentadores y actualmente esta vacuna se
encuentra en el comercio (TYPHIM Vi*) (17). Sin embargo, su naturaleza polisacaridica hace poco

probable que induzca inmunidad de larga duraci6n (62,72).

Se han estudiado diversos antigenos de la superficie de Salmonella typhi como probables
candidatos a vacunas contra la fiebre tifoidea. Entre ellos estd el antigeno somético O, el cual
induce titulos altos de anticuerpos tanto en animales de experimentacién como en personas con
fiebre tifoidea; sin embargo, éstos no correlacionan con un estado de inmunidad (32). De igual

forma, el antigeno flagelar H no es capaz de inducir inmunidad protectora (78),

Otlra alternativa, es desarrollar una vacuna a partir de proteinas de membrana extemna
(PME) de Salmonella typhi (56). En el modelo murino, tanto las PME de Salmonelfla typhi, como
las porinas purificadas (48,69), e incluso la OmpC recombinante (35), inducen proteccion
relacionada con la actividad de anticuerpos, ya que el suero hiperinmune de conejo anti-PME
protege pasivamente a ratones (36) y anticuerpos monoclonales anti-porinas confieren proteccion,
mientras que anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen ningun efecto (57), ademas, los
pacientes convalecientes de fiebre tifoidea producen IgG contra las porinas de Salmonefia typhi.
Por otro lado, las porinas también inducen inmunidad mediada por células ya que activan

especificamente linfocitos T en humanos y ratones y promueven activacién de macréfagos (4,26).

Debido a la localizacion de las PME en la superficie de las bacterias Gram-negativas, se
han considerado como antigenos importantes en la induccioén de un respuesta inmune-protectora
especifica (56). Asi, se ha demostrado que la inmunizacion con PME de Neisseria meningitidis y

N. gonorrhoeae confiere proteccion contra la infeccion por la bacteria relevante (4,26).
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Estudios subsecuentes han demostrado que Ja inmunizacién con PME derivadas de otras
bacterias Gram-negativas, como Haemophilus influenzae (29), Shigella flexneri (2) y Pseudomonas
aeruginosa (23,80) también confieren proteccion contra ia infeccién en animales experimentales.
Recientemente se ha elaborado una vacuna a base de PME de N. gonhorreae, la cual se
encuentra disponible para uso en humanos. Por otro lado, las PME obtenidas de una cepa rugosa
de Salmonelia typhimurium confieren proteccion contra la infeccién por dicha bacteria en ratones
{48). También, el suero hiperinmune obtenido en conejos contra las PME confiere proteccion

pasiva contra Salmonelia typhimurium en ratones no inmunizados (24).

Como se menciono anteriormente, el desarrollo de nuevas tecnologias en el area
biomédica ha permitido el desarrollo de nuevas vacunas. Uno de los ensayos mas importantes
para la produccidn de una vacuna contra la fiebre tifoidea es la aplicacion de técnicas de
ingenieria genética para lograr obtener diversas cepas de Salmonella typhi atenuadas. Haciendo
deleciones especificas en los loci aroC, aroD, aroA o purA, se logran cepas auxotroficas, es decir,
que necesitan metabolitos especificos para sobrevivir. Una de las mas prometedoras es
Salmonelia typhi CVD908, la cual es dependiente de aminoacidos aromaticos, pues contiene
mutaciones definidas en los foci aroC y aroD, lo cual causa dependencia nutricional por
metabolitos que no se encuentran en tejidos de mamiferos y, consecuentemente, no es capaz de
sobrevivir en ellos. En ensayos clinicos, esta cepa ha demostrado ser inmunogénica y sequra
(74), asi como inducir una fuerte respuesta inmune humoral y celular (70,71). Esta cepa ademas,
se ha utilizado como acarreador de antigenos heterdlogos como gp120 de HiV-1 (18), los factores
de colonizacion CFAfl y CS3 de Escherichia coli enterotoxigénica (24) y la proteina
circunsporozeitica (CSP) de Plasmodium falciparum o en Salmonella typhi actualmente todos los

cuales se encuentran en proceso de evaluacion (75).
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4. ANTECEDENTES EN LA INVESTIGACION DE PORINAS DE Salmonelia typhi y

Salmonella typhimurium.

Las porinas son proteinas monoméricas de peso molecular de 31 a 48 Kda, se encuentran
asociadas estrechamente a la péptido glicana y al LPS de forma no covalente (50). Reciben el
nombre de porinas porque se ordenan en forma regular en la membrana externa formando
trimeros, los cuales forman poros 0 canales que permiten la entrada pasiva inespecifica de
pequefnias moléculas hidrofilicas a través de fa membrana externa de las bacterias Gram negativas

(30,31,51).

Basados en los antecedentes de proteccién con las PME de otras bacterias Gram-
negativas (56) y los estudios ya efectuados con las PME de Salmonelia fyphi, Isibasi et. al. (37),
disefiaron un proyecto para llevar a cabo ta produccion de una vacuna contra 1a fiebre tifoidea a
partir de porinas de Salmonelia typhi para inmunizacion en humanos. Por otro lado, se ha valorado
ta respuesta inmune humoral hacia las PME de Salmonelfa typhi en pacientes con fiebre tifoidea
en fase aguda y de convalecencia. Los resultados demuestran que las porinas son inmunogénicas
en el humano, ya que se encontraron anticuerpos de las clases IgM e 1gG especificos; los de clase

IgG dirigidos principalmente contra ellas (36).

Para explicar la proteccién activa y pasiva a través de anticuerpos, se sugiere que la
activacion del complemento por los anticuerpos anti-porinas, probablemente sea uno de los
mecanismos efectores del sistema inmune en la fiebre tifoidea, ya que la reaccidon antigeno-
anticuerpo se lleva a cabo sobre la superficie bacteriana, permitiendo al complejo C5-C9 (MAC)
insertarse en la membrana y ejercer su efecto litico; esto no ocurre con los anticuerpos dirigidos
contra el antigeno somatico O ya que la reaccion antigeno-anticuerpo ocurre en las unidades de
repeticién oligosacaridicas O, lejos de la membrana bacteriana. Lo anterior podria explicar la falta

de correlacion entre titulos altos de anticuerpos anti-Q y un estado de inmunidad protectora (69).
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La proteccion activa con las ;;on'nas de Saimonella typhi probablemente se debe a la
induccién de una respuesta inmune celular especifica. Un modelo para explicar este mecanismo
seria el siguiente: La liberacién de INT-y e IL-2 por linfocitos Th1 antigeno-especificos, activaria
macréfagos capaces de destruir bacterias, asi como clonas antigeno especificas de linfocitos
Lyt2+ que ejercerian actividad citotéxica sobre macrofagos infectados con Salmonelia typhi, de
manera semejante a lo que sucede en el modelo murino infectado por Listeria monocytogenes

(38).

Algunas de las observaciones mas reievantes sobre el papel de las proteinas de
membrana externa en la induccién de inmunidad protectora ante la infeccién por Saimoneila typhi

son las siguientes:

1. Las PME de Salmonella typhi obtenidas mediante la solubilizacién con un detergente no
iénico, presentan pesos moleculares de 14 a 70 kDa con pl de 4.0 a 6.0, y un 4% de
contaminacién con LPS (55).

2. Los pacientes con fiebre tifoidea producen anticuerpos de clase IgM dirigidos contra
una PME de 28 kDa durante la fase aguda de su padecimiento. En la convalecencia, ia
resptiesta es de IgG y dirigida contra las porinas de 38 a 41 kDa (55).

3. Lavacunacién de ratones NIH con 10 pg a 30 ug de porinas de Salmonella typhi induce
proteccion del 100% al reto con 500 DL, de Salmonella typhi 9,12, Vi:d y Safmonella
typhi Ty2, y del 30% al reto con la misma dosis de Salmonella typhimurium (36,37).

4. La administracién pasiva de suero de conejo anti-PME de Salmonella typhi 9,12 Vid,
confiere proteccién del 100% al reto con 100 DLsy de Saimonella typhi 9,12 Vid vy
Salmonella typhi Ty2; y del 80% al reto con Salmonefla typhimurium (42).

5. Las porinas de Salmonella typhi 9,12 Vi:d purificadas por cromatografia de exclusion
molecular, electroelucién e inmunoadsorbente tienen un pt de 4.0 a 5.0 y pesos
moleculares de 114 a 128 kDa en estado native (cuande se encuentran asociados en

forma de homotrimeros y de 36 a 41 kDa en su forma monomérica, con una
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contaminacion por LPS del 0.04%) (58).

6. Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi:d confieren
una proteccion del 60% al reto con 20 DLsy de Saimonella typhi 9,12 Vi:d, mientras que
anticuerpos monoclonales anti-LPS no producen ningin efecto, esto viene a corroborar,
que las porinas son los inmundégenos protectores en el modelo murino (57).

7. La inmunizacién de ratones BALB/c con porinas de Salmonella fyphimurium generan
una red de anticuerpos anti-idiotipicos (386).

8. La administracion de anticuerpos monoclonales anti-idiotipicos de las porinas a ratones
BALB/c normales genera una respuesta de anticuerpos capaces de reconocer a las
porinas por inmunoelectrotransferencia (36).

9. Lavacunacion de ratones NIH con 30 ug de PME de Salmonella typhi, induce respuesta
proliferativa in vitro de linfocitos, en presencia de porinas de Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium o E. coli (25).

10. La administracién de vacuna antitifoidica oral induce, en las personas estudiadas, Ia

produccion de anticuerpos anti-porinas cuantificados por el método de ELISA (3.12).

Por otro lado, en América Latina hay varios grupos de Investigacion que estan trabajando
con PME y especificamente con porinas de Salmonella typhi con el fin de emplearlas como
inmundgenos protectores o para diagnostico de fiebre tifoidea. Hay dos grupos de investigacion
interesados en este campo; uno de ellos considera que las PME de pesos moleculares por arriba
del de las porinas, son las importantes tanto para el diagndstico especifico como para
inmunégenos protectores (21). El otro grupo de investigacion ha obtenido por ingenieria genética
el gene de la porina OmpC de Salmonella typhi Ty21a . En la Fig. 1 se muestra la i‘magen

cristalografica de la porina OmpF (7,63).
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El problema principal para el estudio de la fiebre tifoidea es que Salmonella typhi es
patégena solo en humanos y chimpancés (19). Debido a esto, se tiene al ratéon como el mejor
modeio experimental ya que Salmonella typhimurium le causa una infeccion natural muy similar a
la fiebre tifoidea humana (54). Es por ello que es de gran utilidad determinar la respuesta inmune
celular y humoral a porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi.d en diferentes cepas de ratones
singénicos a nivel del haplotipo H-2, para poder emplear el mejor modeio murino en fa induccién

de proteccidn al reto de Salmonella typhi 9,12 Vid (33,68).

La salmonelosis murina, igual que en el hombre, se transmite por la ingestién de alimentos
0 agua contaminada con heces de animales infectados o portadores; después de que la infeccion
tiene lugar por via oral, 1a bacteria coloniza el intestino delgado sin causar sintomas apreciables,
posteriormente, estas bacterias entran a los tejidos submucosos atravesando el epitelio velloso 6 a
través de las células M de las placas de Peyer para su posterior diseminacion, via linfaticos, a todo
el torrente circulatorio y sistema fagocitico mononuclear, donde las bacterias son fagocitadas por
macrofagos de bazo e higado (células de Kupffer). Estas células son el principal sitio de
muitiplicacion de Salmonella en los siguientes dias de la infeccién. Su multiplicacion tiene lugar

intracelularmente, protegiéndose de los anticuerpos y antibiéticos (27).

La salmonelosis murina puede divididirse en dos fases: fase temprana (menos de 10 dias
de infeccion) y fase tardia (mayor a 10 dias de infeccion). El periodo de incubacién de Salmonella
typhimurium es de 3 a 6 dias. La salmonelosis murina puede vanar desde una infeccién leve con
signos clinicos a una enfermedad aguda y fatal. Los ratones se muestran menos activos, adoptan
una postura encorvada con distencion abdominal, pelaje aspero, pérdida de peso, ocasionalmente

diarrea, esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia (27).
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No todos los ratones llegan a sufrir salmonelosis al reto con la bacteria. Estudios
anteriores han demostrado que !a resistencia natural, a un namero de diferentes agentes
infecciosos (bacterias, hongos, virus y protozoarios), esta controlado en parte por la constitucion
genética dé cada cepa en particular, un ejemplo de tal control genético son los diferentes grados

de susceptibilidad a Salmonella typhimurium (27,68).

El hallazgo de que por lo menos tres genes gobieman la respuesta a Salmonella
typhimurium en ratones singénicos, sugiere que el resultado final de la infeccion lo determina una
serie de eventos inmunolégicos y que un defecto en cualquiera de estos pasos puede resultar en ta
muerte del animal, por !o tanto, la identificacion de los productos de estos genes de resistencia a
Salmonella typhimurium es imporiante en la definicion de las interacciones hospedero-parsito

(25,27).

Una vez recopiladas todas estas evidencias, se pueden considerar a las porinas de
Salmonella typhi 8, 12, Vi:d como fuertes candidatos para inducir una respuesta inmune eficaz,
duradera y con efectos adversos minimos (ya que al ser purificadas, se elimina casi
completamente la presencia del LPS). Para su obtencion se implementé un manual de preduccion
aplicando el concepto de Buenas Practicas de Manufactura de Productos Biolégicos, respaldado
por la implantaciéon de un sistema de Aseguramiento de Calidad y del Manual de Control de
Calidad aplicado al proceso. Todo esto con ta finalidad de obtener un producto seguro y confiable

para la administracion en humanos.
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5.0 CARACTERISTICAS GENERALES DE UNA VACUNA INYECTABLE

La vacuna ideal esta considerada como una forma modificada no patogénica de un agente
infeccioso, sin la capacidad de replicarse ni diseminarse como lo haria el agente en su forma
natural, pero con la capacidad de estimular al sistema inmune. Esta debe seguir con fa ruta de
infeccion del agente patégeno y asi estimular al sistema inmune de manera similar a la presentada
en una infeccion natural. Desafortunadamente, no siempre es posible desarrollar este tipo de
vacunas para todos los agentes infecciosos. Otra de las altemnativas es el uso, como vacunas, de
microorganismos muertos o atenuados, sin embargo, presentan la desventaja de inducir una
respuesta inmune de corta duracion. Una de las opciones para inducir inmunidad contra muchos
agentes microbianos y para todos los parasitos eucariotes, es el uso de vacunas basadas en
subunidades del microorganismo; tales subunidades tienen la caracteristica de contener elementos
que son necesarios para producir una infeccién independiente, multiplicacién o crecimiento en el

hospedero (5).

Se consideran vacunas vivas atenuadas, aquellas donde el agente infeccioso conserva la
capacidad de replicarse y multiplicarse pero no su virulencia; mientras que el término de vacunas
muertas se utiliza para las preparaciones en las cuales el microorganismo no tiene la capacidad de

multiplicarse, este grupo incluye subunidades celulares y/o material sintético (5).

Actualmente, gran parte de estas subunidades se han identificado y caracterizado, asi se
tienen: proteinas individuales, accesorios, carbohidratos y otras estructuras de la superficie de las
células, en algunos casos se ha determinado su participacion en la patogenicidad de los
microorganismos. La caracterizacion de las estructuras antigénicas bacterianas especificas ha
incrementado los esfuerzos para el desarrollo de nuevas vacunas bacterianas mas definidas, éstas
estadn basadas en componentes celulares purificados. Este campo permite un mejor Control de
Calidad de las vacunas, asi como un aumento en la eficacia y una disminucién de la

reactogenicidad (5).
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Se estan desarrollando muchas vacunas experimeniales basadas en antigenos purificados
¢ en cepas atenuadas, y se ha encontrado que los antigenos purificados generan una
inmunogenicidad débil en comparacion con la bacteria completa. Las bacterias completas
contienen una gran variedad de macromoléculas, algunas de las cuales tienen la capacidad de
estimular el sistema inmune inespecificamente. Una aplicacion importante, por ejemplo, se tiene
en que algunas estructuras como los peptidoglicanos de la pared celular y los lipopolisacéridos,
pueden actuar como adyuvantes para mejorar la respuesta inmune de otros antigenos con baja

inmunogenicidad (5).

Las vacunas basadas en subunidades celulares, generalmente utilizan antigenos de
superficie 0 componentes bacterianos extracelulares, sin embargo, se ha despertado interés en el
desarrollo con antigenos intracelutares tales como las proteinas de choque térmico o proteinas
ribosomales. Comunmente se esperaria que la respuesta inmune se dirigiera hacia la superficie de
patégenos bacterianos extracelulares o bien a toxinas de microorganismos viables. Sin embargo,
bacterias que se desarrollan intracelularmente en el hospedero evadiendo la respuesta inmune,
sufren el mecanismo de presentacién de antigenos intracelulares de los microorganismos lisados,

en la superficie de las células presentadoras del antigeno asociado con moléculas del MHC (5).

Es necesario considerar ciertos puntos con relacién a las perspectivas para el desarrollo
de nuevas vacunas, entre 10s que se incluyen:

» Definir los mecanismos inmunolégicos por medio de los cuales se genera la proteccion
después de la adquisicion natural de la enfermedad.

+ Identificar las partes antigénicas del microorganismo que inducen la proteccién.

» Identificar los genes que codifican para la expresion de los antigenos importantes para
la generacién de la inmunidad.

» Utilizar nuevas técnicas de biotecnologia para producir dichos antigenos.

+ Evaluar la compatibilidad de los reactivos y medios. durante la obtencion del

inmunogéno, para garantizar la inocuidad y eficacia de la vacuna.
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+ Diseflar modelos adecuados para la evaluacién de la capacidad protectora de la

vacuna.

La elaboracion de un producto con estas caracteristicas implica el disefio de un protocolo
de produccién donde el objetivo principal sea obtener un producto seguro y confiable que posea

las caracteristicas antes mencionadas (10).

6. BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA DE PRODUCTOS BIOLOGICOS.

Las Buenas Practicas de Manufactura de Productos Bioldgicos son un conjunto de
especificaciones que sirven como guia para alcanzar la obtencién de un producto con las
caracteristicas mencionadas, las cuales establecen claramente las especificaciones para la
obtencion o produccion de una gran diversidad de productos biolégicos adaptandose a las

caracteristicas de cada uno de ellos (60).

Los proceses necesarios para la manufactura y control de Productos Biolégicos estan
determinadaos por el origen de los productos, asi como par los meétodos de obtencion. Dentro de los

procesos de Manufactura considerados en este campo se encuentran:

- Crecimiento de cepas de microorganismos y ¢élulas eucaridticas.

- Extraccion de substancias a partir de tejidos bioldgicos, incluyendo humanos, animales y
plantas.

- Técnicas recombinantes de DNA (rDNA).

- Técnicas refacionadas con hibridomas.

- Propagacidén de microorganismos en embriones o animales.
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Los productos obtenidc'::s por medio de estos métodos estan clasificados como Productos
Biolégicos dentro de los que se encuentran: alergenos, antigenos, vacunas (53), hormonas,
citocinas, enzimas, sangre total humana, plasma y sus derivados, suero inmune, inmunoglobulinas
(incluyendo - anticuerpos monoclonales), productos de fermentacion (incluyendo productos

derivados de DNAr) y agentes de diagndstico para uso in vitro (60).

La fabricacion de productos biolégicos debe considerarse de acuerdo con el principio
basico de las Buenas Practicas de Manufactura, ademas de los requerimientos generales de las
Buenas Practicas de Manufactura de Productos Farmmacéuticos (61), y las complementarias
especificamente a Produccién y Contro! de Productos Biol6gicos, con gran aplicacidén en lo que a

bioseguridad se refiere (60).

La manera en gue los productos bioldgicos sean producidos, controlados y administrados,
involucrara directamente tomar algunas precauciones especiales. A diferencia de los productos
farmacéuticos convencionales, los cuales son producidos y controlados por medio de metodos
quimicos v fisicos reproducibles, los productos bioldgicos se fabrican por medio de métodos que
involucran materiales y procesos biolégicos, tales como cultivo de células o extraccién de material
a partir de microorganismos vivos; estos procesos presentan una gran variabilidad intrinseca
debido a la gama y naturaleza de los bio-procesos. Por lo tanto, una de las principales
especificaciones de las Buenas Practicas de Manufactura indica que en cada paso del proceso de
produccién se deben especificar ios ingredientes activos que se utilizan u obtendrén, asi como

todos los pasos de la produccion (60,61).

El control de los productos bioldgicos involucra técnicas bioldgicas que implican mas
variabilidad que las determinaciones fisicoquimicas convencionales. E! control en proceso es de
gran importancia, ya que ciertas deficiencias durante el proceso de produccion, muchas veces, no

se detectan durante el analisis de producto terminado.
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6.1. INSTALACIONES Y AREAS DE TRABAJO.

El establecimiento de fabricacion y su personal deben ser dirigidos por una persona que

domine las técnicas de fabricacion de sustancias biolégicas y que conozca los principios cientificos

en que se fundamentan estas técnicas (60).

Las instalaciones de produccion deben cumplir con algunos parametros especificos como son:

Deben estar situadas, distribuidas, construidas, adaptadas y manienidas para
adecuarse a las operaciones que se realizaran en ellas.
Las dreas destinadas a la fabricacién deben reunir 1as mejores condiciones de
higiene y proteccion contra polvo, insectos, roedores , etc. (15,43).
Las superficies interiores (paredes, pisos, techos) deben ser lisas y no presentar
grietas; no deben desprender particulas y deberan ser limpiadas con facilidad.
Evitar dentro de las areas |a presencia de lavaderos o tarjas, en caso de existir éstas
deben ser de un malerial adecuado (como acero inoxidable) sin rebosadero y no ser
utilizadas durante el proceso de produccion. Es preciso evitar la diseminacion en el
aire de microorganismos patégenos, para evitar la posibilidad de contaminacién
durante el proceso de produccion (15,43).
Los lotes de siembra y bancos de cepas bacterianas deben ser almacenados en
lugares independientes; el acceso a éstas areas estara restringido a personal
autorizado (15,43).
Todos los recipientes que contiene sustancias bioldgicas, cualquiera que sea la
etapa de fabricacion, deben estar identificados con etiquetas firmemente adheridas
(15,43).
Algunas recomendaciones para evitar la contaminacion cruzada son (15,43):

- Realizar la produccidn y el envasado en zonas independientes.

- Evitar la fabricacién de distintos productos al mismo _tiempo, a menos que estén

efectivamente separados;
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- Impedir la transferencia de material en procesos como cambic de vestimenta,
lavado y descontaminacion (15,43).
- Evitar la formacion de aerosoles (especiaimente por centrifugacién y mezclas).
- Usar recipientes esterilizados (15,43).
- Los materiales secos utilizados para preparar amortiguadores, medios de cultivo,
deben ser pesados y disueltos en un area aislada, fuera de ios locales asépticos y

de purificacion.

6.2. PERSONAL

En cuanto a las recomendaciones de mayor importancia en lo que se refiere al personal

que sera asignado a la produccion de la vacuna, deberdn seguir las siguientes normas (80):

Asegurarse de que el personal que llevara cabo el proceso en las areas, no sufre
ninguna enfermedad o trastorno que pudiera comprometer la integridad microbiolégica
o de ofro tipo del producto.

Es necesario mantener las normas mas estrictas en cuanto a higiene personal se
refiere.

Informar inmediatamente de cualquier trastorno (por ejemplo, diarrea, tos, resfriados,
piel o cabello infectados , heridas, fiebre, elc.).

El personal no debe pasar de las areas donde se manipulan microorganismos o
animales vivos a otras dreas donde va otro paso de! proceso, o se estan fabricando
otros productos.

Debe utilizar ia vestimenta apropiada durante el proceso, con el fin de mantener integra

la identidad de! producto.
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6.3. PRODUCCION
Durante el proceso de produccion de la vacuna se deben considerar las siguientes
especificaciones (60):
« Deben existir Procedimientos Estandarizados de Operacidon actualizados para cada
paso del procedimiento asi como para las pruebas de contro} de calidad en proceso y
en producto terminado, los cuales deberdn mantenerse actualizados.
« Deben extremarse precauciones en el vaciado de indculos en procesos de
fermentacion para evitar que haya contaminacion (15,43).
e El medio de cultivo y todos sus suplementos deben estar debidamente esterilizados
para garantizar la pureza del cultivo.
+ Cuando se utilice equipo de cromatografia para purificacion, debe considerarse la
apropiada limpieza y sanitizacion de este equipo para evitar contaminacién cruzada.
Por lo que antes de cada purificacién debe de realizarse un monitoreo microbiolégico y
determinar la presencia de endotoxina en la solucidn de tavado (15,43),
+ Con respecto a la rotulacién de productos envasados, se recomienda el uso de una
etiqueta que permita identificarlo claramente, deben estar perfectamente adheridas a

los envases en cualesquiera que sean las condiciones de almacenamiento.

6.4. REGISTRO

Un punto importante es el que se refiere a Registros de la produccion del lote, los cuales
deberan proporcionar los datos completos de la fabricacion del mismo, de la preparacion bioldgica
y mostrar que ha sido fabricado, probado y envasado de acuerdo con los procedimientos
autorizados . Un registro también debe inciuir el rendimiento obtenido en cada etapa de
fabricacién, asi como debe estar debidamente firmado en cada paso e indicar las precauciones
que se tomaron y las observaciones especiales efecluadas durante toda la fabricacion del lote.
Estos puntos aplican para los registros de las pruebas de control y muestras aprobadas de

etiquetas.
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6.5. CONTROL DE CALIDAD

Con lo que a Control de Calidad de desarrollo y fabricacién de la vacuna se refiere, las

principales actividades que estan involucradas son:

Preparar instrucciones detalladas para cada prueba y analisis.

Asegurar la identificacién y el aislamiento adecuado de las muestras para evitar
confusiones y la contaminacion cruzada (15,43).

Efectuar la evaluacion microbiologica del ambiente y adecuacion para las condiciones
de fabricacién (15,43).

Autorizar o rechazar materias primas, materiales de etiquetado y envasado, productos
intermedios y producto terminado cuando sea necesario.

Evaluar la adecuacion de las condiciones de almacenamiento.,

Evaluar la calidad y estabilidad del producto final y, cuando sea necesario, las materias

primas y el producto intermedio.

Es necesario tomar en cuenta los requisitos descritos para obtener un producto que

cumpla con las caracteristicas para fas cuates fue disefado, para obtener un producto de 6ptima

calidad (60).
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. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Implementar el Manual de Produccién de la vacuna contra fiebre tifoidea a

base de Porinas de Salmonella typhi 9,12, Vi:d para aplicacién en humanos

2. OBJETIVOS PARTICULARES

2.1. Acondicionar las areas de produccion y purificacion/dosificacion

2.2. Implementar un programa de sanitizacion para las areas de produccién y
purificacion/dosificacion

2.3. Flaborar los Procedimientos Estandares de Operacion correspondientes a la

produccion

2.4. Producir un lote siguiendo el Manual de Produccién de la vacuna contra fiebre

tifoidea a base de porinas de Salmonelia typhi 9,12,Vi.d



27

IV. MATERIAL Y METODOS

Como se menciond en la introduccion, las Buenas Practicas de Manufactura de productos
bioldgicos establecen que para cualquier proceso debe existir un Procedimiento Estandar de
Operacién (PE6) el cual se define como: “Procedimiento escrito autorizado que contiene
instrucciones para realizar operaciones que no necesariamente son especificas para un producto o
material determinado, sino de naturaleza mas general. Algunos procedimientos de esta naturaleza
pueden utilizarse como complemento de la documentacién especifica para un producto, sea esta

una documentacion maestra o referente a la produccién de lotes” (64).

El manual de produccion de la vacuna contra fiebre tifoidea a base de porinas de Salmonella typhi
9,12 Vi:d incluye Procedimientos Estandares de Qperacién relacionados con el aseguramiento de
calidad {65), con la produccion, con el control de calidad en proceso y de producto terminado (66),
y con la operacion, limpieza y mantenimiento de los equipos involucrados (65). Para la elaboracion
del lote de vacuna se aplicaron todos los Procedimientos Estandares de Operacién incluidos en
dicho manual, sin embargo, en el capitulo de Materiales y Métodos del presente trabajo se
incluyen solamente los Procedimientos Estandares de Operacién elaborados por las sustentantes.
El primer Procedimiento corresponde al indice de todos los Procedimientos Estiandares de

Operacién de dicho manual.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO GENERAL DE PRODUCCION Y CONTROL

PRODUCCION

Sanitizar el area de produccion (UIM-PG-05)

Preparar el medio minimo “A” suplementado
(UIM-PP-10)

Diluir cepa semilla, verter en matraces para
indculo e incubar (UIM-PP-02)

Inocular matraces para cuitivo e incubar (UIM-
PP-02)

Cosechar la biomasa por centrifugacion (UtM-
PP-03)

Romper las bacterias en el molino de células y
agregar DNAasa y RNAasa (UIM-PP-04)

Extraer las porinas por el método de Nikaido
{UIM-PP-05)

Purificar las porinas en columna de FPLC
{(UIM-PP-06)

Dosificar las porinas en viales de 2 mL bajo
campana de flujo laminar (UIM-PP-07)

Acondicionar los viales dosificados (UIM-PP-
08)

Almacenar los viales (UWM-PP-09)

CONTROL DE CALIDAD

Monitoreo ambiental (UIM-PG-03)

|

Caracterizacion Macroscopica,
microscopica y bioquimica (UIM-CA-
01y02)

pH (UIM-CA-11)

Curva de crecimiento (UIM-CA-04)
Caracterizacion Macroscopica,
microscdpica y bioquimica (UIM-CA-
01y 02)

pH (UIM-CA-11)

Biomasa humeda (UIM-PP-03)

Tincidn de Gram (UIM-CA-01)

Control de extraccion de porinas
{(UIM-CA-05)

Monitoreo ambiental (UIM-PG-03)
Control de purificacion de porinas
(UIM-CA-05)

Control de eliminacién de LPS (UIM-
CA-05)

Concentracion de proteinas (UIM-CA-
07)

Peso molecular (UIM-CA-05)
Concentracién de acidos nucleicos
(UIM-CA-08)

Endotoxinas bacterianas (UIM-CA-
09)

Antigenicidad (UIM-CA-10)

Monitoreo ambiental (UIM-PG-03)
Aspecto (UIM-CA-13)

Control de purificacion de porinas
(UIM-CA-05)

Control de eliminacion de LPS (UIM-
CA-05)

Concentracién de proteinas (UIM-CA-
07)

Peso molecular (WIM-CA-05)
Concentracion de acidos nucleicos
(UIM-CA-06)

Piré6genos (UIM-CA-16)

Antigenicidad (UIM-CA-10)

Esterilidad (UIM-CA-15)

Potencia (UIM-CA-14)

Seguridad (UIM-CA-17)
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[ N CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXl
@ UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN INMUNCQUIMICA
INDICE DE PROCEDIMIENTOS PEO: JEFATURA
ﬂ ) UIM-JG-06 Pag..1de3
Revisfigd por, POy En vigor: Sustituye a:
Q MEN DR. AR%DO ISIBA; Nov. 97 NUEVO
DONADO

Proxima revision: Noviembre 1998
OBJETIVO
Clasificar, ordenar y enumerar los procedimientos estandares de operacion relacionados con la obtencién de porinas de S.
typhi 9,12, Vid para inmunizacién en humanos.

ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunaquimica del CMN Sigio XXI del IMSS designado a la produccién.

POLITICAS
Es responsabilidad de las personas involucradas en la produccion el consultar el presente indice al producir porinas de S.
typhi 9,12 Vi:d para inmunizacién en humanos.

I) Aseguramiento de Calidad

Elaboracién de Procedimientos (UIM-JG-01)

Sistema de Codificacion (UIM-JG-02)

Mision (UIM-JG-03)

Politicas de Calidad (UIM-JG-04)
"Objetivos (UIM-JG-05)

Indice de Procedimientos (UIM-JG-06)

Estructura Organizacional (UIM-JG-07)

Revision y Aprobacion de Procedimientos (UiM-JG-08)
Emision, Control y Distribucion de Procedimientos (UIM-JG-09)

DEONDO AWM

il) Procesos Generales

Descontaminacién y Lavade de Material (UIM-PG-01)

Preparacion, Esterilizacion y Despirogenizacion de Material {UIM-PG-02)
Monitoreo Ambiental Microbiolégico (UIM-PG-03)

Sanitizacidon de Mesas de Trabajo (UIM-PG-04)

Sanitizacion de Area de Produccion (UIM-PG-05)

Técnica de Vestido (UIM-PG-06)

Preparacion de Medios de Cultivo (UIM-PG-07)

Preparacion de Soluciones (UiM-PG-08)

Proceso General de Produccién y Control de Calidad (UIM-PG-09)

DRNPO R RN S

It} Proceso de Producciéon
1. Produccion de Cepa Semilla y Cepa de Trabajo (UIM-PP-01)
2. Preparacion de Medio Minimo “A" Suplementado (UIM-PP-10)
3. Preparacion de Indculo y Fermentacion en Matraz (UIM-PP-02)
4, Cosecha y Biomasa Himeda (LIM-PP-03)
5. Ruptura de Bacteria y Eliminacion de DNA y RNA (UIM-PP-04)
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6. Extraccion de Porinas de S. typhi 9,12,Vi.d por el Método de Nikaido (UIM-PP-05)
7. Purificacién (FPLC) (UIM-PP-06)
8. Dosificacién (UIM-PP-07)
9. Acondicionamiento (UIM-PP-08)
10. Almacenaje (UIM-PP-09)

V) Control del Proceso de Produccion

Caracteristicas Microscopicas y Macroscopicas (UIM-CA-01)

Caracterizacion Bioguimica (UIM-CA-02)

Caracterizacion Seroldgica (UIM-CA-03)

Curva de Crecimiento y pH (UIM-CA-04)

Control de Purificacion de Porinas (PAGE-SDS) (UIM-CA-05)

Control de Ruptura de Bacteria (UIM-CA-01)

Contro! de Extraccion de Porinas (PAGE-SDS, Tincidn de Plata) (UIM-CA-05)
Control de Eliminacion de LPS (PAGE-SDS, Tincion de Piata) (UIM-CA-05)
Cuenta Viable (UIM-CA-18)

LRND KL

V) Control de Producto a Granel

Peso Molecular (PAGE-SDS) (UIM-CA-05)

Concentracion de Acidos Nucleicos {absorbancia a 260 nm y 280 nm) (UIM-CA-06)
Concentracién de Proteinas {Lowry) (UIM-CA-07)

Endotoxinas Bacterianas (Limulus) (UIM-CA-09)

Antigenicidad (ELISA) (UIM-CA-10)

pH (UIM-CA-11)

Concentracion de SDS (UIM-CA-12)

NoOmR LN~

Vi) Control de Producto Terminado

Aspecto (UIM-CA-13)

Peso Molecular (PAGE-SDS) (UIM-CA-05)
Concentracion de Proteinas (Lowry) (UIM-CA-07)
Antigenicidad (ELISA) (UIM-CA-10)

Potencia (UIM-CA-14)

Esterilidad (UIM-CA-15)

Pirdgenos (UIM-CA-16)

Seguridad (UIM-CA-17)

—_

Rl o
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4

Vi) Operacién de Equipos

Autoclave (UIM-PO-08)

Espectrofotdmetro BECKMAN (UIM-PO-07)
Agitador INNOVA (UIM-PO-04)

Centrifuga (UIM-PO-02)

Ultracentrifuga (UIM-PQO-05)

Dyno Mill (UIM-PO-03)

Columna FPLC WATERS (UIM-PO-09)
Potenciémetro (UIM-PO-10)

Campana de flujo laminar (UIM-PO-11)

OoNDGAWN S

Vil) Mantenimiento y Limpieza de Equipos
1. Agitador limpieza (UIM-PL-03)
2. Incubadera NAPCQ 5100 (UIM-CL-05)
3. Ultracentrifuga mantenimiento (UIM-PT-05)
4. Cenirifuga mantenimiento (UIM-PT-03)
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[N CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
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/’ UIM-PG-01 Pag. 1de2
R g Aprobado por. : En vigor. Sustituye a:
Gtk o
MEN DR, AR/ DO IS I NUEVQO

DONADOQ

Proxima revision Noviembre 1998

OBJETIVO
Establecer ef protocolo mediante ef cual se realizara |a descontaminacion y el lavado de materiat en la obtencion de porinas de S.
typhi para inmunizacion en humanos.

ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Sigle XX| del IMSS designado a ta produccion.

POLITICAS
Es responsabilidad de las personas que realicen la descontaminacion y el lavado de material el cumplir con lo indicado en este
procedimiento.

MATERIAL

Escobillones

Papel aluminio

Papel kraft

Algoddn

Gasa

Cinta testigo

Recipientes para esterilizacién de desechos comerciales 0 matraces bota de fondo plano de vidrio
Canastas de metal para esterilizacion

SOLUCIONES
Extran al 2%

Agua cormiente
Agua destilada

EQUIPO
Autociave

PROCEDIMIENTO

a) DESCONTAMINAC!ON DE LIQUIDOS

Utilizar guantes y cubreboca.

2. Colocar el material fiquido contaminado en los recipientes comerciales 0 en matraces bola de fondo plano de vidrio. El
liquido no debera sobrepasar la mitad del volumen del recipiente para evitar derames.

3. Colocar las tapas a los recipientes comerciales o colocar tapones de gasa y algoddn con capuchones de papel kraft a los
matraces de vidrio.

4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 30 minutos (1).

5. Desechar los liquidos en la tarja.
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by DESCONTAMINACION DE SOLIDOS
1. Utilizar guantes y cubreboca.
2. Colocar el material s6lido contaminado en canastas de metal forradas con papel krafi.
3. Esterilizar en autoclave a 130°C durante 20 minutos (1).
4. Desechar los sélidos en la basura.

b) LAVADO DE MATERIAL DE VIDRIO

Remojar el material de vidrio sucio en una solucién de Extran at 0.5% y cloro 100 pprn durante un minimo de 1 hora,
Lavar el material de vidrio con una solucion de extran al 2% utilizando un escobillén.

Enjuagar el material 2 veces con agua potabie.

Enjuagar el matenial con agua destilada.

Dejar escurrir el material boca abajo sobre papel kraft,

Una vez seco, tapar el material con papel aluminio.

Dok

REFERENCIAS
(1) Autoclave (UiIM-PO-08)
BIBLIOGRAFIA

Wayne P. Olsen, Micheal J. Graves, 1987, Aseptic Pharmaceutical Manufacturing, Ed. Interpharm Press, EUA., 151-175,
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DONADO

Prdxima revision Noviembre 1998
OBJETIVO

Establecer el protocolo mediante el cual se realizard la preparacion, esterilizacion y despirogenizacion de material para la obtencién
de porinas de S. {yphi para inmunizacién en humanos.

ALCANCE

Este procedimniento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica det CMN Sigio XX del IMSS designado a la produccidn.
POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen la preparacion cumplir con lo indicado en este procedimiento.

MATERIAL

Gasas

Algoddn

Bolsas indicadoras para esterilizacién con vapor
Papel estraza

Cinta testigo

Tijeras

Papel aluminic

EQUIPO

Autoclave
Homo

SOLUCIONES

Hidroxido de potasio (1)
Agua inyeciable
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PROCEDIMIENTO

) Preparacion de material para estenlizacion
a) Material de vidrio

1. Lavar el material (2).

2. Dejar secar.

3. El material que sera utilizado en el proceso de produccion de porinas no debera taparse con gasa y algodon, sing con
doble bolsa indicadora para eslerilizacién a vapor y cinta testigo.

4. El material que serd utilizado para las pruebas de control y para procesos fuera del area sanitizada debera prepararse
normalmente con tapones de gasa y algodon y con capuchones de papel estraza.

iy Esterilizacion
a) Material de vidrio y sélidos
1. Introducir el material en el autoclave y esterilizar en ciclo de sélidos, 130°C duranie 10 minutos (3).
2. Dejar enfrar.

b) Liquidos
1.  Aflojar un poco los tapones.
2. Introducir en el autoclave y esterilizar en ciclo de liquidos, 121°C durante 15 minutos (3).
3. En cuanto se pueda abrir 12 puerta del autoclave, asegurar los tapones y dejar enfriar.

¢) Material y Scluciones especiales

1. Cierto material y soluciones, como son los tubos para ultracentrifuga o la solucién de glucosa, deberan esterilizarse a
10 libras de presion durante 10 minutos.

1) Despirogenizacion

lavar el material de vidrio (2).

Enjuagar el material con hidroxido de potasio y dejar secar (utilizar guantes).

Tapar y/o envolver el material con papel aluminio.

Introducir al homo durante 30 minutos a 250°C.

Sin que el material se enfrie del todo, y con la ayuda de guantes de asbesto, colocar el material pequefio en recipientes de

vidrio estériies que puedan cerrarse herméticamente, y/o colocar una segunda envoltura de papel aluminio en los
recipientes mas grandes.

ohwLh =

REFERENCIAS

(1) Preparacion de soluciones (UIM-PG-08)

(22 Descontaminacion y lavado de material (UIM-PG-01)
3 Autoclave (UIM-PO-08)

BIBLIOGRAF!A
Wayne P. Olsen, Micheal J. Graves, 1987, Aseplic Pharmaceutical Manufacturing, Ed. Interpharm Press, E.U.A., 151-175.
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OBJETIVO

Préxima revision Noviembre 1958

Describir el procedimiento mediante el cual se realizara el monitoreo ambiental microbioldgico del area limpia donde se

llevara a cabo la obtencidn de porinas de Salmonella fyphi 9, 12, Vid. para inmunizacién en humanos.

ALCANCE

Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la produccidn,

POLITICAS

Es responsabilidad de todo el personal que interviene en este proceso seguir este procedimiento.

MATERIAL

50 Cajas Petri estériles de 15 X100 mm
1 matraz de 2,000 mL

5 Pipetas de 10 mL estériles
Espatula

Mechero Bunsen

Algoddn

Gasas

Papel kraft

Cinta testigo

Propipeta

Alcohoal al 70%

Marcador indeleble

EQUIPO E INSTRUMENTOS
Autoclave

Agitador magnético con calentamiento
Incubadora a 37 °C

Bafio de temperatura contralada a 45°C
Balanza analitica

Contador de colonias

MEDIOS Y REACTIVOS

Medic Agar Soya triplicaseina (TSA} estéril (1).

Agua destilada
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PROCEDIMIENTO

Area de Purificacion y

Area de Produccidn Dosificacién

10 ¢ ” | 12 ER
1" @ 12 E|14 LT:] 16 18 p.o} 8 ‘[[EI L]} 2 = BJ
] A
21 X
7
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T |
9 a 7 246 1 z @
-
5 - o
5
Tinel del Acceso
A . Recirculador
B. Molino de Células
C. Fermentador de 20L
D. Fermentador de 4L 1-40 Indican los sitios especificos donde se colocaran
E. Liofilizadora cada una de las cajas Petri durante el monitoreo
F. Columna FPLC
G. Detector
H. Graficador
|

Campana de Flujo Laminar

Figura 1
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Sanitizar mesa de trabajo. (2)

En condiciones asépticas agregar 20 mL de medic estérit a 45°C a cada caja Petri estéril.

Homogeneizar el contenido de Jas cajas girandolas en ambos sentidos para cubrir completamente el fondo de la caja.
Dejar solidificar el medio durante 30 min a temperatura ambiente.

Seleccionar al azar 5 cajas e incubarias a 37°C durante 24 horas.

Numerar progresivamente e! resto de las cajas y conservarlas 3 4°C hasta su utilizacion.

Colocar las placas en el drea retirando totalmente la tapa, distribuyéndolas segin el diagrama de la fig. 1.(Las placas
deberdn colocarse estrictamente siguiendo el orden indicado, para evitar cruzar por encima de alguna caja que haya sido
abierta previamente.

8. Cerrar el area limpia y exponer las cajas al ambiente durante 30 min.

9. Tapar y recoger las placas en el orden inverso al que fueron colocadas.

10. Incubar las placas invertidas a 37 °C durante 48 horas.

11. Contar las colonias presentes y registrarlas en el formato comrespondiente. Si el niimero de colonias por placa es mayor
de 300 se consideran incontables.

Noohon-

REFERENCIAS

(1) Preparacién de medios de cultivo.-(UIM-PGO-07)
{2)Sanitizacion de Area de Produccion (UIM-PG-04)
BIBLIOGRAFIA

DeSain Carol ; 1993, "Drug, Device and Diagnostic Manufacturing-The Ultimate Resource Handbook-"; 2nd. e; Editorial Interpharm;
Pag. 235-241.
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OBJETIVO

Establecer el protocolo mediante el cual se realizara la sanitizacion de las mesas de trabajo del ére.a.de pmduccién_ para la
obtencién de porinas de S. fyphi para inmunizacién en humanos, en procesos donde no se requieran condiciones de esterilidad.

ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Sigto Y0¢ del IMSS designado a la produccion.

POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen la sanitizacion de mesas de trabajo el cumplir con lo indicado en este
procedimiento.

MATERIAL
Gasas
Esponja

SOLUCIONES

Piseta con hipoclorito de sodio 500 ppm o cloruro de benzalconio al 1%
Extran al 2%

Agua estéril

PROCEDIMIENTO

Lavar con esponja y Extran la superficie de la mesa. .

Enjuagar con gasas y agua usando un movimiento uniforme de atras hacia adelante sin pasar dos veces por el mismo lugar.
Dejar pasar 5 minutos.

Aplicar el sanitizante de la misma manera que el agua en el punto 2.

Dejar actuar al sanitizante durante 10 minutos.

L=

BIBLIOGRAFIA

Graham C. Cole, 1993, Pharmaceutical Production Facilities, Design and Applications, Ed. Ellis Horwood Limited, Londres,
pp. 180-205
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OBJETIVO ’

Establecer el protocolo mediante et cual se realizara la sanitizacion del 4rea de produccitn para la oblencion de porinas de S. typhi
para inmunizacion en humanos.

ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la produccion.

POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen ia sanifizacién del area de produccidn cumplir con lo indicado en este
procedimiento.

MATERIAL

Traje estéril

10 paquetes cada uno con 5 gasas estériles
2 esponjas estériles

Cojinete para trapeador estéri

Mango de trapeador sanitizado

Recipiente para desechos sanitizado

2 pisetas esleriles

SOLUCIONES
4 L de cloruro de benzalconio al 1% en agua destilada estéril o el preparado comercial

0
4 L de hipoclorito de sodio 500 ppm en agua destilada estéril
4 L de agua destilada estéril

4 L de Extran a! 2% en agua esténl

PROCEDIMIENTO

1. Intreducir todo el matenal necesario al rea a sanitizar,

2. Vestir el traje estéril y entrar al drea (1),

3. Lavar con Extran al 2%, utifizando una esponja estéril, empezando por el techo, siguiendo con paredes, ventanas, mesas,
muebles, madulos, equipo y piso (2).

4. Enjuagar con agua estéril, aplicando con esponja estérl, sin permitir que el jabdn se seque. Seguir el mismo orden de
aplicacién que en el punto anterior (2).

5. 5 minutos después de haber terminado con el enjuague, aplicar el cloruro de benzalconio o el hipoclorito de sodio con las
gasas y el trapeador estériles, seguir &l mismo orden de aplicacion que en el punto numero 3 (2).
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Cenar perfectamente bien la salida y sanitizar la parte exterior de la puerta,
Dejar actuar al sanitizante de 48 a 72 horas.
Rotar los sanitizantes altemandolos cada 2 sanitizaciones.

©®~No

REFERENCIAS

{1) Técnica de Vestido (UIM-PG-06)

Después de terminar la sanitizacion, abrir una sola vez la puerta para salir extrayendo todos los desechos.,

{2) Lave o aplique las soluciones comenzando desde el fondo del area hacia la puerta. Utilice movimientos firmes y uniformes.
Nunca pase dos veces sobre la misma superficie. Evite realizar movimientos bruscos para evitar la farmacion de comientes de

atre,

BIBLIOGRAFIA

1. Graham C. Cole, 1993, Pharmaceutical Production Facilities, Design and Applications, De. Ellis Horwood Limited, Londres,

180-205.

2. Wayne P. Qlsen, Michael J, Graves, 1987, Aseptic Pharmaceutical Manufacturing, Ed. Interpharm Press, pp. 151-175.
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OBJETIVO

Establecer el procedimiento que indique los pasos a seguir durante la técnica de vestido para el acceso al érea aseptica
para la obtencidn de porinas de Salmonefia typhi 9, 12, Vid.

ALCANCE

Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la obtencidn
de porinas de Saimonelfa typhi 9, 12 para inmunizacién en humanos.

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal que interviene en este proceso seguir este procedimiento.

MATERIAL

Uniforme estéril completo

2 Pares de guantes de cirujano estériles
Cubrebocas

1 Escafandra

Aspersor manual con sanitizante para manos(1)
Tapete con pegamento.

Esponja

SOLUCIONES
Hipoclorito de sodio 500 ppm (1)

PROCEDIMIENTO DE DOBLADO DEL UNIFORME.

Extender completamente el uniforme dejando abierto el cierre.

Hacer un doblez de proteccidn hacia afuera de las mangas y en las piemnas.

Hacer un doblez a lo largo del traje desde los hombros hasta las piernas

Doblar las mangas plegandolas sobre el pecho del traje.

Plegar el traje tomandolo desde las piernas hacia el frente del traje de tal forma que ia parte final quede hacia arriba.

Colocario dentro de |a bolsa.

Doblar la escafandra con la parle interna hacia afuera; hacer un doblez con los exiremos de la escafandra y doblar a la

mitad.

8. Introduciria dentro de la bolsa,

9. Arremangar la parte externa de las botas y colocarias dentro de oira bolsa.

10.Amarrar fas cintas de las bolsas.

11.Preparar 10s guantes en las carteras especiales para tal proceso, colocandotos con un doblez de proteccion hacia afuera
de aproximadamente 4 cm. Marcar en (a boisa exterior el tamafio de los guantes.

12.Esterilizar todas las bolsas en autoclave seleccionando el modo CICLO CON SECADO (1).

NoohRWD =

PROCEDIMIENTO PREVIO AL INGRESAR AL AREA

Colocar el uniforme estéril, en ta segunda trampa de la esclusa.
Aflojarse a ropa y zapatos.

Evitar el uso de maquillaje, joyas o cualquier accesorio.

Cubrir et cabello con una cofia.

Enjuagar y secar perfectamente manos y antebrazos.

A
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8. Abrir la corlina de plastico con el dedo mefique y la parie lateral de ta mano derecha. Una vez adentro cefrar la cortina
evitando, al maximo tocar cualquier otra superficie.

7. Despojarse de l0s zapatos sin tocarios. Colocarios sobre el tapete adhesivo que esta en la primera trampa de |3 esclusa
que se encuentra frente de |a puerta.

NOTA: Recuerde que sus movimientos deben ser suaves y debe evitar tocar las paredes

1. Tomar el cubrebocas y coiocario de 12l manera que cubra nariz y boca,

2. Desdoblar completamente el paquete que contiene los guantes estériles y colocarios empezando por el izquierdo |
tomandolo por la parte interna del doblez e introducir lentamente la mano procurando no tocar ta paite extema. Dejario
hasta el doblez de proteccion.

. Colocar el ofro guante ajustandolo con la mano que tiene el guante ya puesto, sin desdobiar el doblez de proteccién.

Verificar que estén puestos correctamente anies de tomar el uniforme.

Colocar uno de los zapatos y al apoyarto introducirlo dentro de 1a segunda trampa de la esclusa.

Colocar el otro zapato apoyando los dos pies dentro de la siguiente irampa de la esclusa.

Sacar la escafandra da la bolsa que contiene el uniforme estéril. Tomar la escafandra por la parte intema.

Desdablar la escafandra sin tocar [a parte externa.

. Colocarse (a escafandra tomandola por la parte intema

10.Verificar que esté bien colocada sujetaria con los listones hacia la parte trasera de cabeza.

11.Sacar el uniforme tomandolo de tal forma que las mangas y los pies no se desdoblen.

12.Colocar las manos entre los dobleces de la parte intema de las mangas y comenzar a desdoblario.

13.Cuidar que al desoblar las piemas no arrastre en el piso, sin soltar la parte de los hombros y sin desdoblar las mangas

arremangar unoc de [0s pies, dejando e! hueco por donde se introducira el pie. :

14 Introducir la piema sin soltar el resto de uniforme y en un solo movimiento. Repetir el mismo movimiento con el otro

pie.

15.Colocar el uniforme hasta ‘a cintura y desdoblar e} resto del uniforme.

16. Introducir los dos brazos y con movimientos ligeros colocar correctamente el uniforme al cuerpo.

17.Verificar que no haya quedado afuera la escafandra y correr el uniforme mediante 1a cinta de contacto.

18.Tomar los zapatones por 1a parte intema, desdoblarios e introducir el pie en ellos.

19.Extender la parte superior del zapaton y asegurarlo con las cintas. Colocar el pie con el zapaton del otro lado de la

banca.

20.Quitar guantes iniciales.

21.Colocar los segundos guantes toméandolos de la parte interna del doblez e introducir lentamente las manos. Colocarios

hasta e! doblez de proteccion.

22.Desdoblar los guantes de manera que cubran las mangas de! uniforme.

23.Verificar que la vestimenta esté correctamente colocada.

24 Antes de abrir {a puerta del area colocarse sobre el tapete adhesivo limpiande completamente los zapatones

25.Abrir 1a puerta del area con el dedo mefique y 1a parte laterat de la mano derecha . Una vez adentro, cerrar la puerta

evitando al maximo tocar cualquier otra superficie y desplazarse con movimientos lentos sin crear turbulencias.

00O n A D

REFERENCIAS
(1) Preparacion, esterilizacion y despirogenizacion de material (UIM-PG-03)

BIBLIOGRAFIA
Pérez Ruelas J. ,Alpizar Ramos S. 1994, “Manual de Practicas de Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica 11" ; UNAM;
Facultad de Quimica; Sepliembre.
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OBJETIVO
Describir el procedimiento adecuado para la preparacion de soluciones, involucradas en 1a oblencion de porinas de
Salmonelia typhi 9, 12, Vi:d para inmunizacion en humanos.

ALCANCE
Este proceso involucra a todo el personal de la UIM-inmunoquimica del CMN Siglo XX1 del IMSS designado a la produccién

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal. encargado del proceso de fermentacion para la obtencién de porinas de Saimonella
typhi 9,12, Vi:d para inmunizacidn en humanos, seguir este procedimiento.

MATERIAL

Matraces aforados de 1,000 mL.

Matraces bola de fondo plano de 1,000 mL
Pipetas estériles de 5 mL y 10 mL
Membrana de acetato de celulosa de 45 mm de diametro y poro de 0.2 p
Unidad de filiracidn de 500 mL

Barra magnética

Espatuia

Algodon

(Gasas

Cinta testigo

Papel aluminio

Frascos esterilizables de 1L c/tapén de rosca
Tijeras

Pinzas millipore

Agua inyectable

EQUIPO E INSTRUMENTOS
Autoclave

Parrilla de calentamiento con agitacién
Balanza analitica

Balanza granataria

Potenciometro

Bomba de vacio

Campana de Flujo Laminar
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1.

(SOLUCIONES
1.
2. Amortiguador Tris-HCI SDS 2% pH 7.7

3. Amontiguador de Nikaido pH 7.7.

4. Amonrliguador de Nikaido para purificacion pH 7.7 s/} mercaptoetano!
5. MgCl; 1M

6. NaCl 50 mM

7.NaCl0.15 M

8. RNAasa 1000 U/mL

9. DNAasa 1000 U/mL

10. Hipoclorito de sodio 500 ppm

newp

©o~No

Amortiguador Tris-HCI pH 7.7

PROCEDIMIENTO

NOTAS:

Las indicaciones siguientes son para la preparacién de 1L.

Todos los procedimientos siguientes deben realizarse dentro de la campana de Flujo Laminar.(1).

A) AMORTIGUADCR TRIS-HCI pH 7.7
1.

Pesar en la balanza analitica exactamente, el siguiente reactivo:
- TRIS Base 6.09g
Disolver la sal en 500mL de agua inyectable en un matraz bola estéril de 1,000 mL
Tomar una muestra de aproximadamente 2 mL. Leer pH en el Potenciémetro.(2)
Ajustar et pH a 7.7 adicionando HC1 0.2N
Tomar una muestra de 2 mL. Leer el pH en el Potenciémetro . Si la lectura da el pH deseado, seguir con el
procedimiento, en caso contrario, repetir los Gitimos dos pasos. (En caso de que el pH sea menor al deseado ajustar con
NaOH 0.2N).
Aforar con agua inyectable en un matraz aforado de 1,000 mL
Filtrar et amortiguador a través de membrana de poro de 0.2 en el equipo de filtracion con ayuda de la bomba de vacio.
Recibir el filtrado en un frasco de 1L estéril
Etiquetar el frasco con la siguiente informacién;
- Nombre de fa solucidn
- Fecha de preparacion
- pH
- Nombre de la persona que la prepard.

B) AMORTIGUADOR TRIS-SDS 2% pH 7.7

Pesar en ia balanza analitica exactamente, los siguientes reactivos:
- TRIS Base 6.0g
- 508 20049
Disolver el TRIS base en 500 mL de agua inyectable en un matraz bola estenl de 1,000 mL
Tomar una muestra de aproximadamente 2 mL. Leer el pH en el Potencidémetro (2).
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4. Ajustar el pH a 7.7 adicionando HC| 0.2N
5. Tomar una muestra de 2 mL. Leer el pH en el Polenciémetro. Si la lectura da el pH deseado, seguir con el
procedimiento, en caso contrario, repetir ios Ultimos dos pasos. (En caso de que el pH se menor al deseado ajustar con
NaOH 0.2Nj).
€. Disolver el SDS en la solucion ajustada. (si es necesario utilice la parrilla con agitacidén y calentamiento). Aforar con agua
inyectable en un matraz aforade de 1,000 mL
7. Filtrar el amortiguador a través de membrana de poro de 0.2p en el equipo de filtracion con ayuda de la bomba de vacio
(evitar la formacidn de espuma).
8. Recibir el filtrado en un frasco de 1L estéril
9. Etiguetar el frasco con la siguiente informacion:
- Nombre de Ia solucidn
- Fecha de preparacion
- pH
- Nombre de la persona que la preparé.

C) AMORTIGUADOR DE NIKAIDO pH 7.7
1. Pesar en ia balanza analitica exactamente, los siguientes reactivos:

- TRIS Base 60¢g
- SDS 1009
- NaCl 2349
- EDTA 1.99

2. Disclver las sales en 500 mL de agua inyeclable en un matraz bola estérl de 1,000 mL (Si es necesario utilice la parrilia
de agitacion y calentamiento).
Tomar una muestra de aproximadamente 2 mL. Leer el pH en el Potenciémetro (2).
Ajustar e| pH a 7.7 adicionando HCI 0.2N
Tomar una muestra de 2 mL. Leer el pH en el Potencidmetro. Si la lectura da el pH deseado, seguir con el
procedimiento, en caso contrario, repetir los Gitimos dos pasos.(En caso de que el pH sea menor al deseado ajustar con
NaOH 0.2N).
Disolver el SDS en la solucion ajustada. (Si es necesario ulilice 1a parrilla con agitacion y calentamiento}.
Aforar con agua inyectable en un matraz aforado de 1,000 mL.
Adicionar 0.5 mL de p-Mercaptoetanol,
Filtrar el amortiguador a través de membrana de poro de 0.2y en el equipo de filtracion con ayuda de la bomba de vacio
{evitar la formacién de espuma). .
10.Recibir el filtrado en un frasco de 1L con tapdn de rosca estéril.
11.Etiquetar ¢l frasco con la siguiente informacion:
- Nombre de la solucién
- Fecha de preparacién
- pH
- Nombre de ia persona que |a prepard.

;bW

©0~N®
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D)Amortiguador de NIKAIDO p/ purificacion

En procedimiento de purificacion se emplean 4L por purificacion, por lo tanto, a continuacién se describe 1a preparacion
de 4L del amortiguador.
NOTA: Este amontiguador se debe preparar en matraces despirogenizados(4).

1. Pesar en la balanza analitica exactamente, los siguientes reactivos:

- TRIS Base 1209
- SDS 200¢9
- NacCl 46.8¢
- EDTA 38¢g

2. Disolver las sales en 500 mL de agua inyectable en un matraz bola de fondo piano estéril de 1,000 mL (Si es necesario
utilice |a parrilla de agitacién y calentamiento).

3. Tomar una muestra de aproximadamente 2 mL. Leer pH en el Potenciometro (2).

4, Ajustar el pH a 7.7 adicionando HCI 0.2N

5. Tomar una muestra de 2 mL. Leer el pH en el Potencibmetro. Si la tectura da el pH deseado, seguir con el
procedimiento,de lo contrario, repetir los ultimos dos pasos. (En caso de que el pH se menor al deseado ajustar con
NaOH 0.2N).

6. Disolver el SDS en la solucién ajustada. (Si es necesario utilice la parrilla con agitacion y calentamiento}.

7. Agregar agua inyectable hasta obtener 4 L.

8. Filtrar el amortiguador a través de membrana de poro de 0.2u en el equipo de filtracidn con ayuda de la bomba de vacio
(evitar la formacién de espuma).
9. Recibir el filtrado en un matraz Erdenmeyer despirogenizado cubriéndolo con un tapdn esterilizado que no desprenda
particulas.
10.Etiquetar el matraz con algiin marcador indefeble con la siguiente informacion:
- Nombre de la solucién
- Fecha de preparacion
- pH
- Nombre de la persona que a preparé.
E} MgCl: 1M
NOTA: Esta solucién debe prepararse en un recipiente estéril y en condiciones asépticas (4).
1. Pesar cuidadosamente en la balanza analitica 9.52 g de MgCl;
2. Disolver en 100 mL de agua inyectable,
3. Etiquetar el recipiente con algdin marcador indelebte con [a siguiente informacion:
- Nombre de la solucién
- Fecha de preparacion
- Nombre de la persona que la prepard,
F) NaCl 50mM
1. Pesar exactamente en la balanza analitica 0.2922 g de NaCl.
2. Disolver en 100 mL de agua inyectable
3. Etiquetar el recipiente con marcador indeleble con la siguiente informacion:
- Nombre de la solucién
- Fecha de preparacion
- Nombre de ia persona que la prepard.
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G) NaCl 0.15 M

1. Pesar exactamente en |a balanza analitica 0.877 g de NaC!.

2. Disolver en 100 mL de agua inyeciable

3. Etiquetar el recipiente con marcador indeleble con la siguiente informacién:
- Nombre de la solucién
- Fecha de preparacién
- Nombre de la persona que la prepard.

H) RNAasa {10 000 U/mL)
1. Preparar seguin lo descrito en el marbete del frasco
2. Disolver en NaCl 50 mM

I) DNAasa (10 000 U/mL)
1. Preparar seguin lo descrito en el marbete del frasco.
2. Disolver en NaCl 0.15 M

J) Hipoclorito de sodio 500 ppm
1. Adicionar 8.5 mL de hipoclorito de sodio comercial (8%} por cada litro de agua destilada

K) HC1 0.2N
1. Pasar 1.7 mL de HCI conc a un matraz con 100 mL de agua destilada.
2. FEtiquetar

Ly NaOHO2N

1. Pesar 0.8 g de NaQH en hojuelas.

3. Disolver en 100 mL de agua destilada
4. Etiquetar,

M) KOH al 20 % en alcohol

1. Pesar exactamente 40g de hidréxido de potasio (KOH)

2. Disolver en 200 mL de alcohol etilico.

3. Efiquetar (Es necesario sefialar que este reactivo es fuertemente corrosivo).

REFERENCIAS

{1) Campana de Flujo Laminar (UIM-PO-11)

(2) Potenciometro (UIM-PO-10)

(3) Descontaminacién y Lavada de Material (UIM-PG-01)

(4) Preparacion, Esterilizacion y Despirogenizacién de Material (UIM-PG-02)

BIBLIOGRAFIA

FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. 1994, 8a. Edicién; México; pag 18, 213, 253.
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OBJETWO
Describir ef procedimiento general de produccion y de control para 1a ablencion de porinas de S. fyphi 9,12,Vi:d para inmunizacion
en humanos.
ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XX designado a la produccion y al control de
calidad.
POLITICAS

Es responsabilidad de las personas involucradas tanto en la produccién como en el control de porinas de S. typhi 9,12, Vid el
consultar este procedimiento.

PROCEDIMIENTO

1.
2.
3

o~

10.
1.

12
13.
14.

. Una vez terminada el proceso de produccién, realizar las siguientes pruebas:

Si fuera necesario, realizar la produccién de la cepa semilla (UIM-PP-01).

48 horas antes de comenzar la produccion, sanitizar el area de produccion (UIM-PG-05).

Al cumplirse las 48 horas, una persona debera entrar al drea con el uniforme esténl (UIM-PG-08) y olra persona permanecera
afuera asistiéndola y realizando pruebas de control. La persona que entre al drea no debera salir de ella mas de una vez a lo
largo del dia y debera cambiarse el uniforme por otro estéril antes de voiver a entrar al area de produccion.

Todo el material que ingrese al drea de produccidn durante ei proceso debera ser sanitizado previamente con la misma
solucidn que se utilizé para la sanitizacion det area.

Realizar el monitoreo ambiental microbioldgico del area de produccion (UIM-PG-03).

Realizar {a preparacion del inoculo y la fermentacion (UIM-PP-02), observar las caracteristicas microscopicas y macroscopicas
(UIM-CA-01) y caracteristicas bioquimicas (UIM-CA-D2) en los pasos indicados, efectuar la curva de crecimiento y leer el pH
de la fermentacion (UIM-CA-04).

Realizar la cosecha de la biomasa y pesar la biomasa himeda (UIM-PP-03).

Realizar la ruptura de la bacteria y 1a eliminacion de DNA y RNA (UIM-PP-04). Tomar una muestra de !a ruptura para
observarla al microscopio (caracteristicas microscopicas (UIM-CA-01}).

Realizar la extraccién de porinas por el método de Nikaido (UIM-PP-05), tomando muestras de 3 mL de los sobrenadantes
para realizar et control de extraccion de porinas (PAGE-SDS) (UIM-CA-05) y el control de eliminacion de LPS (PAGE-SDS,
Tincién de Plata) (_WM-CA-05).

Realizar la Purificacion de Porinas por FPLC (UIM-PP-06), esté sera el producto a granel, tomar una alicuota de 5 mL para
realizar las pruebas de control posteriores.

Realizar la determinacion de la concentracién de porinas por €l método de Lowry (UIM-CA-07), tomando alicuotas de las
porinas antes y después de purificar,

Dependiendo de la concentracion de porinas del producto a granel, realizar la dosificacion (UIM-PP-07),

Realizar el acondicionamiento del producto terminado (UIM-PP-08),

Almacenar el producto terminado (UIM-PP-09).
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A) Producio a Granet

Acidos nucleicos (UIM-CA-06)

LPS (Endotoxinas Bacterianas) (UIM-CA-09)
Antigenicidad (ELISA) (UIM-CA-10)

Peso Motecular (UIM-CA-05)

pH (UIM-CA-11)

8. Concentracion de SDS (UIM-CA-12)

VbW

B) Producto Temminado

Aspecto (UIM-CA-13)

Peso Molecular (PAGE-SDS) (UIM-CA-05)
Conceniracién de Proteinas (UIM-CA-07)
Antigenicidad (ELISA) (UIM-CA-10)
Potencia (UIM-CA-14)

Esterilidad (UIM-CA-15)

Pirégenos (UIM-CA-16)

Sequridad Biolégica (WIM-CA-17)

@NERh W
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OBJETIVO

Establecer el protocolo mediante el cual se realizard 1a produccion y la conservacidén de la cepa semilla de Salmonella typhi
9,12,vi:d, ATCC 9993.

'ALCANCE -

Este procedimiento involucra ai personal de la UiM-lnmunoquirica del CMN Siglo XX! de! IMSS designado a la produccién.

POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen el proceso de produccién y conservacién de la cepa semilla el cumplir con lo
indicado en el presente procedimiento.

MATERIAL

CEPA SEMILLA

Algoddn

Gasa

Mechero

Lima metalica

Pinzas estérites

Pipetas Pasteur estériles

Tubo de ensaye de 13 x 100 con tapén de rosca estéril
Matraz Edenmeyer de 100 mL

Tubos para liofilizacién con tapones de gasa y algodén estériles
Tijeras estériles

Aplicadores de madera estériles

Tiras de papel filtro de 0.5 cm x 1.5 cm estériles

CEPA DE TRABAJO

Matraz Edenmeyer de 500 mL

Matraz Erfenmeyer de 4,000 mL

2 botellas Nalgene para centrifuga

Mechero

Paquete con 5 pipetas de vidrio graduadas de 10 mL estériles
Propipeta

Criotubos de 1.9 ml.
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EQUIPO E INSTRUMENTOS
CEPA SEMILLA
Incubadora
Liofilizadora
Conexidn de vidrio multiple para vacio
Bomba de vacio
Pistola de rayos UV
Soplete
CEPA DE TRABAJO
Agitador INNOVA
Centrifuga

Congetadora -70°C
SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Leche descremada en polvo al 12% (1)
Medio BHI {2)

Medio Luna-Bertani (2)

Medio Luria-Bertani-glicerol 20% (3)

PROCEDIMIENTO

[} PRODUCCION DE LA CEPA SEMILLA A PARTIR DEL LIOFILIZADO DE LA CEPA ATCC 9993

Sanitizar }a mesa de trabajo y trabajar con guantes (4).

Limpiar el vial con un algodén humedecido con alcohol y dejar secar.

En condiciones asépticas, calentar 1a punta del vial exterior con el mechero (en el caso de la cepa conservada en el

laboratorio, no habra un vial interior).

Rociar unas gotas de agua estéril sobre la punta caliente del vial para estrellar el vidrio.

Golpear la punta del vial con una lima metdlica o un lapiz hasta abririo,

Extraer el vial interior.

Con la ayuda de las pinzas estériles, extraer el tapon de algodon.

En condiciones de esterilidad y con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, agregar de 0.3 a 0.4 mL de medio de cultivo

BHI, homogeneizar.

9. Transferir la mezcla a un tubo de ensaye que contenga 5 mL de medio BHI estéril.

10. incubar durante 48 horas a 37°C y 120 rpm (5).

11. En condiciones de esterilidad, vaciar a un matraz Erlenmeyer de 100 mL que contenga 40 mi de leche descremada al
12% estéril, homogeneizar.

12. Alicuotar 300 pL por cada tubo para liofilizacion, preparados con tapones de gasa y algodén y estériles, simultaneamente -
realizar la cuenta viable de uno de los tubos (6).

13. Liofilizar ios tubos con los lapones puestos.

LR

NSO
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14, Recortar los bordes de los tapones de gasa y algodén utilizando tijeras estériles y en condiciones asépticas.

15, Con la ayuda de un aplicador de madera estéril y cerca del mechero, empujar el tapdn para que quede aproximadamente a
2 cm por arriba de a suspension bacteriana.

16. Introducir al tubo, por encima del tapdn, una tira de papel fittro estéril de 1.5 cm de largo con el nombre delacepayla
fecha de preparacién escritos a lapiz.

17. Colocar los tubos en la conexion de vidrio mdltiple para vacio.

18. Encender el vacio y dejar aproximadamente 2 minutos.

19. Con un soplete, estirar, sellar y conar los tubas por arriba de la etiqueta de papel fittro.

20. Checar el vacio de cada tubo utilizando una pistola de rayos UV.

21. Los tubos que no tengan vacio podran utilizarse para repetir ia cuenta viable.

22. Eltiempo de caducidad de los tubos sera de 10 afios conservados a 4°C.

PRODUCCION DE LA CEPA DE TRABAJO PARA LA PRODUCCION DE PORINAS

Seguir los pasos 1 a 8 de la preparacion de la cepa semilla a partir del liofilizado.

En condiciones asépticas, inocular el reconstituido en 150 mL de medio Luria-Bertani estéril en un matraz Edenmeyer de
500 mL.

Incubar a 37°C, 120 rpm durante 3 horas (5).

En congiciones asépticas, inocular en 1000 mL de medio Luria-Bertani en un matraz Edenmeyer de 4,000 mL.

Incubar a 37°C, 120 rpm (5).

Realizar el proceso de curva de crecimiento tomando musstras de 0.5 mL. Detener la incubacion cuando la absorbancia
presente un aumento entre lectura y lectura de 0.1 o0 menos (7).

7. En condiciones asépticas, vaciar el cultivo en dos botellas Nalgene para centrifuga estériles.

8. Centrfugar a 7,000 rpm, 4°C durante 10 minutos (8).

9. Repetir el paso 8 hasta obtener dos botones con toda la biomasa.

10. Resuspender cada botdn con 5 mL de medio Luria-Bertani-Glicero! 20%, homogeneizar.

11. Juntar las suspensiones en una botella, homogeneizar.

N —

Dehw

REFERENCIAS

M
@

Utilizar leche marca “Svelty” y seguir las instrucciones del marbete.

Preparacion de medios de cuttivo (UIM-PG-07).

A 80 mL de medio Luria-Bertani, agregar 20 mt. de glicerol y esterilizar a 10 libras durante 10 minutos.
Sanitizacion de mesas de trabajo (UIM-PG-04).

Agitador INNOVA (UIM-PO-04).

Cuenta Viable (UIM-CA-19).

Curva de crecimiento (UIM-CA-04),

Centrifuga (UIM-PO-02).

BIBLIOGRAFIA

Folteto informativo de la ATCC para la cepa 9993, 1996
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Préxima revisién Noviembre de 1998

OBJETIVO

Describir el procedimiento adecuado para la preparacion del medio minimo A suplementado que se utilizard como
medio de cultivo durante el proceso de fermentacién para la obtencion de porinas de Salmonella typhi 9, 12, Vid.

ALCANCE
Este procese involucra a todo el personal de 1a UiM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI designado a la produccidn.

POLITICAS

Es responsabilidad de todo el personal involucrado en el proceso de la preparacion del medio minimo A suplementado
seguir este procedimiento.

MATERIAL

1 Agitador magnético

1 probeta de 1,000 mL estéril

1 matraz aforado de 100mL estéril

1 matraz bota de fondo plano de 12L estéril
10 pipetas graduadas de 10 mL esteriles
6 Matraces erlenmeyer de 4 L estériles
6 Matraces erlenmeyer de 1L estériles
espatula

algodén

gasas

papel kraft

cinta testigo

EQUIPO E INSTRUMENTOS
Balanza analitica

Parrilla de agitacion
Autoclave

MEDIOS Y REACTIVOS
KsHPO,

KH,PO4

(NH )50,

Citrato de Sodio 2 H,O
Extracto de levadura
Glucosa

M9804

H;0O destilada




[N CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
@ UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN INMUNOQUIMICA
PREPARACION DE MEDIO MINIMO A PEO:PRODUCCION
SUPLEMENTADO UIM.-PP-10 Pag.: 2 de 2

. d : ’ En vigor: Sustituye a;
- q‘m Nov. 97
MEN DR. AR DO 15! NUEVO

PREPARACION DE SOLUCIONES
A) Sulfato de magnesio al 25 %
1.- Pesar 25 g de MgSO, y disolver en 100 mL de agua
2.- Esterilizar a 15 Ib de presion durante 15 min (1).
B) Glucosa al 12.5%
1.- Pesar 75¢g de glucosa y disolver en 600 mL de agua destilada
2.- Esterilizar a 10 b de presién durante 10 min {1).
C) Extracto de levadura al 5%
1.Pesar 159 de extracto de levadura y disolver en 300 mL de agua destilada.
2.- Esterilizar a 15 Ib de presion durante 15 minutos (1).

PROCEDIMIENTO

1.- El material a utilizar debera estar lavado siguiendo el procedimiento correspondiente (2).

2.- Pesar los reactivos necesarios para preparar la cantidad requerida de medio minimo A (a continuacion se indican
las cantidades necesarias para la composicion de un litro de medio minimo A).

KH.PQ, 31g
(NH 4)»S0Q, 109
Citrato de Sodio 2 H,O 0.5g

Agua destilada cbp 1000 mL

Registrar en el formato de Preparacion de Medio Minimo A lodos los valores que se obtuvieron de la balanza al pesar
los reactivos.

3. Disolver las sales con agitador magnético.

4. Suplementar las sales disueltas con solucién de extracto de levadura al 5%, adicionando 2 mL por cada 100 mL de
medio.

5. Esterilizar el medio a 15 Ib de presién durante 15 min (1).
8. Adicionar 4 mL de una solucion de MgSQ , al 25 % estéril por cada litro de medic de cultivo.
7. Suplementar el medio adicionando 4mL de una solucidn de glucosa ai 0.5% estéril , por cada 100 mL de medio.

REFERENCIAS
(1) Autoclave {UIM-PO-08)
(2) Descontaminacion y Lavado de material (UIM-PG-01)
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OBJETIVO

Préxima revision Noviembre de 1998

Describir el procedimiento para la preparacién del indculo y |a fermentacion para la obtencion de porinas de

Salmonelia typhi 9, 12, Vid.

ALCANCE.

Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la

produccién.

POLITICAS

Es responsabilidad de todo el personal que interviene en este proceso sequir lo descrito en este procedimiento.

MATERIAL

6 Matraces Efdenmeyer de 1,000mL
6 matraces Erfdenmeyer de 4,000 mL
Pipetas graduadas estériles de 2 mL
Pipetas graduadas estériles de 5 mL
Pipetas graduadas estériles de 10 mL
Celda de cuarzo de 1cm de 3mL
Mechero

Tubos de ensaye estériles de 13x100
Piseta

Gradilla

Propipeta

Recipiente para desechos contaminados (1)
Gasas

Papel absorbente suave

REACTIVOS BIOLOGICOS
9 mL de Cepa semilla de Salmonelia typhi 9, 12, Vid.

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

90 mL de Solucidn salina isotonica al 0.85% estéri
9,266.4 mL de Medio minimo A

198 ml de extracto de levadura al 5% (2)

366 mL de Glucosa al 12.5%estéril (2)

39.6 de MgS0, al 25% (2)

Hipoclorito de sodio 500 ppm (3)
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EQUIPO

Autoclave FEHLMEX, Modelo Azteca Plus 348 E
Espectrofotémetro BECKMAN DV 600

Agitador de temperatura controlada INNOVA

PREPARACION DE SUSPENSION BACTERIANA
1.- En condiciones de esterilidad agregar 9 mL de la cepa semilla (4). a 90 mL de solucidn salina estéril.
2.- Homogeneizar

PROCEDIMIENTO

1.
2.

3.

11,

12.

13.

14.

Todos los matraces deherdn estar limpios y secos siguiendo el procedimiento adecuado (1).

En 6 matraces Erlenmeyer de 1,000 mL agregar 140.4 mL de medio minimo A, ademas de 3 mL de una solucion
de extracto de levadura al 5%. Esterilizar a 15 Ib de presién, 121°C durante 15 min (5).

En condiciones de esterilidad suplementar cada matraz con 6 mL de una solucion de glucosa at 12.5 % estérily 0.6
mL de una solucidon de MgSO, al 25% estéril.|

Agregar a cada matraz Erdenmeyer de 4 litros, 1,404 mL de medio minimo ademas de 30 mL de una solucion de
extracto de levadura.

Cerrar perfectamente los matraces cubriendo la boca del matraz con una bolsa de papel y esterilizar a 15 |b de
presién, 121 °C, durante 15 min (5)

Suplementar en condiciones de esterilidad, cada matraz con 60 mL de una solucion de glucosa al 12.5 % estéril y
con 6§ mb de una solucién de MgSO, al 25 % estéril (2).

Ceolocar tados los matraces dentro del agitador de temperatura controlada, a 200 rpm y 37°, durante 24 horas (6).
Una vez transcurrido este tiempo verificar que no haya presencia de desarrotlo, €5 decir los medios deberan
permanecer transparentes.

Tomar una muestra del medio suplementado sin inocular que se utilizard como blanco en la curva de crecimiento.

. Adicionar a cada matraz Edenmeyer de 1,000 mL con el medio suplementado estéril 15 mL de |a suspencion

bacteriana (10% del volumen total de medio)

Leer la densidad 6ptica del medio a 540 nm, utilizando como bianco medio sin inocular. Registrar el dato en el
formato de curva de crecimiento. A esta lectura se le considera el tiempo 0 (t5.)

Colocar el medio inoculado con la suspension bacteriana en el agitador de temperatura controlada (6) a 37°C, 200
rpm durante 4 horas. Al terminar este tiempo tomar una muestra del cultivo en condiciones de esterilidad y leer su
densidad optica; si ta lectura s 1.0 + 0.05 detener la incubacidn y continuar con el paso 13. £n caso contrario
continuar con ta incubacion duranie otra hora y leer la densidad dptica final.

Se toma una alicuota de 1mL del cultivo en un tubo estéril para evaluar caracteristicas macroscépicas y
microscipicas ademas de llevar a cabo la caracterizacién bioquimica del cultivo.

Tomar una alicuota de l0s matraces de 4 L que contienen medio sin inocular, Leer 1a densidad dptica del medio a
540 nm, esta lectura serd considerada como blanco en la elaboracién de la curva de crecimiento.
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15. Adicionar en condicionés He esteritidad, a cada matraz de 4 litros con medio estéril suplementado, los indculos
fermentados obtenidos en el paso No 12. Tomar una muestra de aproximadamente 2 mL de uno de los matraces y
leer su densidad Optica a 540 nm esta lectura serd considerada como el tiempo O (t;). Elaborar ia curva de
crecimiento (7).

16. Tomar cada hora una alicuota de 2 mL det mismo matraz en que se tomé la leclura del tg, leer su densidad dptica a
540 nm y graficar en la curva de crecimiento (7).

17. Detener la fermentacion a las § horas si la lectura de absorbancia es 1.0 + 0.05. En caso contrario continuar con el
proceso de fermentacién hasta obtener dicha lectura, pero sin llegar a la fase estacionaria del crecimiento.

18, Tomar en un tubo de ensaye estéril una alicuota de 1 mL de! cullivo para llevar a cabo la caracterizacidn
microscopica, macroscopica y bioquimica (8){(9),

19. Registrar todos los resultados en el formato de Curva de crecimiento y elaborar la grafica.

REFERENCIAS

{1) Descontaminacién y Lavado de material (UIM-PG-01)

(2) Preparacion de Medio minimo “A* Suplementado (UIM-PP-10)
(3) Preparacion de Soluciones (UIM-PG-08)

{4) Produccion y conservacion de la Cepa Semilla { UIM-PP-01)
(5) Autoclave FELMEX (UIM-PO-08)

(6) Agitador INNOVA. (UIM-PQO-04)

(7) Curva de crecimiento (UIM-CA-04)

(8) Caracleristicas microscopicas y macroscopicas(UIM-CA-01})

(9) Caracterizacion bioguimica (UIM-CA-02)
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OBJETIVO

Préxima revisidn Noviembre 1998

Establecer el protocolo mediante el cual se realizara la cosecha y la pesada de la biomasa de S. typhi 8,12,Vi:d, después de la

fermentacion.

ALCANCE

Este procedimiento involucra al personal de la UtM-lnmunoquimica del CMN Siglo XXi de! tMSS designado a la produccion.

POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que reaticen |a técnica de cosecha y biomasa himeda el cumplir con lo indicado en este

procedimiento.
MATERIAL

6 botellas Nalgene de 250 mL para centrifuga, estériles
Paquete de 5 pipetas graduadas de 10 mL, estériles
Propipeta sanitizada

2 mecheros Bunsen, sanitizados

2 agitadores de vidrio, estériles

Recipiente para desechos liquidos grande, sanitizado

INSTRUMENTOS Y/O EQUIPO

Centrifuga

Rotar GSA para botellas de 250 ml, angulo fijo
Balanza granataria

REACTIVOS

3 L de amortiguador Tris-HCI pH 7.7 (1)
1 L de hipoclorito de sodio 500 ppm (1)

REACTIVOS BIOLOGICOS

Cultivo de S. typhi 9,12,Vi:d en medio minimo “A" suplementado (2)
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PROCEDIMIENTO

1. Marcar y pesar una de las botellas para centrifuga estéril.

2. Vaciar aproximadamente 200 mL del cultivo en cada una de 6 botellas de 250 mL (3).

3. Balancear pares de botellas en balanza granataria utilizando el cultivo y una pipeta estéril (3).

4. Centrifugar a 7,000 r.p.m. durante 15 min. a 4°C (4).

5. Decantar y descontaminar los sobrenadantes (3,5).

6. Repelir los pasos 1 a 4, sin extraer los bolones de las botellas, las veces que sean necesarias hasta terminar ¢on todo el
cuitiva.

7. Resuspender los botones con 200 mL por botella de amortiguador Tris-HCI pH 7.7 y centrifugar a 7,000 r.p.m. duranie 15 min a
4°C para eliminar ¢! medio de cultivo remanente (3,4).

8. Resuspender todos los botones en la minima cantidad necesaria de Tris-HC! pH 7.7 y reunirlos en la botella marcada y pesada
(3).

9. Agregar 200 mL de Tris-HCI pH 7.7 y centrifugar a 7,000 rpm durante 15 min a 4°C (3.4).

10. Decantar y descontaminar el sobrenadante (3,5).
11. Resuspender el botdn en Tris-HCI pH 7.7 a un volumen final de 100 mL (3).
12. Llenar el formato de resultados de biomasa humeda.

REFERENCIAS

(1) Preparacion de Soluciones (LIM-PG-08)

(2) Preparacion de Indeulo y Fermentacion (UIM-PP-02)

(3) Trabajar cerca del mechero manteniendo condiciones de esterilidad
(4) Centrifuga (UIM-PO-02)

{5) Descontaminacion y Lavado de Material (UIM-PG-01)
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Establecer el protocolo mediante el cual se realizard la ruptura de la biomasa de S. typhi 8,12,Vi:d y la eliminacién de DNA y

de RNA posteriores a la cosecha.

ALCANCE

Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Sigto XXI del IMSS designado a {a produccion

POLITICAS

Es responsabilidad de |as personas que realicen la técnica de ruptura y eliminacion de DNA y RNA el cumplir con lo

indicado en este procedimiento

MATERIAL

Piseta sanilizada, llena con agua destilada estéril
Vaso de precipitados de 1L, sanitizado, para desechos
3 Embudos de vidrio, de tallo corto, estériles
Probeta de 200 mL, estéril

Probeta de 50 mL, estéril

2 Vasos de ppdo. de 500 mL, estériles

Agitador de vidrio, estéril

Matraz Erlenmeyer de 500 mL, estéril

80 cm * de perias de vidrio, estériles

Micropipeta de 20 - 200uL, sanitizada

Puntas para micropipeta de 20 - 200uL, estériles

INSTRUMENTOS Y/O EQUIPO
Recirculador de agua

Molino para bacterias

Camara para molino y aditamentos estérites

MEDIOS Y/O REACTIVOS

1 L de Fris-HCI pH 7.7 esténl (1)

1 L de agua destilada esténil

1 L de hipoclorito de sodio 500 ppm estéril (1)
10 mL MgCl, 1M esténil (1)

REACTIVOS BIQLOGICOS

100 mL de biomasa de S. lyphi 9,12,Vi:d concentrada y lavada (2)
100 ub RNAasa en NaCl 50mM (10,000 U/mL) (1)

100 uL DNAasa en NaCl 0.15M (10,000 U/mL) (1)
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PROCEDIMIENTO

1. E&n todo momento, trabajar en el molino con un mechero cerca para crear un area estéril.

2. Prender el recirculador, dejarto enfriar hasta 1°C y ajustar la temperatura {3).

3. Acomodar la camara sobre el empaque del molino presionando con fuerza (3).

4. Asequrar la camara y bajar la palanca (3).

5. Colocar el tapdn de salida localizado en |a parte inferior de la cdmara asegurandolo con las pinzas (3).

6. Verter 100 mL de agua destilada esténil en la cAmara con la ayuda de un embudo estéril, colocar y asequrar el tapdn de
entrada.

7. Prender el molino y dejarlo funcionar durante 2 min., si en este tiempo se presentaran fugas, vaciar {a camara y repetir
los pasos 3-6. Si no existieran fugas, seguir con el paso 8.

8. Vaciar el agua de ta camara. Colocar las perias de vidrio en la camara con la ayuda de un embudo estéril. Coneciar las
mangueras del recirculador y abrir el recircutador.

9. Verter el concentrado de bacteria en la cAmara con la ayuda de un embudo estéril.

10. Realizar minimo 12 ciclos, con 2 min de ruptura y 3 min de descanso cada uno, anotando la temperatura del
recirculador al terminar cada ciclo (3).

11. Recolectar la mezcla de bacterias rotas y perlas por |a parte inferior de la ¢imara en un vaso de precipilados de 500 mL
estéril.

12. Lavar la cadmara con 50 mL de Tris-HC! pH 7.7 y reunir el lavado en el vaso de precipitados de 500 mL con ias perlas y
agitar can un agitador de vidrio estéril.

13. Decanlar el lavado a una botella para centrifuga de 250 mL estéril tratando de no vaciar las perlas.

14. Repelir los pasos 11-12 dos veces, decantando la bacteria rota en la misma botella.

15. Centrifugar la bacteria rota a 7,000 rpm durante 20 min a 4°C (5).

16. Decantar y guardar ef sobrenadante, tomar una muestra del botén para control, descontaminar (4) y desechar et botén.

17. Por cada 10 g de biomasa, agregar al sobrenadante:
2.77 mL de MgCl, 1M
25 ul. de RNAasa 10,000 U/mL
25 pL de DNAasa 10,000 U/mL

18. Incubar a 37°C durante 30 min a 120 rpm (6).

19. Descontaminar (4), lavar y dejar secar las perias de vidrio.

24. Descontaminar, esterilizar y lavar el material contaminado (4).

25. Llenar el formato de resultados de ruptura de bacteria.

REFERENCIAS

(1) Preparacién de Soluciones (UIM-PG-08)

(2) Cosecha y Biomasa Humeda (UIM-PP-03)

(3) Dyno Mill (UIM-PO-03)

(4) Descontaminacion y Lavado de Material (UM-PG-01)
(5) Centrifuga (UIM-PO-02)

(6) Agitador INNOVA (UIM-PO-04)
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Préxima Revision Noviembre 1998

OBJETIVO

Establecer el protocolo mediante el cual se realizara la extraccion de porinas de S. typhi 9,12,Vi.d mediante el método de

Nikaido

ALCANCE

Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la produccion

POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen la extraccion de las porinas el cumplir con lo indicado en este

procedimiento
MATERIAL

Paquete estéril con 5 pipetas graduadas de 5 mbL
Propipeta sanitizada

2 matraces Erlenmeyer de 500 mL estériles
Matraz Erlenmeyer de 250 mi. estéril

8 tubos para ultracentrifuga estériles

2 agiadores de vidrio estériles

Homogeneizador de vidrio de 50 ml estéril
Gasas estériles

EQUIPO Y/O INSTRUMENTOS
Ultracentrifuga
REACTIVOS

500 mL de Tris HCI - SDS 2% estéril (1)
500 mL de amertiguador de Nikaido-SDS 1% estéril (1)

REACTIVOS BIOLOGICOS

Suspensidn de S. typhi 9,12,Vi:d rota en Tris-HCI pH 7.7 (2)
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PROCEDIMIENTO

1.

ohwn

o

Vaciar la bacteria rota en 105 8 lubos para ultracentrifuga, trasvasar ef liquido de manera que no se formen burbujas al cerrar
los tubos.

Ultracentrifugar los tubos a 45,000 rpm durante 45 min a 4°C (3).

Desechar los sobrenadantes (4).

Resuspender cada botdn en 10 mL de Tris HCI - SDS 2% con la ayuda de un agitador de vidrio estéril.

Homogeneizar las suspensiones en el homogeneizador de vidrio en dos fracciones de 40 mk tratando de hacer la menor
cantidad de espuma posible.

Reunir las dos fracciones en un matraz Edenmeyer de 250 mL, ilevar a 100 mL con Tris HC| - SDS 2% e incubar a 32°C
durante 30 min a 120 mpm (5).

Ultracentrifugar a 40,000 rpm durante 30 min a 20°C (3).

Resuspender cada boton en 5 mL de Tris HC! - SDS 2% con la ayuda del agitador de vidrio.

Homogeneizar !as suspensiones en el homogeneizador de vidrio, en una sola fraccion, tratando de hacer la menor cantidad de
espuma posible.

. Incubar a 32°C durante 30 min a 120 rpm (5).

. Repetir el paso No. 7.

. Resuspender el botdn en 20 mL de amortiguador de Nikaido - SDS 1% con |a ayuda de un agitador de vidrio estéril.
. Repetir el paso No. 9.

. Incubar a 37°C durante 2 h a 120 rpm (5).

. Trasvasar el tubo con amortiguador de Nikaido - SDS 1% y ultracentrifugar a 40,000 rpm durante 45 min a 20°C (3).
. Recuperar ef sobrenadante (porinas) y desechar €l botén.

. Guardar una alicuota de 2 mL del sobrenadante y feer absorbancia a 260 nm y 280 nm.

REFERENCIAS

(1) Preparacion de Soluciones (UIM-PG-08)

{2) Ruptura de Bacteria y Eliminacion de DNA y RNA (UIM-PP-04)
{3) Uttracentrifuga (UIM-PO-05), rotor TI-60

(4) Descontaminacion y lavado de Material (UIM-PG-01)

(5) Agitador INNOVA (UIM-PC-04)

BIBLIOGRAFIA

Nikaido H., 1883, Profeins Forming Large Channels from Bacterial and Mitochondrial Outer Membranes: Porins and Phage Lambda
Receptor Protein, Methods in Enzymology, Vol. 97, pp. 85-101
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OBJETIVO

Describir el procedimiento adecuado para la purificacién dei lote a granel de porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi.d; por
columna de separacion de Sephacril $-200.

ALCANCE
Este proceso involucra a todo el personal de la UIM en inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la
produccion. »

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal que interviene en el proceso seguir este procedimiento.

MATERIAL

Jeringa de propileno esteril de 25mL

Aguja de punia roma estéril calibre No. 20
Recipiente de vidrio de 250 mL con tapén, estéril
Matraz bola de fondo plano de 6,000 mb.

Matraz Edenmeyer de 2L estéril con tapon que no desprenda particulas
Botella de 500 mL libre de pirégenos y estéril
Tubo de 50 mL estéril y libre de pirdgenos
Micropipeta de 1,000 pL

Puntas de 1,000 ul estériles y libres de pirbgenos
Gasas estériles

Piseta con agua inyectable

Piseta con solucién desinfectanie

Papel absorbente

EQUIPC E INSTRUMENTOS
Campana de Flujo Laminar
Regulador de corriente

Columna FPLC WATTERS B850 E
Detector

Graficador LKB

Colector
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“REACTIVOS
Tris base
SDS
NaCl
EDTA

Agua desionizada

SOLUCIONES
4L de Amortiguador de Nikaido s/p-Mercaptoetanol (3)
Hipoclorito de sodio 500 ppm. {3}

REACTIVOS BIOLOGICOS

Lote de porinas de Salmonella typhi a granel

PROCEDIMIENTO
dentro de la campana de flujo laminar previamente encendida durante 15 minutos (2).
1.1. Velocidad de flujo: 10 ml/min.
el botén ZERO

velocidad del papel a 2 mm/min.
3. Colocar la perilla de inyeccion de la columna en la posicion LOAD, para inyectar Ia muestra.

1. Encender el equipo y establecer los pardmetros de uso (1). La fase mévil serd amortiguador de Nikaido 0.5X s/
mercaptoetanol estéril y libre de pirdgenos. Las mangueras de alimentacion y el recipiente que lo contenga deberan estar

1.2 .Sensibilidad del lector: 0.1 Esperar fa calibracién hasta que la lectura del detector indique 0.00, dejando presiopado

2. Encender et graficador ajustando con las perillas el punto de origen del cromatograma, y la guia de recorrido, ajustar la

. Preparar la jeringa con 22 mL del lote a granel de porinas obtenido por extraccién de Nikaido, colocarie la aguja de
punta roma de calibre 20, sin dejar burbujas en el interior de la jeringa.

- Inyectar ia muestra en la columna eluyendo a un flujo de 10 mL /min.( Al inyectar la muestra habra un desplazamiento de
volumen, por lo que se deberd colocar un recipiente de aproximadamente 50 mL en la manguera de salida del inyector,

. Cuando se termina de inyectar la muestra girar la perilla del inyector hacia la posicién INJECT. Liberar el botén ZERO
del detector. Iniciar el registro det graficador.

. Registrar el tiempo de inicio. Coiectar el volumen de salida en el matraz Erenmeyer de 2 litros estérii, de tal manera que
ia manguera de salida permanezca dentro de la campana de flujo laminar.

. En condiciones de esterilidad tomar una muestra al final del volumen vacio en un recipierte esténil y libre de pirégenos
que se etiquetara como volumen de lavado.

. En las mismas condiciones, recolectar en un recipiente de 50 mL estéril y libre de pirégenos sélo el primer pico que
aparece en el cromatograma, el cual pertenece a las porinas. Registrar la absorbancia maxima del pico y el volumen
aproximado en el formato de PURIFICACION DE PORINASPOR FPLC, ABSORBANCIA A 260/280 nm Y pH.

10. Cerrar perfectamente el recipiente donde fue recolectado el producto purificado y homogeneizar el producto con

movimientos circulares lentos.
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7 Tomar una muestra de gpfoximadamente 3 mL del producto purificado. en las mismas condiciones, con una micropipeta
de 1,000 pL con punta estéril y libre de pirégenos. Realizar las pruebas de control del producto a granel

2. Cerrar perfectamente el recipiente antes de sacarlo de la campana de flujo laminar.

3. Terminar la elucidn de 1a muestra hasta completar el cromatograma registrando en el formato de PURIFICACION DE
PORINAS POR FPLC, ABSORBANCIA A 260/280 nm Y pH los valores de absorbancia maximos y los velimenes
aproximados de cada pico.

Detener y apagar el graficador.

Lavar la columna después de 1a purificacion manteniendo la velocidad de flujo durante una hora

Disminuir ia velocidad de flujo gradualmente hasta Ilegar a cero, sin provocar cambios bruscos de presion.

Apagar el detector y el equipo (1).

Apagar la campana de ftujo laminar.

e R P

REFERENCIAS

(1) Columna FPLC Watters 650 E (UIM-PQ-09)
(2) Campana de Flujo Laminar (UIM-PO-11)
(3) Preparacién de soluciones (UIM-PG-08)
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OBJETIVO

Establecer el protocolo mediante el cual se realizara la dosificacién de porinas de S, typhi 9,12,Vid, en condiciones de esterilidad,
para inmunizacion en humanos.

ALCANCE

Este procedimienta involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XX del IMSS designado a |a produccion.
POLITICAS

Es responsabilidad de las personas que realicen el proceso de dosificacion el cumplir con lo indicado en este procedimiento.

MATERIAL

Botellas estériles, libres de pirdgenos, de 250 mL
Pipetas de vidrio graduadas de 10 y 5 mL, despirogenizadas
Viales de vidrio tipo 1, de 2 mL despirogenizados
Tapones de hule, estériles

Casquilios de aluminio estériles

Pinzas estériles

Engargoladora sanitizada

Micropipeta de 1,000 pt. sanitizada

Micropipeta de 200 pL sanitizada

Puntas para micropipeta despirogenizadas
Propipeta sanitizada

Marcador indeleble

4 pares de guantes estériles

EQUIPO
Campana de flujo laminar sanitizada
SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO

Agua inyectable
Porinas de S. typhi 9,12,Viid purificadas (1)
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/
PROCEDIMIENTO

1.
2

o B w

o

11.

Encender y sanitizar 1a campana 15 min antes de comenzar.

Sanitizar € introducir a la campana la o las botelias, el recipiente con porinas, las pipetas de vidrio, la propipeta, un marcador
indeleble y el agua inyectable.

Eliminar las envolturas y capuchones y acomodar el materiat para poder trabajar.

Hacer un cambio del sequndo par de guantes, no sacar ias manaos de la campana durante el proceso.

Dependiendo de la concentracion del producto a granel y de la cantidad de viales a dosificar, hacer las diluciones necesarias
de porinas en las botellas, utilizando las pipetas de vidrio y el agua inyectable. :

Retirar de la campana el recipiente con el producto a granel, la propipeta, las pipetas y el agua inyectable.

Sanitizar e introducir a la campana los paquetes que contengan los viales despirogenizados, los tapones de hule, los casquillos
de aluminio, fas puntas, las micropipetas, la engargoladora, 1as pinzas y las tijeras.

Eliminar la primer envoltura de los paquetes y recortar con las tijeras la segunda para que el material pueda tomarse con
facilidad.

Hacer un cambio del seqgundo par de guantes, no sacar las manos de la campana durante el proceso.

. Para cada uno de los viales, realizar los siguientes pasos (cada vial debera contener 4 dosis de 0.5 mi. mas 0.125 mi_de

excedente):

a) Sintocar la orilla de la boca del vial, retirar |a tapa de papel aluminio.

b) Con las micropipetas y las puntas, llenar el vial con 2.125 mL de porinas diluidas sin tocar la onlla de la boca del vial y
fratando de no hacer espuma.

¢) Cen las pinzas estériles, colocar el tapén de hule sobre el vial.

d) Con las pinzas estériles, colocar el casquiilo de aluminio sobre el tapén de hule.

€) Con la engargoladora, prensar el casquillo de aluminio sobre los bordes de fa boca del vial. El casquillo no debera
abombarse, si esto sucediera, ajustar el tomillo de la engargoladora.

Lienar el formato de resultados de dosificacion.

REFERENCIAS

n

Furificacién (FPLC) (UIM-PP-06)
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OBJETIVO

Describir el procedimiento adecuado para el acondicionamiento de los envases dosificados, con porinas de Salmonelia typhi
9,12, Viid.

ALCANCE
Este proceso involugra a todo el persenal de la UIM-Inmunogquimica del CMN Siglo XX| asignado al proceso de produccién.

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal involucrado en el proceso seguir o descrito en este procedimiento.

MATERIAL

Etiquetas autoadheribles
Diurex

Tijeras

Regla

Cutter

MATERIAL BIOLOGICO
Porinas de Saimonella typhi 9, 12, Vi:d para aplicacién en humanos, dosificados en frascos ampula.

PROCEDIMIENTO

1. Imprimir la etiqueta con la siguiente informacion.
Logotipo dei IMSS
Imagen cristalografica de una porina
Descripcién def Producto.
Dosis
Especificaciones del contenido del vial.
Numero de lote.
Fecha de fabricacion
Lugar de fabricacion.

2. Colocar cuidadosamente sobre las etiquetas impresas una capa de Diurex.
3. Recortar las etiquetas dejando diurex extra en los bordes laterales y recortando al limite de la etiqueta en tos bordes superior
e inferior.

4. Adherir cuidadosamente la etiqueta al vial. Verificar que la informacién de 1a etigueta corresponda al contenido del frasco..
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ETIQUETAS APROBADAS PARA CADA DOSIS

%

(D) Porinas de s. 449, 12, Vi:d 5
25ug/dosis de 0.5 mL
Frasco con 4 dosis

Porinas de 5. %64 9, 12, Vi:d : _-.:"'
LD 10 pg/dosis de 0.5 mL v,

Frasco con 4 dosis

Cada ml. contiene: Cada mL contiene:

Porinas de 5. zueé: 20 pg Porinas de S. gk 50 ug

Vehiculo c.b.p. 1 mL Vehiculo c.b.p. 1mL

Lote: L-S06/11/97 Lote: L-S06/11/97

Fecha de fabricacién: NOVIEMBRE DE 1997 Fecha de fabricacién: NOVIEMBRE DE 1997
Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica

R Porinas de s. 4449, 12, Vi:d{) .
| D) 50ug/dosis de 0.5 mL {ZFZ

Frasco con 4 dosis L
Cada mL contiene:
Porinas de . geée  100ug
Vehiculo ¢.b.p. 1mL
Lote: L-S06/11/97

Fecha de fabricacion; NOVIEMBRE DE 1997
Unidad de [nvestigacidn Médica en inmunoquimica

BIBLIOGRAFIA
1. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, Ba. Edicion, México 1994; pag. 852.
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OBJETIVO
Describir ¢l procedimiento adecuado para el ailmacenamiento del producto terminado.,

ALCANCE
Este proceso involucra a tedo el personal de la UIM en Inmunoquimica.del CMN Siglo XXI asignado a la produccion de un
lote de porinas de Salmonella typhi 9, 12, Vi:d para inmunizacién de humanos.

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal involucrado en este proceso seguir lo descrito en este procedimiento.

MATERIAL
Caja contenedora del producto terminado acondicionado.

EQUIPO E INSTRUMENTOS
Refrigerador a 4°C.

REACTIVOS BIOLOGICOS
Porinas de Salmonella typhi ©, 12, Vi:d para inmunizacién en humanos acondicionado en su envase final.

PROCEDIMIENTO

1. Colocar los frascos ampula dentro del contenedor, de tal manera que todos queden seguros y manteniendo separadas
las diferentes dosis.

2. Introducir el contenedor al refrigerador verificando se encuentre a la temperatura de 4°C.

3. Mantener las muestras a esta lemperatura hasta el momento de ser ulilizadas.
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OBJETIVO

Describir el procedimiento adecuado para elaboracién de la curva de crecimiento durante el proceso de fermentacion

ALCANCE
Este proceso involucra a todo el personal encargado del proceso de fermentacion para 1a obtencién de porinas de
Salmonella typhi 9, 12, Vid.

POLITICAS
Es responsabilidad de todo el personal asignado a la produccidn seguir este procedimiento.

MATERIAL

Mechero

6 tubos de ensayo estériles
Pipetas de 5 mL estériles
Gradilla

Piseta

Celda de plastico
Propipeta

Espatula

Algodon

Papel suave

Gasas

Papel kraft

Cinta testigo

Recipiente para desechos
Guantes

Cubrebocas

Papel para graficar.

EQUIPO E INSTRUMENTOS
Espectrofotémetro BECKMAN DU 640(2)

MEDIO DE CULTIVO
Medio minimo “A” suplementado

SOLUCIONES
Hipoclorito de sodio 500 ppm.(4)

PROCEDIMIENTO

1. Todo el material debera estar limpio y estéril segln el procedimiento descrito (1).

Antes de adicionar el indculo a los matraces, tomar en condiciones asépticas una muestra de medio minimo A de
aproximadamente 4 mL, con la ayuda de una pipeta estéril, Esta muestra se utilizard como blanco para ajustar en el
espectrofolometro.
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3. Medir el pH del medio sin inocular, introduciendo una tira reactiva en la alicuota tomada y comparando los cambios de
coloracion con el panel de lectura del empaque

4. Inmediatamente después de agregar el indculo, tomar una muestra en las mismas cendiciones que el punto 2. Leer la densidad
optica de ta muestra en el espectrofotdmetro a una densidad optica de 540 nm. Efectuar la lectura de pH de la misma forma
que el punto anterior y registraria. Esta leclura se considera el tiempo "0"(ty). Todos los desechos generados durante el lavado
de la celda deberan colectarse en un recipiente que contenga hipoclorito de sodio 500 ppm.

5. Simultdneamente trazar una grafica donde en el eje de tas abscisas (x) se colocan los valores de tiempo (h), y en el gje de las
ordenadas (y) los valores de absorbancia obtenidos.

6. Tomar cada hora en las mismas condiciones, muestras del mismo matraz de donde se tomaron las lecturas anteriores,
registrarias en {a curva y en el formato de Curva de Crecimiento e introducidas en la grafica.

7. Efectuar la determinacion de pH de cada lectura siguiendo las instrucciones del punto 3.

8. Registrar todos los datos obtenidos en este procedimiento en el formato de Curva de Crecimiento.

NOTA: Todo el material utilizado durante este procedimiento, dedera descontaminarse (3).

REFERENCIAS

(1) Preparacion, Esterilizacion y Despirogenizacion de Material (UIM-PG-02)
{2) Espectrofotometro BECKMAN (UIM-PO-07)

(3) Descontaminacién y lavado de material (UIM-PG-01)
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OBJETIVO
Establecer el protocolo mediante el cual se realizara ta cuenta viable de la cepa semilla de S. typhi .

ALCANCE
Este procedimiento involucra al personal de la UIM-Inmunoquimica del CMN Siglo XXI del IMSS designado a la produccion.

POLITICAS
Es responsabilidad de las personas que realicen la cuenta viable el cumplir con lo indicado en este procedimiento.

MATERIAL

Pipetas graduadas de vidrio de 2 mL, estériles

Pipetas graduadas de vidrio de 10 mL, estériles

Propipeta eléctrica

Mechero

12 tubos de ensaye de vidrio de 16 x 150 con tapdn de rosca, estériles
1 gradilia para tubos de ensaye

8 cajas Petri desechables, de 15 x 100 mm, estériles

MEDIO DE CULTIVO
200 mL de medio TSA estéril (1)

SOLUCIONES
200 mL de solucién salina isotdnica, estéril

EQuiro
Incubadora a 37°C

PROCEDIMIENTO

1. Trabajar en condiciones asépticas cerca del mechero.

2. Agregar9.0mL de solucuon salma a cada uno de 12 tubos de ensaye utilizando una pipeta de vidrio estéril de 10 mL. Numerar
los tubos de 1x10™ a 1x10™

Tomar 1.0 mL de la cepa semilla con una pipeta de vidrio estérl de 2 mL y agregarios al primer tubo de ensaye (1x10™),
homogeneizar con {a pipeta.

Tomar 1.0 mL de la dilucion anterior y agregarios al siguiente tubo (1x10?), homogeneizar con vortex o por inversion 8 veces.
Realizar {as siguientes diluciones como se indica en el paso anterior hasta llegar a la dilucién de 1x10™

Tomar 1.0 mL de las diluciones de 1x10° a 1x10™"? y colocarlos en cajas Petr, hacer esto por duphcado

Verter 20 mL de medio TSA a 45°C sobre ef mL de dilucidn de S. typhi en cada una de Ias cajas Petri. Inmediatamente
después de agregar el medio a cada caja, agitar sobre la superficie de la mesa de trabajo girando 10 veces en €l sentido de las
manecillas del reloj, 10 veces en contra de las manecilias del reloj y 10 veces hacia adelante y hacia atras.

w
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8. Dejar solidificar durante 30 minutos cerca del mechero.

8. Verter 20 mL de medio TSA a 45°C en 4 cajas Petri vacias como controles.

10. Incubar todas las cajas a 37°C durante 48 horas.

11. Contar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cada caja.

12, Calcular el promedio de las UFC de los duplicados en cada dilucién.

13. Multiplicar el valor promedio por la dilucidn comespondiente a ia menos uno, esto es:
UFC/1.0 mL = valor promedio x (1/1x10%

donde x = dilucidn comespondiente

14. Llenar el formato de resuitados de Cuenta Viable.

REFERENCIAS

(1) Preparacién de medios de cultivo (UIM-PG-07)

BIBLIOGRAFIA

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 6* Edicién, México D.F., 1994, pp. 301-302.
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V. RESULTADOS

Los resuitados obtenidos en la elaboracién de cualquier producto bioldgico deberan
registrarse en formatos especificos para el proceso involucrado y firmarse tanto por el operador

como por el supervisor,

1. Acondicionamiento de las Areas de Produccién y Purificacién/Dosificacion

Las areas de produccién y purificacion/dosificacion se acendicionaron con recubrimiento
epéxico en techos, paredes y pisos y con terminaciones sanitarias en las uniones techo-pared,
pared-pared y pared-piso. Todas las ventanas se cancelaron y se sellaron con silicon. Todos los
ductos de aire se cancelaron con plastico cristal y se sellaron con silicon. Se construyé un tinel de

acceso, también con plastico cristal, que sirvi6 tanto de trampa de aire como de area de vestido.

Los muebles se lavaron y pintaron. Se retird el equipo no utilizado dentro del proceso (a
excepcion de los fermentadores). El materiat y equipo involucrado en el proceso se distribuyd

acorde al flujo de la produccion.



78

2. Programa de Sanitizacién de las Areas de Produccién y Purificacién/Dosificacion

Se realizé un monitoreo ambiental microbioldgico (PEO clave UIM-PG-03) en las areas de
produccién y purificacién/dosificacion previo al acondicionamiento y a la construccion del tunel de
acceso y, por lo tanto, previo a la sanitizacion. Después del acondicionamiento y de la
construccion del tanel de acceso, se realizaron dos sanitizaciones (PEO clave UIM-PG-09), 1a
primera utilizando hipoclorito de sodio 500 ppm como sanitizante y la segunda utilizando cloruro
de benzalconio al 1% (los formatos de dichos resultados se muestran en |as siguientes paginas).

El monitoreo realizado previo al acondicionamiento muestra un minimo de 0 colonias por
caja y un maximo de 46 (pag. 79), presentandose una mayor incidencia de colonias en las cajas
colocadas cerca de las entradas y debajo de los ductos de aire.

El primer monitoreo realizado después de la sanitizacién con hipoclorito de sodio 500 ppm
muestra una clara disminucién en la contaminacién ambiental (pag. 80). De las 40 cajas colocadas
para el monitoreo, 25 no presentaron crecimiento, 11 presentaron una colonia y 3 cajas
presentaron 2 colonias.

En el monitoreo realizado después de la sanitizacién con cloruro de benzalconio al 1%
(pag. 81), también se observé una marcada disminucion de la contaminacidn ambiental. De las 40
cajas colocadas 26 no presentaron crecimiento, 12 presentaron una colonia y 2 cajas presentaron
2 colonias.

No fue de nuestro interés indagar sobre el tipo de microorganismos contaminantes en este
paso del proceso, El propésito fue el de evaluar si los sanitizantes y el proceso de sanitizacion
implementados eran los adecuados para disminuir la contaminaciéon microbiana a niveles

adecuados para la produccion.
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UiM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA: 19/Jun/97 LOTE: L-S06/11/97
PROCESO: Monitoreo de las areas de produccion y purificacidn/dosificacion previo al
acondicionamiento y a la construccién del tunel de acceso.
No. de | No. de Observaciones No. de | No.de Observaciones
Caja | Colonias Caja | Colonias
1 46 43 (L, reg), 3 (L, irreg) 21 20 L, reg
2 4(L, req), 1{L, irreq) 22 5 “
3 L, reg 23 8 :
4 : 24 10 a(L, reg), 1H
5 4 * 25 17 L, reg
6 17 . 27 0
7 14 “ 28 1 L, irreg
8 23 “ 29 1 L, irreg
9 . 31 1 L, irreg
10 8 “ 32 1 L, irreg
11 12 - 33 4 3(L, irreg), 1H
12 4 * 35 0
13 3 * 36 1 L, irreg
14 1 ¢ 37 6 L, irreg
15 6 . 38 16 15(L, irreg), 1(H)
16 14 12(L, reg), 2(L, irreq) 41" 0
17 6 4(L, reg), 1(l, irreg), 1H | 42* 0
18 5 L, irreg 43* 0
19 5 L. reg 44~ 0
20 4 “ 45* 0 /’
REALIZO.ZPV, 7, SUPERVISO:

T iIman.,

Abreviaciones: bca (blancg), ama (amarilla), L (lisa), R (rugosa), cre (cremosa), peq (pequefia),
gde (grande), med (mediana), irreg (bordes irregulares), reg (bordes regulares),
H (hongo filamentoso)

* CONTROL {SIN EXPOSICION) i a %EBE
a8 it gt



80

UiM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA: 21/Sep/a7 LOTE: L-S06/11/97
PROCESO: Sanitizacion de las areas de produccién y purificacion/dosificacién con hipoclorito
de sodio 500 ppm
No. de | No. de Observaciones No. de | No. de Observaciones
Caja | Colonias Caja "| Colonias
1 0 24 o
2 0 25 1 beca, L, reg, peq
3 1 ama, L, reg, peq 26 0
4 1 bea, L, reg, peq 27 1 bca, L, reg, gde
5 1 bea, L, reg, gde 28 0
6 0 29 0
7 0 30 1 ama, L, reg, peq
8 0 3 0
9 0 32 0
10 2 bca, L, reg, peq 33 0
11 0 34 0
12 1 bea, L, reg, peq 35 0
13 0 36 1 bca, L, reg, peq
14 1 bea, L, reg, gde 37 0
15 0 38 2 bea, L, reg, peq
16 0 39 2 bca, L, req, gde
17 1 bca, L, reg, gde 40 1 ama, R, imeg, peq
18 0 41 0
19 0 42* 0
20 0 43 0
21 0 44* 0
22 0 45* 0
23 1 bca, L, r?g. gde

REALIZO: W SUPERVISO:
7

es: bca (blafica), ama (amarilia), L (lisa), R (rugosa), cre (cremosa), peq (pequena),
gde (grande), med (mediana), b.irreg (bordes imegulares)
*»  CONTROL (SIN EXPOSICION)

Abreviaci
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA.: 28/Sep/07 LOTE: L-s06/11/97
PROCESO: Sanitizacién de las dreas de produccion y purificacién/dosificacion con cloruro de
benzalconio al 1%

No.de | No.de Observaciones No. de | No.de Observaciones
Caja | Colonias Caja | Colonias
1 0 24 1 bea, L, reg
2 1 bca, L, reg 25 2 1(bca, L, reg), #(bca, L, irreg)
3 0 26 0
4 0 27 1 - ama, L, reg, peq
5 1 bea, L, reg, gde 28 0
6 1 bea, L, reg, peq 29 0
7 0 30 1 ama, L, reg, peq
8 0 31 1 beca, L, reg, peq
9 0 32 0
10 0 33 0
1 0 34 0
12 0 35 0
13 0 36 0
14 1 beca, L, irreg, peq 37 1 beca, L, reg, gde
15 1 bea, L, irreg, peq 38 0
16 0 39 0
17 1 bca, L., reg, gde 40 1 bca, R, irreg, peq
18 0 41* 0
19 0 42* 0
20 0 43* 0
21 0 44* 0
22 0 45* 0 A
23 2 1(bca, L, reg, peq),
1{ama, L, peq)

REALIZO: W SUPERVISO:

Abrevi C.ama (amarilla), L (lisa), R (rugosa), cré(gremosa), peq (pequena),
gde (grante), med (mediana), b.ireg (bordes irregulares)
* CONTROL (SIN EXPOSICION)
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3. Resultados del Proceso de Produccién del Lote de Vacuna Contra la Fiebre Tifoidea a

Base de Porinas de Saimonella typhi 9,12,Vi:d (Lote L-8506/11/97)
3.1. Control en Proceso

3.1.1, Caracteristicas macroscopicas, microscopicas, bioquimicas y seroldgicas de la cepa semiila
{pag. 83).

L.a cepa de Salmoneila typhi 9,12 Vi:d (cepa de trabajo) se produjo a partir de la cepa
semilla 1a cual se obtuvo de la cepa 9993 de la ATCC (PEO clave UIM-PP-01). En los resultados
de ia caracterizacion (UIM-CA-01, 02 y 03) de dicha cepa observamos que se trata de un bacilo
Gram negativo, que presenta colonias negras lisas en medio XLD y en Sulfito de bismuto, que es
acido sulfhidrico positivo, glucosa positivo, lactosa negativo, indol negaiivo, movilidad negativo,

citrato negativo, ornitina negativo y que presenta los antigenos O:D, Viy H:d.

3.1.2. Pesada de materia prima y preparacion de medio minimo “A" y suplementos (pag. 84).
En este formato de resuitados se muestran las cantidades y tipo de materia prima pesada
para la produccion del medio minimo “A” suplementado utilizado para la obtencién de la biomasa

del lote L-S06/11/97 (UIM-PP-10).

3.1.3, Monitoreo ambiental microbiologico del area de produccion (pag. 85)
Aqui observamos los resultades del monitoreo ambiental microbiolégico (UIM-PG-03)
llevado a cabo en el area de produccién para obtener el lote L-S068/11/97. Nos encontramos con

un méaximo de 1 colonia por caja en 6 cajas de las 40 colocadas en el drea.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS, MICROSCOPICAS, BIOQUIMICAS Y
SEROLOGICAS (CEPA SEMILLA)

CEPA SEMILLA: Salmonefla typhi 9,12 Vi:d, ATCC No. 9993  FECHA: 13/Jul/97
LOTE: L-S06/11/97
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
No. de Caja | Medio de Cultivo Observaciones
1 2 3 4 S
1 Sulfito de Col. negras, Col. negras, Col. negras, Col. negras, Col. negras,
Bismuto hale haio halo halo halo
transparente | transparente | transparente | transparente | transparente

2 YLD Col. negras, Cal. negras, Col. negras, Col. negras, Col, negras,

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
QObservaciones
1 2 3 4 5

bacilos cortos,
Gram negativos

bacilos cortos,
Gram negativos

bacilos cortos,
Gram negativos

bacilos cortos,
Gram negativos

bacilos cortos,
Gram negativos

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

MEDIO DE CULTIVO PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADO
1 2 3 4 5
MOVILIDAD - - - - -
MIO INDOL - - - - -
ORNITINA - - - - -
GLUCOSA + + + + +
TSI LACTOSA - - - - -
H.S + + + + +
CITRATO DE SIMMCNS CITRATO - - - - -
CARACTERISTICAS SEROLOGICAS
ANTIGENO GRADO DE AGLUTINACION
1 2 3 4 5
PRESUNTIVC O:D ++ ++ ++ ++ ++
CONFIRMATIVO O:D +++ +++ +++ +++ +++
PRESUNTIVO Vi ++ ++ ++n ++ ++
CONFIRMATIVO Vi +++ 4+ ++f | +++ 4+
H:d ++ ++ + | ++ ++

REALIZO:

SUPERVISO:
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,

AREA DE PRODUCCION

PESADA DE MATERIA PRIMA Y PREPARACION DE MEDIO MINIMO “A" Y

FECHA: 20/Nov/97

SUPLEMENTOS

LOTE: L-806/11/97

CULTIVO EN: 6 matraces Erenmeyer de 4L

MEDIO MINIMO “A”

MATERIA PRIMA | PESO PARA 1L (g) | PESO PARA8.270L PESO REAL (g)
(9)
KaHPO, 64.89 64.9007
KHzPO, 27.81 27.8200
(NH,32S04 9.27 9.2738
Citrato de Sodio 463 4.6321
EXTRACTO DE LEVADURA
PESO PARA 100 mL (g) PESCO PARA 200 mL (g) PESO REAL (9)
5 10 10.0033
GLUCOSA
PESO PARA 100 mL. (g) PESO PARA 400 mL (g) PESO REAL {g)
12.5 50 50.0008
SULFATO DE MAGNESIO
PESO PARA 100 mL (g) PESO PARA 40 mL (g) PESO REAL (g)
25 10 10.0017

PREPARACION DE MEDIO MINIMO “A" SUPLEMENTADO

SOLUCION VOL. PARA INOCULO (mL) | VOL. PARA CULTIVO (mL)
NVA" B42.4 8,424
EXT. DE LEVADURA 5% 18 180
GLUCOSA 12.5% 3% 360
MgSO, 25% 36 36
VOLUMEN TOTAL (mL) 900 %00
REALIZO: M SUPERVISO: /

/
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
: AREA DE PRODUCCION

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA: 22/Nov/97
PROCESO: Sanitizacién con hipoclorito de sodio, 500 ppm, érea de produccion

LOTE: L-S06/11/97

No.de | No. de Observaciones No.de | No. de QObservaciones
Caja | Colonias Caja | Colonias
1 24 1 bca., cre..L, peq.
2 0 25 0
3 L bca., R, b.irreg., 26 0
4 0 27 \
5 0 28 \
6 0 29 \
7 0 30
8 0 31
9 1 beca., cre., L, peq. 32 \
10 0 33 \
11 1 bca., cre., L, peq. 34 \
12 0 35 \
13 0 36 \
14 0 37 \
15 0 38 \
16 0 39 \
17 1 bca., cre., L, peq. 40 \
18 0 41* 0
19 1 ama., cre., L, peq. 42" 0
20 0 43* 0
21 0 44 0 A
22 0 45* 0 / )
23 0 A
REALIZO: SUPERVISO:

Abreviaciones: bca (blanca), ama (amarilla), L {lisa), R (rugosa), cre (cremosay), peq {pequena),
gde (grande), med (mediana), b.irreg (bordes irregutares)
* CONTROL (SIN EXPOSICION)
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3.1.4. Curva de crecimiento, pH y cantidad de biomasa obtenida del cultivo de Salmonella typhi
9,12,Vi:d en medio minimo “A" suptementado (pag. 87-88).

Los in6culos se cultivaron en 6 matraces de 1 L cada uno con 150 mL de medio minimo
“A” suplementado, después de 4 horas de incubacién, se agregaron a 6 matraces Edenmeyer de 4
L cada uno con 1.5 L de medio minimo “A" suplementado (PEO clave UIM-PP-02). Se tomd una
muestra cada hora y el cultivo se detuvo al comenzar la fase estacionaria (grafica 1, pag. 88)
(PEOQ clave UIM-CA-04). A cada una de las muestras, incluyendo las del inéculo, se les determiné
el pH por medio de tira reactiva (PEO clave UIM-CA-11).

Posteriormente el cultivo se cosecﬁ() por medio de centrifugacion y se determind [a

cantidad de biomasa humeda obtenida (PEO clave UIM-PP-03).

3.1.5. Caracteristicas macroscépicas, microscdpicas y bioquimicas del cultivo de produccion (pag.
89).
Podemos observar que el cultivo mantiene las mismas caracteristicas macroscdpicas,

microscopicas y bioquimicas que la cepa semilla.

3.1.6. Ruptura de bacteria (pag. 90)

t.a ruptura de bacteria se lievé a cabo en un molino de células con perlas de vidrio (PEO
clave UIM-PP-04). Se realizaron 17 ciclos de 2 minutos de rompimiento por 3 minutos de
descanso hasta obtener un color grisaceo caracteristico. Al realizar un frotis y tincién de gram
(PEO clave UIM-CA-01) de la suspensién de bacterias rotas, se observaron muy pocas bacterias

completas y una gran cantidad de bacterias rotas.




UIM EN INMUNCQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX!, IMSS,
AREA DE PRODUCCICN

CURVA DE CRECIMIENTO

FECHA: 22/Nov/97 LOTE: L-806/11/87

CULTIVO EN: 6 matraces Edenmeyer de 4L, cada uno con 1.5L de MM"A” suplementado

87

INOCULO
TIEMPO DE MUESTREO (h) ABSORBANCIA pH
(540 nm)
0 0.1906 7.5
FINAL 0.9821 6.5
CULTIVO
TIEMPC DE MUESTREQO (h) ABSORBANCIA pH
(540 nm)
0 0.1369 7.5
1 0.2649 7.0
2 0.5555 7.0
3 - 0.7604 6.5
4 0.8247 6.0
5 0.8288 50

PESO DE BIOMASA HUMEDA: 258 ¢
REALIZO; O( [l SUPERVISO: %
— .
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS, MICROSCOPICAS Y BIOQUIMICAS
(PRODUCCION})

CEPA SEMILLA: Salmoneilfa typhi 9,12 Vi:d, ATCC 9993 FECHA: 23/11/97
LOTE: L-806/11/97

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

No. de Caja | Medio de Cultivo QObservaciones
1 * 2i 3"
1 Sulfito de Col. negras, halo Col. negras, halo Col. negras, halo
Bismuto transparente transparente transparente
2 XLD Col. hegras Col. negras Col. negras

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Qbservaciones
1" 2* 3*
Bacilos Gram negativos, Bacilos Gram negativos, Bacilos Gram negativos,
cornos, agrupados en cortos, agrupados en cortos, agrupados en
empalizadas empalizadas empalizadas
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
MEDIO DE CULTIVO PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADO
1* 2" 3*
MOVILIDAD - - -
MIQ INDOL - - -
ORNITINA - - -
GLUCOSA + + +
TSI LACTOSA - - -
H,S + + +
CITRATO DE SIMMONS CITRATO - N -
REALIZO& j SUPERVISO: /

1" DILUCION DE CEPA SEMILLA
2" INOCULO

3' FERMENTADOR Y/O MATRACES ERLENMEYER
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

FECHA: 23/Nov/97

MICROORGANISMO: S. typhi 9,12,Vi:d, ATCC No. 9993

LOTE: L-S06/11/97

VOL. BIOMASA: 100 mL

RUPTURA DE BACTERIA

VOL. PERLAS: 60 cm®

CICLO | RUPTURA | DESCANSO | TEMP. | CICLO |RUPTURA |[DESCANSO| TEMP.

{min) (min) (°C) {min) (min) (°C)

0 2 3 56 11 2 3 49

1 2 3 6.0 12 2 3 4.9

2 2 3 6.1 13 2 3 48

3 2 3 59 14 2 3 4.8

4 2 3 57 15 2 3 4.7

5 2 3 56 16 2 3 4.7

6 2 3 5.3 17 2 3 4,7

7 2 3 5.2

8 2 3 5.1

g 2 3 5.0

10 2 3 4.9

OBSERVACION MICROSCOPICA DE RUPTURA (100x):

tefiidas color safranina y algunas bacterias completas.

Se observaron bacterias rotas,

OBSERVACIONES GENERALES DEL PROCESQ: Se efectuaron mas de 12 ciclos debido al
color de |a biomasa.

REALIZO:

SUPERVISO:
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3.1.7 Monitoreo de extraccion de porinas (pag. 93)

La extraccion de porinas se llevd a cabo por el método de Nikaido (PEC clave UIM-PP-
05). Se realizé un gel de poliacrilamida con tincién de Coomasie (PEO clave UIM-CA-05) de los
sobrenadantes de los diferentes pasos del proceso para monitorear las diferentes proteinas
extraidas en cada uno y la pureza del producto final. En el segundo carril ;bservamos el
sobrenadante del lavado con Tris-HCL pH 7.7 en donde casi no se observa la presencia de
proteinas; en el tercer carril encontramos el sobrenadante de la primera extraccion con Tris-HCI-
SDS 2% en donde observamos una gran variedad de proteinas de diferentes pesos moleculares;
en el cuarto carrit encontramos la segunda extraccién con Tris-HCI-SDS 2% en donde tampoco se
cbservan muchas proteinas; y por GHimo, en los cariles cinco y seis observamos los
sobrenadanies de Ila extraccion con solucion de Nikaido (sin purificar y purificado

respectivamente), en donde se observa dnicamente la doble banda de peso molecular

correspondiente a las porinas.

3.1.8 Monitoreo ambiental microbioldgico del area de purificacion (pag. 94)
En el monitoreo ambiental realizado en el area de purificaciéon (PEO clave UIM-PG-03)

observamos 10 cajas sin desarrollo microbiano, 3 cajas con 1 colonia y 1 caja con 2 colonias.

3.1.9 Purificacion de porinas por FPLC, absorbancia a 260/280 nm y pH (pag. 25-96)

Las porinas extraidas por el método de Nikaido se purificaron empleando una columna
FPLC (PEO clave UIM-PP-08). En la grafica 2 (pag. 96) se presenta el perfil cromatografico de la
purificacién de porinas a 280 nm. La fraccion que eluyd inmediatamente después del volumen
vacio corresponde a las porinas, esto se comprobd con el corrimiento electroforético de dicha
fraccién en el carmril 5 del gel mostrado anteriormente (pag. 93), en el observamos dos bandas
proteicas que presentan un comrimiento relativo electroforético de 38 Kd a 41 Kd, caracteristico de

ias porinas.,
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E! DNA y el RNA se eliminaron agregando DNAasa y RNAasa inmediatamente después de
la ruplura de la biomasa, en los resultados observamos que ambas disminuyeron

considerablemente después de la purificacion,

El pH se obtuvo por tira reactiva, aqui observamos que éste no es modificado en forma

importante por el proceso de purificacion.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

MONITOREO DE EXTRACCION DE PORINAS (PAGE-SDS)

FECHA: 24/Nov/a7 LOTE: L-S06/11/97
Carril
PM 1 2 3 4 5 8
1
2
3 |
4
5
6
No. DE CARRIL MUESTRA
1 Marcadores Moleculares
2 Lavado con Tris-HCI pH 7.7, 15 pL de muesira
3 1er extraccion, Tris-HCI-SDS 2%, 15 pL de
muestra
4 2da extraccion, Tris-HCI-SDS 2%, 15 ulL de
muestra
5 Extraccion con Nikaido, 15 puL de muestra
{porinas sin purificar)
<] Producto a Granel, 15 pL de muesttra (porinas
purificadas)
NUMERO MARCADOR PESO MOLECULAR

Albimina bovina de plasma
AlbUmina de huevo
Pepsina
Tripsinogeno
B-Lactoglobulina
Lisosima

REALIZO: O&Léé}ﬁ SUPERVISO:

b WN

~
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA: 22/Nov/97 LOTE: L-S068/11/97
PROCESQ: Sanitizacién con hipoclorito de sodio 500 ppm, area de purificacién
No.de | No. de Observaciones No. de | No. de Observaciones
Caja | Colonias Caja | Colonias
1 \ 24
2 \ 25 \
3 \ 26 \
4 \ 27 1 bea., cre., L, med.
5 \ 28 0
8 \ 29 0
7 30 0
8 31 1 ama., cre., b. irreq.
9 \ 32 0
10 _ \ 33 0
11 \ 34 0
12 \ 35 0
13 \ 36 1 bca., cre., L, gde.
14 \ 37 0 '
15 \ 38 0
16 \ 39 2 becas., peq., L, b. ireg.
17 \ 40 0
18 \ 41* 0
19 \ 42* 0
20 \ 43* 0
21 \ 44* 0 A~
22 \ 45* 0 / /
23 \
REALIZO: SUPERVISO:

es. bca (blanca), ama (amarilla), L (lisa), R (rugosa), cre (cremosa), peq (pequeda),
gde (grande), med {mediana), b.irreg (bordes irregulares)
* CONTROL (SIN EXPOSICION)
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

PURIFICACION DE PORINAS POR FPLC, ABSORBANCIA A 260/280 nm
Y pH

FECHA: 24/Nov/97 LOTE: L-S06/11/97

PURIFICACION

VOLUMEN DE INYECCION: 22 mL

VELOCIDAD DE FLUJO: 10 mU/min.

SENSIBILIDAD DE DETECTOR: 0.1

VELOCIDAD DE PAPEL DEL GRAFICADOR: 2 mm/min.

Picos Absorbancia maxima Volumen Tiempo
de (detector) {mL) {minutos)
Cromatograma
No. 1 0.103 aprox. 130 mL 21
No. 2 0.011 aprox. 80 mL 35
No. 3 0.259 aprox. 120 mL 45
No. 4 0.088 aprox. 60 mL 58
ABSORBANCIA A 260/280 nm
MUESTRA ABS. 260nm ABS. 280nm
SIN PURIFICAR 1.6272 2.0331
PURIFICADA 0.0644 ' 0.1375
pH
MUESTRA pH
SIN PURIFICAR 7.7
PURIFICADA 7.6 / )
REALIZO; SUPERVISO:
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Purificacion de porinas por FPLC
29/Nov/97 Lote L-S06/11/97

Vol. de inyec =22 mL Sensibilidad: 0.1
Velocidad de! papel: 2 mm/min

Vel. de flujo = 10 mL/min
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3.2 Control de Producto a Granel

3.2.1 Monitoreo de eliminacién de LPS por medio de tincion de plata (pag.98)

Para monitorear visualmente la eliminacion de |.PS durante los procesos de extraccion y
purificacion, se realizd un corrimiento electroforético (PEC clave UIM-CA-05) de los
sobrenadantes en cada uno de los pasos involucrados en los proceses anteriores. Posteriormente
el gel fue revelado por el metodo de tincidon de plata (PEO clave UIM-CA-05). En el observamos
que una gran parte det LPS fue eliminado en la primera extraccion con Tris-HCI-SDS 2% y en
menor cantidad en la segunda extraccion con Tris-HCI-SDS 2%, el resto, extraido junto con las

porinas en el método de Nikaido fue eliminado, casi en su totalidad, en la purificacion por FPLC.

3.2.2. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry y rendimiento del producto a granei
(pag. 99-101)

Para determinar la concentracion de porinas en el producto a granel se llevo a cabo el
método de determinacion de proteinas de Lowry en el cual se realizd una curva patrén de
albimina sérica bovina (ASB) que presentd un coeficiente de correlacidén de 0.8945 (PEO clave
UIM-CA-07). La concentracion se obtuvo por intrapolacién en dicha curva y fue de 192 pg/mlL con

un rendimiento del 96%.

3.2.3. Antigenicidad del producto a granel (pag. 102-103)

Para poder determinar la capacidad de las porinas de ser reconocidas por un anticuerpo
dirigido contra ellas, se realizé una ELISA (PEO clave UIM-CA-10) en donde se fijaron diluciones
seriadas de porinas como antigeno, posteriormente se agregd una dilucién seriada de suero de
conejo previamente inmunizado con porinas de S. typhi y se reveldé con un segundo anticuerpo de
cabra anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa. En la grafica 3 (pag. 103) observamos que los
anticuerpos del suero de conejo inmunizado con porinas reconocen a las porinas fijadas en la

placa.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,

FECHA: 04/Dic/97

AREA DE PRODUCCION

TINCION DE PLATA

LOTE: L-S06/11/97

No. DE CARRIL

MUESTRA

1

Lavado con Tris-HC) pH 7.7, 15 pl de muesira

1ra extraccion con Tris-HCI-SDS 2%, 15 ul de muestra T

2da extraccion con Tris-HCI-SDS 2%, 15 pl de muestra

Porinas de S. typhi 9,12,Vi:d sin purificar, 15 pl de muestra

2
3
4
5

Produclo a granel, Porinas de S. typhi 9,12,Vid purificadas, 15
plL de muestra

REALIZO:

SUPERVISO:
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UM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY Y RENDIMIENTO

PRODUCTO A GRANEL
Pag. 1de 2
FECHA: 24/Nov/97 LOTE: L-S06/11/97
ALBUMINA
PESO REAL: 0.6256 g
PORCIENTO DE NITROGENO: 15.6% PORCIENTO DE HUMEDAD: 1.1%

LOTE: 42H0018

CURVA PATRON"
#g DE ASB | ug REALES | TUBO | ABSORBANCIA PROMEDIO AJUSTE A CERO
DE ASB
2 0.0550
0 0 3 0.0610 0.0584 0.0
4 0.0592
S 0.3020
20 20.0192 8 0.3207 0.3142 0.2558
7 0.3200
8 0.4489
30 30.0288 9 0.4480 0.4483 0.3899
10 0.4479
11 0.5789
40 40.0384 12 0.5461 0.5626 0.5042
13 0.5629
14 0.6237
50 50.0480 15 D.6241 0.6250 0.5666
16 0.6272
17 0.7336
€0 60.0576 18 0.7442 0.7359 0.6775
19 0.7298
20 0.8285
70 70.0672 21 0.8078 0.8211 0.7627
22 0.8269
COEFICIENTE DE CORRELACION: 0.9945 PENDIENTE: 0.0108

ORDENADA Al ORIGEN: 0.0350
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UiM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,

AREA DE PRODUCCION

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY Y RENDIMIENTO

PRODUCTOC A GRANEL
Pag. 2de 2
FECHA: 24/Nov/97 LOTE: L-S06/11/97
MUESTRA
TUBO SIN PURIFICAR PURIFICADO
50 pb 100 ulL 50 pL 100 ulL
ABSORBANCIA 1 0.6231 1.0025 0.1825 0.3172
2 0.6637 1.0137 0.1799 0.2918
3 0.6265 1.0298 0.1769 0.3154
PROMEDIO 0.6378 1.01563 0.1798 0.3081
AJUSTE POR BLANCO 0.5794 0.9569 0.1214 0.2497
rg DE ASB POR
INTRAPOLACION EN 50,52 19.93
LA CURVA
CONCENTRACION DE
ASB 0.974 0.1922
POR FORMULA
{mg/mi)
RENDIMIENTO
MUESTRA VOL. TOTAL {(mLl) mQ TOTALES DE PROT. RENDIMIENTO
SIN PURIFICAR 25 24 100%
PURIFICADA 120 23 96%

OBSERVACIONES: Los resultados de los cdlculos para las muestras sin purificar de 100pL y
purificada de 50pL no aparecen en la hoja de resultados ya que sus absorl apcias no entran en

la curva patrén.

SUPERVISO:
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UIM EN INMUNCQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

ANTIGENICIDAD (ELISA)

FECHA: 04/Dic/97 LOTE: L-S06/11/97

ANTIGENO: Porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi.d., Producto a Granel

DILUCIONES DE Ac

1100 | 1;200 | 1:400 | 1:80071 1: 1: 1: 1: Bco. | Beo. | Beo. | Beo

1600 | 3200 | 6400 | 12800 | sin sin con | con

Ag Ag. Ag Ag

Ag (ng/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
50000 |A} 075|089 | 076 | 043 ( 0.31 | 0.21 | 012 | 0.06 0 0 0 0
25000 |B) 068 | 0.73 | 061 | 0.40 | 0.30 | 0.19 | 0.10 | 0.05 0 0 0 0
12500 (C | 081 | 0.49 | 047 | 036 | 027 | 016 | 0.09 | 0.03 0 0 0 0
6250 D] 052|041 | 0321029 | 020 (013 | 006} 0.02 0 0 0 0
3125 |E| 044 | 041 | 029 1 025 | 0.16 | 0.09 | 0.04 0 0 0 0 0
1562 (F| 033 | 029 { 0.22 | 0.16 | 0.11 | 0.08 | 0.03 0 0 0 0 0
0781 |G| 027 | 025 | 019 | 0.14 | 010 | 0.05 | 0.02 0 0 0 0 0
039 |H| 011} 0.09 | 0.05 | 0.01 0 0 0 D 0 0 0 0

OBSERVACIONES: Lector Miniread Il

REALIZO:M SUPERVISO; /Z/
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3.2.4. Monitoreo ambiental microbiologico del area de dosificacion (pag. 105)

Se realizd un monitoreo ambiental microbiologico (PEO clave UIM-PG-03) en esta area,
después de la sanitizacién correspondiente a este paso del proceso. Como podemos observar, |a
sanitizacion fue eficiente y solamente se presentd una colonia en una de las 14 cajas colocadas

en el area.

3.2.5. Dilucidn y dosificacién (pag. 106)

Basados en la concentracién de porinas det producto a granel determinada por el método
de Lowry, mostrada en el punto 3.1.11, se realizaron los calculos necesarios para obtener los
siguientes viales (PEQ clave UIM-PP-07):

40 viales con 2.125 mL de porinas 20 pg/mL = Dosis de 10 ug/0.5 mL

40 viales con 2.125 mL de porinas 60 png/mL = Dosis de 30 png/0.5 mL

40 viales con 2.125 mL de porinas 100 ug/mL = Dosis de 50 ug/0.5 mL

Sin embargo, al realizar 1a determinacién de la concentracion de proteinas del producto terminado

(3.3.1) se encontro que la concentracion real de 1a dosis de 30 pg/0.5 mL era de 25 ng/0.5 mtL.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCICN

MONITOREO AMBIENTAL MICROBIOLOGICO

FECHA: 27/Nov/97 LOTE: L-S06/11/97
PROCESOQ: Sanitizacion con hipoclorito de soido 500 ppm, area de dosificacién

No.de | No. de Observacicnes No. de | No. de Observaciones
Caja | Colonias Caja | Colonias
1 \ 24
2 \ 25 \
3 \ 26 \
4 \ 27 )
5 \ 28 0
6 \ 29 0
7 \ 30 0
8 31 0
g 32 0
10 33 0
11 \ 34 0
12 \ 35 0
13 \ 36 0
14 \ 37 0
15 \ 38 1 bca., L, peg.
16 \ 39 0
17 \ 40 0
18 \ 41* 0
19 \ 42+ 0
20 \ 43+ 0
21 44* 0 .
22 45* 0 / /
23 A
REALIZO: SUPERVISO:

Abreviaciones: bca (blanca), ama {amarilla), L (lisa), R {rugosa), cre (cremosa), peq (pequena),
gde (grande}, med {mediana), b.ireg (bordes irregulares)
* CONTROL (SIN EXPOSICION)
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

FECHA: 01/Dic/97

DILUCION Y DOSIFICACION

LOTE: L-S06/11/97

CONC. DE VOL. DE VOL. DE VOL. FINAL | CONC. FINAL NUMERC DE
PRODUCTO | PRODUCTO AGUA {mL} {(ng/mL) VIALES
A GRANEL | A GRANEL jINYECTABLE DOSIFICADOS
{ng/mL) {mL} (ml.)
9.38 80.62 80 20 40
192 28.13 61.87 90 60 40
46.88 43.12 80 100 40
OBSERVACIONES: La dosificacion se realizd utilizando micropipetas y puntas

despirogenizadas. Cada vial se llend con un volumen total de 2.125 mL.

REALIZO:QJ,QZLQ

I

SUPERVISO:

“
éf/
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3.3 Control de Producto Terminado

3.3.1. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry del producto terminado (p&g. 108-110)
Para determinar la concentracion de porinas en el producto terminado se llevd a cabo el

método de determinacion de proteinas de Lowry en el cual se realizé una curva patrén (pag. 110)

de albumina sérica bovina (ASB) que presenté un coeficiente de correlacion de 0.9970 (PEO clave

UIM-CA-07). Las concentraciones de las diferentes dosis se obtuvieron por intrapolacion en dicha

curva y fueron las siguientes:

Dosis de 10 png/0.5 mL, concentracion real: 22,75 pug/mL

Dosis de 30 ug/0.5 mL, concentracién real: 51.71 ug/mL

Dosis de 50 pg/0.5 mL, concentracion real: 109.44 pg/mL

3.3.2. Determinacion del peso molecular del producto terminado (pag. 111)

Para poder determinar la identidad de las proteinas analizadas por el método de Lowry se
realizé un corrimiento electroforético (PEQ clave UIM-CA-05) de las tres dosis de producto
terminado. En el observamos la caracteristica doble banda de entre 38 Kd y 41 Kd para cada una

de las tres dosis en comparacién con el corrimiento del producto a granel.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX!, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

PRODUCTO TERMINADO
Pag. 1de 2
FECHA: 19/Ene/g8 LOTE: L-S06/11/97
ALBUMINA
PESO REAL: 0.6256 g
PORCIENTO DE NITROGENO: 16.6% PORCIENTO DE HUMEDAD: 1.1%

LOTE: 42H0018

CURVA PATRON*
pg DE ASB | pg REALES | TUBO | ABSORBANCIA FROMEDIO AJUSTE A CERO
DE ASB
2 0.06489
0 0 3 0.0445 0.0487 0

4 0.0368
5 0.1163

5 5.0048 6 0.1167 0.1166 0.0679
7 0.1170
8 0.1841

10 10.0086 9 0.1912 0.1861 0.1374
10 0.1830
11 0.2992

20 20.0192 12 0.2885 0.2941 0.2454
13 0.2936
14 0.3971

30 30.0288 15 0.4092 0.4032 0.3542
16 0.4034
17 0.4927

40 40.0384 18 0.5057 0.4946 0.4459
19 0.4855
20 0.5810

50 50.0480 21 0.5792 0.5796 0.5309
22 0.5786

COEFICIENTE DE CORRELACION: 0.8970 PENDIENTE: 0.0105

ORDENADA AL ORIGEN: 0.0199
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX|, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY
PRODUCTO TERMINADO

Pag. 2de 2
FECHA: 19/Ene/98 LOTE: L-S06/11/97
MUESTRA
TUBO DosIsS
10 pg/0.5 mL 30 pg/0.5 mL 50 1g/0.5 mL
ABSORBANCIA 1 0.1167 0.1267 0.1817
2 . 0.1211 0.1273 0.1921
3 0.1182 0.1223 0.1927
PROMEDIO 0.1188 0.1254 0.1888
AJUSTE POR BLANCO 0.0899 0.0767 0.1401
ng DE PORINAS POR
INTRAPOLACION EN 23.61 53.65 113.54
LA CURVA
CONCENTRACION DE
PORINAS POR 22,75 51.71 109.44
FORMULA (ug/mL)

CBSERVACIONES: Se tomaron 100 uL de muestra para cada dosis

REALIZO: SUPERVISO:
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HCSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XX, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

PESO MOLECULAR (PAGE-SDS)

FECHA: 13/Ene/98 LOTE: L-S06/11/97
Carril
PM 1 2 3 4 5
1 e
2
3
4
No. DE CARRIL MUESTRA
1 Marcadores Moleculares
2 Producto a granel, 15 pl de muestra
3 Dosis 10 pg/0.5 mL, 15 pl de muestra
4 Dosis 25 pgf0.5 mL, 15 pl. de muestra
5 Dosis 50 ug/0.5 mL, 15 ul de muestra
NUMERO MARCADCR PESO MOLECULAR
1 Albdmina bovina de plasma 66,000
2 Albumina de huevo 45,000
3 Pepsina 34,700
4 Tripsinégeno 24,000
5 B-Lactoglobulina 18,400
6 Lisosima 4300
REALIZO: 3 SUPERVISO: -
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3.3.3. Antigenicidad del producto terminado {pag. 113-118)

Para poder determinar la capacidad de las porinas de ser reconocidas por un anticuerpo
dirigido contra ellas, se realizé una ELISA (PEO clave UIM-CA-10) en donde se fijaron diluciones
seriadas de las diferentes dosis de porinas como antigeno, posteriormente se agregd una dilucién
seriada de suero de conejo previamente inmunizado con porinas de S. typhi y se revelé con un
segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado con y-peroxidasa. En las graficas 5,6 y
7 {pags. 114, 116, 118) observamos que los anticuerpos del suero de conejo inmunizado con
porinas reconocen a las porinas fijadas en la placa lo cual indica que el producto terminado -

conserva su antigenicidad.

3.3.4. Esterilidad y Pirdgenos en producto terminado (pag. 119)

Para determinar si la vacuna podria ser utilizada en humanos, se realizaron las pruebas de
esterilidad y pirégenos en la Unidad de Control Técnico de Insumos del IMSS.

Como lo indica el formato, la prueba de esterilidad se efectud utilizando una mezcla de las
tres dosis que constituian al iote L-S06/11/97. En ella se observd la presencia de un bacilo gram
negalivo, acido sulfhidrico negativo (Salmonelia typhi es acido sulfhidrico positivo).

En la prueba de pirégenos, solamente 1a dosis de 50 ug/mL dio un resultado que no

cumplié con las especificaciones.
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

FECHA: 14/Dic/97

ANTIGENICIDAD (ELISA)

LOTE: L-S06/11/97

ANTIGENO: Porinas de Salmonelia typhi 9,12,Vi:d., Producto terminado, Dosis 50 pg/0.5 mL

DILUCIONES DE Ac

1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800{ 1: 1: 1 1: Bco. | Beo. | Beo. | Beo
1600 | 3200 | 6400 | 12800 | sin sin | con | con
Ag Ag. Ag Ag
Ag (pg/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
50000 |A | 072 | 078 { 069 | 065 | 0.45 | 030 | 0.24 | 0.20 0 0 0 0
25000 1B | 068 | 0.78 | 064 | 058 | 0.44 | 0.33 | 0.25 | 0.19 0 0 0 0
12500 (C| 062 | 0.71 | 066 | 0.49 | 0.41 | 0.27 | 0.20 | 0.17 0 0 0.01 0
6.250 |D| 055 | 067 | 059 | 043 | 035 | 021 | 0.16 | 0.15 0 0 0 0
3125 |E{ 050 | 061 | 054 | 041 | 033 | 018 0.15 | 0.11 | 0.01 0 0 0
1562 |F| 052 | 0.58 | 0.50 | 0.38 | 0.26 | 0.17 [ 0.12 | 0.08 0 0 0 0
0781 |G| 044 1 057 | 0.36 | 022 | 0.16 | 0.11 | 0.06 | 0.08 0 0 0 0
0390 (H| 040 { 0.51 [ 0.35 | 0.24 | 0.18 | 0.10 | 0.04 0 0 0 0 0
OBSERVACIONES: Lector Miniread Il
SUPERVISO:

REALIZO: IQI {/J,Qﬂ
/—\
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

ANTIGENICIDAD (ELISA)

FECHA: 14/Dic/97 LOTE: L-S06/11/97

ANTIGENO: Porinas de Salmonefla typhi 9,12,Vi.d., Producto terminado, Dosis 25 ug/0.5 mL

DILUCIONES DE Ac

1100 | 1:200 | 1:400 | 1:800| +: 1; 1 1: Bco. | Beo. | Beo. | Beo

1600 | 3200 | 6400 | 12800 | sin sin | con | con

Ag Ag. Ag Ag

Ag (ng/mL) 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12

25000 |A| 063 | 068 | 064 | 0.59 | 0.46 | 0.35 | 0.26 | 0.19 0 0 0 0.01
12500 |B| 064 | 066 | 0.58 | 0.57 | 0.43 | 0.31 | 0.26 | 0.20 0 0 0 0
6250 |C| 060 | 065 )061 | 054|037 | 030|023 ]| 017 0 0 0 0
3125 |D| 055 [ 061 | 058 | 049 | 032 { 0.24 | 049 | 0.15 0 0 0 0
1562 |E| 042 | 059 | 045 [ 039 | 0.30 | 0.27 | 0.20 | 0.13 0 0 0 0
0781 |F| 049 | 053 | 0.38 | 031 | 0.25 | 0.18 | 0.11 0.08 0 0 0 0
0390 |G| 044 | 047 | 038 | 0.30 | 0.17 | 0.16 | 0.09 | 0.07 0 0 0 0
0195 |H| 039 (046 | 033 | 026 | 019 | 0.11 | 0.04 | 0.04 0 0 0 0

OBSERVACIONES: Lector Miniread Il

REALIZO: SUPERVISO:
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UIM EN INMUNOQUIMICA, HOSPITAL DE ESPECIALIDADES, CMN SIGLO XXI, IMSS,
AREA DE PRODUCCION

FECHA: 14/Dic/97

ANTIGENICIDAD (ELISA)

LOTE: L-S06/11/97

ANTIGENO: Porinas de Saimonelfa typhi 9,12,Vi:d., Producto terminado, Dosis 10 pg/0.5 mL

DILUCIONES DE Ac

1:100 [ 1:200 ( 1:400 ( 1:800( 1: 1: 1: 1: Bco. | Beo. | Beo. | Beo

1600 | 3200 | 6400 | 12800 | sin sin con | con

Ag Ag. Ag Ag

Ag (ng/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10.000 [A| 0.55 | 0.55 | 0.46 | 043 | 0.40 | 0.34 | 0.26 | 0.19 | 0.02 0 0 0
5000 (B[ 054 | 0.59 | 0.55 | 0.52 ; 0.41 | 0.33 | 0.28 | 0.19 0 0 0 0
2500 |C| 052 | 058 051 | 047 [ 039 | 030 | 0.27 | 0.21 0 0 0 0
1250 |D| 047 | 049 | 044 | 041 | 033 | 0.26 | 0.19 | 0.13 0 0 0 0
0625 |E| 045 | 051 | 042 | 040 | 0.31 | 025 | 0.20 | 0.14 0 0 0 0
0312 [ F| 044 | 046 { 041 [ 039 | 0.27 [ 0.20 | 0.14 [ 0.13 0 0 0 0
0156 |G| 039 | 043 | 038 | 029 | 0.24 | 0.19 | 0.12 | 0.08 0 0 0 0
0078 {H| 032 | 0.36 | 0.29 | 0.19 | 0.14 | 0.11 | 0.06 | 0.02 0 0 0 0

OBSERVACIONES: Lector Miniread ||

REALIZO:

SUPERVISO:
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INSTITUTO MEXICO El. SEGURO SCCIAL
JH1GAD TE CONTRCL TECNICO DE INSUFOS

México, D. F.. 3 DE ABRIL DE 1998
Nzicio 30.022.3/° 140 7

DR. ARMANDO IsTBASI ARANJO ‘
JEFE DE LA UNIDAD DE [NVESTIGACION
MEDICA EN THMUNOQUIMICA )
(01151068 DE 1MVESTIGACION BIOMEDICA)
CenTRO MEDICO NaztonaL Srelo XXI

En ATENCIBN A SU OFicIo DEL 30 DE ENERO DE 1098, EN DONDE SOLCTLTH SE. -
ereeTOE EL ConTroL BroLdeico Y MIcROBIOLOGICO DE LA VACUNA ANTITi#OIDICA
ISIPOR, ME PERMITO INFORMARLE EL RESULTADO OBTENIDO EN LOS ANALISIS DE -
ESTERILIDAD Y PIROGENOS, REALEZADOS EN ESTA UNIDAD.

PRUEBA ) PRESENTACION RESULTADO
DE LA VACUNA

ESTERILIDAD * No CUMPLE’
P 1ROGENOS Presentacidn: 20 mMco/ML CUMPLE
y 50 McG/ML No cuMpLE
100 MeG/mu CUMPLE

/’

(*) La PRUEBA DE ESTERILIDAD SE EFECTUD CON LA MEZCLA DE LAS TRES CON-
CENTRACIONES, -EL MICROORGANISMO CGNTAMINANTE SE RECUPLRO EN AMBOS
MEDIOS DE CULTIVOS A PARTIR DE LAS 48 HORAS DE INCUBACION, MORFO-
LAGICAHENTE ES Ut BACILO ORAM NEGATIVO, LECTOSA (=), B8 (=),

| AS PRUEBAS DE POTENCIA Y SEGURIDAD NQ SE REAL1ZARON POR EL RESULTADO =
QOBTENIDO Fi LA PRUEDBA DE ESTERILIZACION.

ATENTAMENTE
SEGURIDAD Y SOLIDARID

Vi
IR, RDDOEF\W DE MUCHA MACIAS
LA/R ECTOR

CON COPLA:

- Direce1dn ve La UCTIL '

- DRP. Amapa Juhpez GowzALez, JEFE DEL Area DE BioLbelcos Y REACTIVOS.
- 0BP. LyLia }. ouTlERRez Mucifio, JEFE DEL LABORATORIO DE B1oLOGICOS.

@ﬂi\\' LIGA CHO

IMSS

wEar AT N NCRIODARIDATE 2N
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VI. DISCUSION

La fiebre tifoidea es una enfermedad que, aun en nuestros dias, sigue causando serios
problemas en paises subdesarrollados. Las altas temperaturas que provoca pueden poner en
peligro la vida de los enfermos especialmente en el caso de los nifios pequefios, ancianos y

pacientes inmunocomprometidos (9).

La primera inmunizacion experimental para la proteccion contra la fiebre tifoidea se realizd
en el afio de 1886 (46) y desde entonces se han producido una gran variedad de candidalos a
vacuna {33). Debido al alto contenido de LPS en la membrana externa de Salmonelia typhiy a la
dificultad implicita en su eliminacion, la mayoria de estas vacunas no han tenido éxito y las pocas
que se encuentran actualmente en el mercado presentan efectos secundarios importantes o

confieren una proteccion de corto plazo (33).

E! Dr. Armando Isibasi, jefe de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica, del
Hospitat de Especialidades, del Centro Médico Nacional Siglo XX, del IMSS, al entrar en contacto
con este problema, comienza una linea de investigacion encaminada hacia la obtencion de una
vacuna alternativa contra la fiebre tifoidea, que confiriera una proteccidn duradera con pocas
inmunizaciones y disminuyendo, en lo posible, los efectos secundarios provocados por et LPS,
Despues de mds de once aios de investigacion basica y de haber realizado pruebas en el modelo
murino (4), se proponen a las Porinas de Saimonella typhi 9,12 Vi:d como el candidato alternativo

a vacuna contra la fiebre tifoidea para ensayos de fase | en humanos.

En el presente trabajo se abordé el problema de lograr obtener dicha vacuna cumpliendo
con las especificaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) para
productos bioldgicos inyectables (58) y siguiendo las Buenas Préclicas de Manufactura (BPM)
recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (70). La idea de realizar un manual

de produccién para la vacuna surgid con la necesidad de organizar la gran variedad de
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informacion y procesos involucrados. El manual de produccion se basa en Procedimientos
Estandares de Operacion (PEQ) (70) los cuales describen detalladamente cada unc de los pasos
involucrados tanto en la produccion como en e control de calidad de la vacuna, siguiendo el

sistema de calidad total ltamado 1SO-9002 (50).

Para lograr nuestros objetivos, en primer lugar, fue necesario acondicionar el area en
donde se produjo la vacuna. Una drea aséptica disefiada especificamente para la obtencién de
productos parenterales incluye un sistema de filtracion de aire de flujo laminar y presién positiva
{60). A pesar de que fue imposible contar con estas condiciones dentro del drea asignada en el
laboratorio, gracias a la construccion del tunel de acceso y de la implementacién del programa de
sanitizacidn, se logré reducir la contaminacién microbiana ambiental a niveles adecuados para (a
produccién con resuitados reproducibies en todos los procesos de sanitizacion realizados a lo largo

del proceso general de produccion.

La sanitizacion es el proceso mediante el cual se reduce al maximo la carga
microbiolégica por medio de agentes quimicos (59). Los resultados de los monitoreos ambientales
realizados antes y despueés del acondicionamiento del drea de produccion y de fa aplicacién del
sistema de sanitizacion (Pag. 79—81)'.demostraron que tanto el hipoclorito de sodic a 500 ppm

como el cloruro de benzalconio al 1% funcionaron como agentes sanitizantes efectivos para la

reduccion de la contaminacion microbiana ambiental dentro del drea de produccién.

La implementacion del manual de produccion incluyd la estandarizacion det proceso
general de produccién (realizado de manera habitual en {a Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica para obtencion de porinas para investigacién) y control de calidad de las porinas
de Saimonella typhi 9,12 Vi:d, modificindolo y adaptadndolo a las nuevas instalaciones y
especificaciones. Al producir el lote de vacuna contra |a fiebre tifoidea L-S06/11/97, siguiendo los

procedimientos involucrados en el manual, se puso a prueba su funcionalidad y efectividad.
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Los resultados obtenidos se vaciaron en formatos especialmente creados para seguir el flujo del

proceso general de produccion.

La cepa semilla se produjo a partir de la cepa liofilizada 9993 de la ATCC (16). Las
caracterizaciones macroscopica, microscdpica, bioquimica y serolégica de dicha cepa dieron

resultados correspondientes a Salmonella typhi 9,12,Vi:d (Pag. 83) (9).

Se realizd la primera sanitizacién del proceso de produccién utilizando hipoclorito de sodio
a 500 ppm como sanitizante. En los resultados del monitoreo ambiental correspondiente {(Pag. 85)
observamos una disminucién de la contaminacion microbiana a niveles adecuados para la

produccion.

El cultivo de Saimonella typhi se llevo a cabo en matraces Erdenmeyer de 4L para lograr
obtener una gran cantidad de biomasa. La cantidad de porinas expresadas en {a membrana de la
bacteria esta controlada por un complejo sistema de regulacion relacionado con factores como la
temperatura, el pH, la oxigenacion, la osmolaridad, etc. (11). Las condiciones ideales para la
obtencion de la biomasa se encuentran especificadas en el procedimiento “Preparacién de Indculo
y Fermentacion en Matraz” (UIM-PP-02). En los resultados de ia curva de crecimiento (Pag. 87-88)
se observa que la fermentacion se detuvo al inicio de la fase estacionaria, esto se realizd para
obtener la mayor cantidad de biomasa posible (Pag. 87) y para lograr cosechar a las bacterias con

una alta expresion de porinas.

Se realizaron caracterizaciones macroscopicas, microscopicas y bioquimicas al diluir la
cepa semilla en SSI, al final de la incubacién de los indculos y de la cosecha de la biomasa. En

todos los casos, los resultados correspondieron a Salmonelia typhi 9,12 Vi:d (Pag. 89).

Para que una vacuna a base de subunidades bacterianas tenga éxito, éstas deben

conservar su estructura nativa, de otra manera, al haber infeccién natural, el sistema inmune no
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reconoceria a dichas subunidades como parte de la bacteria completa y no se daria la proteccion
esperada (5). Para poder extraer las porinas de la membrana externa, las bacterias se
fraccionaron en un molino de células por madio de la friccién entre perlas de vidrio y la biomasa.
Debido a la opacidad de la solucion obtenida, fue imposible monitorear la ruptura por medio de
espectrofotometria, sin embargo, la experiencia en el uso del molino permite calcular el momento
en que se alcanza una ruptura maxima ya que ésta estd cormelacionada con el tono del color
grisaceo obtenido (Pag. 90). Al terminar la ruptura, se realizé una tincion de Gram en donde se

observaron, en su mayoria, bacterias rotas y algunas bacterias completas (Pag. 80}

Las porinas de Salmonella typhi se extrajeron de los segmentos de membrana externa a
través del método de Nikaido (52). La solucion de Nikaide permite solubilizar los componentes de
la membrana externa manteniendo estables los trimeros de porinas en el detergente no ionico
SDS (52). El monitoreo se realizé mediante un corrimiento electroforético (PAGE-SDS) de los
sobrenadantes tomados en los diferentes pasos de la extraccion (Pag. 93). En el carmil No. 5
observamos la extraccion especifica de las porinas (sin purificar) las cuales presentan un peso
molecular de entre 31 y 48 Kd. La doble banda es caracteristica de las porinas ya que, como se

menciond anteriormente, estan constituidas por un trimero de diferentes proteinas (50).

El area de purificacidnn/dosificacion es independiente del area de produccidn, por lo tanto,
fue necesario realizar 'a sanitizacion de esta area antes de comenzar la purificacion. El monitoreo
ambiental correspondiente (Pag. 94) mostré una disminucion de la contaminacion ambiental a

niveles adecuados para la purificacion.

Ya que las porinas se encueniran asociadas a la capa subyacente de peplidoglicana a
través de entaces no covalentes y que el LPS también se encuentra unido a él a través de enlaces
covalentes, es extremadamente dificil eliminar completamente el LPS de las porinas (65). Para
disminuir al maximo su concentracion en el producto terminado, las porinas se purificaron

pasandolas a través de una columna de FPLC, el proceso de eliminacién de LPS fue monitoreado
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visualmente a través del comimiento electroforético (PAGE-SDS) y tincion de plata de los
sobrenadantles obtenides en la purificacion (Pag. 95-96, 98). En este gel observamos que el
producto a granel (porinas purificadas) contenia una concentracién de LPS no detectable en el gel
de tincion de plata. En ta UIM en inmunoquimica se determiné que la cantidad residual de LP$S
después de la purificacion por FPLC es de aproximadamente 0.08% (Resultados no mostrados).
Esta concentracion es suficientemente baja como para no provocar reacciones adversas
significativas, sin embargo, se cree que el LPS actiia como un adyuvante para la estimulacion de
la respuesta inmune especifica por l0 que no se intentd eliminar esta concentracion residual de la

vacuna (36).

El SDS y la velocidad de ultracentrifugacion utilizados para la extraccion de las porinas,
arrastran también algo del DNA y RNA de las bacterias rotas. Para eliminaros, se agregaron
DNAasa y RNAasa después de la ruptura. Adicionalmente, estos se separan de las porinas en la

columna de FPLC (Pag. 95).

El pH de las porinas antes y después de la purificacidn no mostré cambio aparente (Pag.

g95).

€l control de calidad del producto a granet y del producto terminado incluyé pruebas que
determinaron la identidad, la cantidad y la calidad de ias porinas obtenidas asi como 1a posibilidad

de poder utilizarlas para inmunizar a seres humanaos.

Entre las pruebas de determinacion de identidad y de calidad, encontramos la
determinacién del peso molecular en geles PAGE-SDS y las pruebas de antigenicidad por el
método de ELISA (12). En el gel de determinacién de peso molecular (Pag. 111), observamos la
doble banda caracteristica de peso molecular entre 38 y 41 Kd correspondiente a |las porinas de S.
typhi (55). Las pruebas de antigenicidad (Pag. 102-103, 113-118) dérnostraron que las porinas

obtenidas son capaces de ser reconocidas por anticuerpos especificos.
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Determinar la concentracion de porinas tanto en el producto a granel como en el producto
terminado fue de vital imporiancia ya que, antes de poder comenzar con la fase |, se debe
establecer |la dosis ideal a utilizar en el humano. Es por ello que se obtuvieron tres
concentraciones diferentes, para indagar, en ensayos posteriores, cudl de ellas induce la mejor
respuesta con el menor niGmero e intensidad de reacciones secundarias. El método de Lowry,
utilizado para determinar la concentracion de las porinas, es un método colorimétrico cuantitativo
en donde los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con cobre en condiciones alcalinas
produciendo Cu’, la reaccién se pone de manifiesto por medio de la solucién de Folin-Ciocalteau,
fa cual, al oxidar los aminoacidos arométicﬁs, da una coloracion azul fuerte, de intensidad
directamente proporcional a la cantidad de tirosinas y triptofanos presentes (47). Es obvio que 1a
cantidad de principio activo indicado en un marbete debe cumplirse al pie de la letra. Para logrario,
este método se estandariz6 y validé adaptandolo especificamente para la cuantificacion de porinas
de Saimonella typhi 9,12, Vi.d en esta vacuna (64). Los resultados mostraron que se obtuvo un
producto a granel con una concentréci()n de porinas de 192 pg/mL (Pag. 99-101). Después de la
dilucién del producto a granel con agua inyectable (Pag. 108), se obtuvieron 3 concentraciones de

22.75 pg/mL, 51.71 pg/mL y 109.44 pg/mt {Pag. 108-110).

Dentro de las caracteristicas obligatorias que debe tener un producto inyectable para poder
ser administrado en humanos, encontramos la de esterilidad y el cumplir con los limites
establecidos para pirégenos (14, 49). Estas pruebas se realizaron en Ia Unidad de Control Técnico
de Insumos del IMSS (instituto reconocido a nivel internacional) (Pag. 119). En los resultados
observamos que la mezcla de las tres dosis presentd contaminacién por una bacteria Gram
negativa, acido sulfhidrico negativa. De aqui dedujimos que la contaminacién no se debid a
Salmonella typhi ya que esta bacteria es productora de acido sulfhidrico (44). La gran diversidad
de bacterias Gram negalivas existentes en el medio ambiente no nos permite deducir la
procedencia exacta de esta contaminacion, sin embargo, podemos mencionar los diferentes

puntos en dende pudo haber sido generada:
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« Contaminacion generada por el operador (descamaciones de 1a piel, pestaias, cabello, etc.)

e Contaminacion humana o ambiental generada al abrir y manipular los diferentes recipientes
involucrados en {a dosificacién.

e Contaminacion de las pipetas y/o viales de vidrio posterior a la despirogenizacion por un
almacenamiento inadecuado.

+ Sellado deficiente de los viales dosificados

Estos puntos se tomaron en cuenta dentro de los procedimientos finales, incluidos en el
presente trabajo. Solamente 1a dosis de 50 ug/mL no cumplié con las especificaciones para la
prueba de pirégenos, por lo tanto, es ldgico suponer que la contaminacién observada en la prueba
de esterilidad provenia de esta dosis. Gracias a este resultado es posible decir que si se puede
obtener una vacuna contra la fiebre tifoidea a base de porinas de Salmoneila typhi 9,12, Vi:d con la
calidad y concentracién deseadas ya que dos de las tres dosis cumplieron con las pruebas criticas
para uso en humanos. La contaminacién observada en este primer lote piloto se puede evitar
faciimente siguiendo los procedimientos que constituyen el manual de produccion, capacitando al
personal involucrado con la produccion de nuevos lotes piloto y haciendo hincapié en el cuidado
de los pasos criticos del proceso ya que se trabaja en un area que no fue disefiada para la

obtencion de inyectables.
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VII. CONCLUSIONES

Obtener una vacuna contra la fiebre tifoidea que confiera una proteccion a largo plazo, que pueda
administrarse por via subcutdnea, en un volumen pequefic y con un minimo de efectos
secundarios, es obviamente de gran importancia especialmente para los paises en desarrollo en

donde las enfermedades diarréicas son un problema gue enfrenta la poblacion dia a dia.

En México, tradicionalmente, la investigacion y la tecnologia para la obtencién de nuevas vacunas
se importaban de otros paises, en el presente proyecto nos encontramos ¢on la oportunidad de
participar en la obtencién de una vacuna 100% mexicana. La investigacidn basica, encaminada a
la obtencién de la vacuna contra fiebre tifoidea a base de porinas de Safmonella typhi, comenz6
hace mas de diez afios y a lo largo de su desarrollo ha contado con la participacién de un gran

numero de investigadores y estudiantes de diferentes areas de 1a biomedicina.

Los resultados de la implementacion del Manual de Produccién de 1a vacuna contra la fiebre
tifoidea a base de porinas de Saimonella fyphi 9,12,Vi.d, objetivo de la presente tesis, nos indican
que es posible obtener una vacuna con una buena calidad y en cantidad necesaria para realizar

los ensayos de fase | en humanos. De estos resultados podemos concluir lo siguiente:

s 3e logré implementar el Manual de Produccion de la Qacuna contra fiebre tifoidea a base de
porinas de Saimoneiia typhi 9,12,Vi:d, tograndose producir el lote piloto L-S06/11/97.

e Se acondicionaron las areas de produccion y purificacion/dosificacion para la obtencién de la
vacuna.

o Se implementd un programa de sanitizacién en donde se disminuyd la carga microbiana a

niveles adecuados para la produccion.
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