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INTRODUCCION 



INTRODUCCION 

El presente trabajo se enfocó básicamente en realizar 

une pequeña parte del exhaustivo control de calidad a que 

son sometidos los bio16gicos producidos en el Instituto Nacio

nal de Higiene (INH), 

Para este caso particular el biológico al cual se 

le aplic6 dicho control es el PPD (derivado proteínico purifi

cado) destinado a la prueba de Mantoux. 

El control que se realiz6 a este producto consisti6 

en efectuar determinaciones de potencia al tórmino de su enva

sado, ya que este producto se recibe a una concentraci6n 

de 50,000 UT/ml y el Instituto lo envasa y distribuye a una 

concentración mínima de 2 UT/0.1 ml. 

Pura llevar acabo dicho control se tomaron encuenta 

factores Físicos como temperatura, tipo de envase y Químicos: 

variaci6n en la composición del PPD. 

Se efectuaron determinaciones de potencia cada mes 

durante seis meses (que es el tiempo de caducidad de este 

producto) utilizando los métodos y cálculos que se explican 

más adelante y que fueron motivo de estudio y discusi6n en 

este trabajo. 



CAPITULO 

GENERALIDADES 
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GENERALIDADES 

l.- ANTECEDENTES HISTORICOS 

2.- DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS 

3.- TUBERCULINA ANTIGUA Y PPD. 

4.- METOOO DE PRODUCCION DEL PPD. 



GENERALIDADES 

1.- ANTECEDENTES HISTORICOS 

El hallazgo de tuberculosis evidente en los huesos 

de algunas momias egipcias indican que la tuberculosi~ es 

una enfermedad antigua. Es una enfermedad característica 

de las civilizaciones donde la gente vive hacinada en condicio

nes sub6ptimas de higiene. 

Los hechos más evidentes de la existencia de la tuber

culosis desde la antiguedad más remota se conoce por las explo

raciones arqueológicas que han permitido descubrir momias 

con cifosis, así como huesos humanos y de animales con altera

ciones que pueden considerarse de origen tuberculoso. 

Se sabe que los chinos 

a los tuberculosas mediante reposo 

hidúcs antiguos curaban 

tratamiento higi6nico 

diet~tico. Entre los hind6es era llamada 11 enfermedad real''.(l} 

De los antiguos pueblos de la Mesopotamia datan las 

primeras descripciones de las diversas enfermedades, en una 

mezcla de racionalismo empírico y mistici8mo curativo. 

Lo que ahora designamos tuberculosis era atribuido 

por los m~dicos asirios y babil6nicos al demonio Asakku, 



sus síntomas los describián con exactitud; 

El enfermo tose frecuentemente, su esputo es espeso 

algunas veces contiene sangre, la respiraci6n da sonido 

de flauta, suda mucho y el coraz6n está muy inquieto. 

S61o se tiene un conocimiento más profundo cuando 

llegamos a Hipócrates, el primer médico que describi6 con 

evidente sagacidad clínica la evolución de la tuberculosis 

al señalar sus síntomas, hasta llegar a la caquexia (la tisis 

o consumación) provocada por una ''6lcera del pulm6n''. 

El padre de la medicina aplic6 el nombre de tisis 

a la enfermedad con el significado de ''consumaci6n 11 y conside

raba que era incurable. 

Fracastorius llegó a algunas conclusiones de notable 

precisión en lo que se refiere a la naturaleza infecciosa 

de la tuberculosis su mecanismo de transmisión; pero no 

fue sino hasta 1863 cuando Villemin transmiti6 la enfermedad 

del hombre a los conejos. 

Tal vez Baumgarten viera el bacilo en los tejidos 

infectados en 1878, pero el descubrimiento de la causa de 

la tuberculosis se debe a Roberto Koch 1 quien aisl6 el bacilo 

tuberculoso en 1882. Koch encontró el bacilo asociado constan-



temente can la enfermedad, lo aisl6 en cultivo puro, reprodujo 

la enfermedad en conejos y cobayos con el cultivo (I). 

Despu6s de numerosos intentos, Roberto Koch pudo 

al fin descubrir el germen de la tuberculosis, aislarlo 

reproducir la enfermedad en conejos, el 24 de marzo de 1882. 

En la sociedad de Fisilagia de Berlín di6 a conocer su sensa

cional descubrimiento, que motiv6 especulaciones en todo el 

mundo. Los postulados de Koch quedaron como base de Ja fnves

tigaci6n bacteriológica (2). 

Koch describió en 1861 el fenómeno que lleva su nombre 

demostró que el principio activo de la tuberculina es una 

proteína todas las investigaciones posteriores sobre su 

naturaleza química han confirmado esta opinión. 

Fenómeno de Koch: Si un cnbayo normal es inoculado 

subcutáneamente con cierta cantidad de bacilos tuberculosos, 

ningún cambio de importancia se produce en el lugar de la 

inyección hasta que han transcurrido de 10 a IS días, en este 

momento aparece bajo la piel un n6dulo que crece lentamente 

y se ulcera a través de la epidermis. Los ganglios linfáticos 

correspondientes se hipertrofian, la enfermedAd se extiende 

por todo el organismo y la úlcera no hn curado cuando el animal 

muere. 
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Si la misma cantidad de bacilos tuberculosos es inocu

lada de modo semejante a un animal tuberculoso, aparece en 

el lugar de la inoculaci6n y dentro de 24 horas una inflamaci6n 

intensa, con induraci6n y hemorragia, que rápidamente se necro

sa eliminándose la escara y curando por completo le lesi6n. 

Los ganglios linfáticos correspondientes no llegan 

a ser afectados (1,4). 

TUBERCULOSIS 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa debida 

a Mycobacterium tuberculosis. La enfermedad 1 como lo indica 

su nombre, está caracterizada por la formación de nódulos 

tuberculosos en los tejidos infectados. 

La tuberculosis en el hombre es producida por los 

tipos humano y bovino del bacilo tuberculoso¡ el hombre no 

es receptivo al bacilo tuberculoso de las aves ni a los gérme

nes que producen la tuberculosis en los animales de sangre 

fria. 

Los bacilos tuberculosos humanos están caracterizados 

por su capacidad para infectar prácticamente cualquier 6rgano 

tejido del organismo, por lo que la tuberculosis es una 

enfermedad que se encuentra en todas las especialidades de 



la medicina. 

Indiscutiblemente el mecanismo más importante de 

la transmisi6n de la tuberculosis humana es por inhalaci6n 

de los bacilos en el polvo 1 o por contacto con individuos 

tuberculosos a través de la infecci6n por gotitas en los actos 

de toser y estornudar. Otra fuente importante de infecci6n 

es por ingesti6n, especialmente de leche o productos lácteos, 

la leche de vacas tuberculosas puede contener bacilos del 

tipo bovino, en particular cuando existe lesi6n en las ubres. 

El peligro de esta forma de infccci6n es mayor cuando se emplea 

leche cruda procedente de vacas no inspeccionadas. 

La existencia de portadores cr6nicos en tuberculosis 

puede ser admitida como una fuente de infecci6n tratándose 

de individuos que no se sienten enfermos, pero que tienen 

una lesi6n activa y expectoran gérmenes. 

MYCOBACTERIUM 

El género Mycobacterium comprende un gran n6mero 

de bacilos inm6vilcs, no esporulados, ácido-alcohol-resistentes 

que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. 

Su habitat también es muy variado. 

A continuaci6n se presentan algunas especies pat6genas 



8 

de Mycobacterium. 

MICROORGANISMO 

M. leprac 

M. lepraemurium 

M. tuberculosis 

M. bovis 

M. avium 

2. DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS. 

PADECIMIENTO 

Lepra humana 

Lepra murina 

Tuberculosis humana. 

Tuberculosis en bovinos 

y humanos. 

Tuberculosis 

y cerdos. 

en aves 

Para hacer el diagn6stico de tuberculosis se puede 

hacer uso de los m~todos siguientes: 

EL FROTE 

a,- Frote 

b.- Cultivo 

c.- Tuberculino-reacci6n (PPD). 

El frote o baciloscopía directa para demostrar por 

tinci6n la presencia de los bacilos ácido-resistentes, es 



el método más sencillo, rápido y econ6mico; su resultado puede 

obtenerse en media hora. Requiere la selecci6n del producto 

por examinar y la observaci6n cuidadosa al microscopio. La 

tinci6n que se sigue habitualmente es la Ziehl Neelsen. 

Se han usado distintas escalas para valorar el número 

de bacilos encontrados, por ejemplo, la escala de Gaffky, 

que señala en promedio el número de bacilos por campo. Otros 

más sencillos sólo valoran en cruces la apreciaci6n global 

de escasez o abundancia de bacilos en la preparaci6n. 

La comisión de la American Tuberculosis Society reco

mienda la siguiente escala: Negativo, no se encuentran bacilos 

o cuando mucho una forma en toda la preparaci6n, raros (X) 

de tres a nueve bacilos en toda la preparaci6n, muchos (XX) 

de diez o más bacilos en toda la preparaci6n, incontables 

(XXX) diez o más bacilos en cada campo. 

En realidad lo que importa es que el resul tndo de 

la investigaci6n del bacilo sea positivo o negativo. 

Nunca podrá decirse categoricamente después del examen 

de un simple frote, que el bacilo ácido resistente que vemos 

es el bacilo tuberculoso, puesto que morfol6gicamente son id6n-

tices muchos saprófitos predentes en los productos por 

examinar. Debemos aunar el resultado al cuadro clínico 
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al estudio radiol6gicv. 

CULTIVO 

Para ayudar a la identificación de los bacilos obser

vados y conocer su viabilidad, procedemos en segundo t6rmino 

a efectuar el cultivo. 

En la práctica es necesario tratar los productos 

con métodos especiales de homogencizaci6n y asilamiento, puesto 

que habitualmente son productos mucosos, purulentos o con 

gran cantidad de detritos y por ende contaminados por extensa 

flora agregada. llsando al método del hidróxido de sodio o 

del ácido sulfúrico para homogeneizar los productos. Actual

mente se estan usando algunas sustancias tales como: 

N-acetil-L-cistín-NaOH, Zefirán-Fosfato trisódico, 

ácido oxalico, Cloruro de cetil piridinio (14,24). 

RESULTADOS 

Positivo, si aparece desarrollo del germen sobre 

la superficie¡ se anota como positivo y se describen las carac

terísticas de las colonias¡ pigmentadas (R) o sin pigmentaci6n 

(S). 
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NEGATIVO 

Se considera como negativo si no se aprecia desarrollo 

del germen en un plazo máximo de ocho semanas. 

TUBERCULINO REACCION (PPD) 

El producto que se emplea para efectuar la prueba 

tuberculínica es el derivado proteínico purificado de la tuber

culina, conocido como PPD. El método de aplicaci6n de la 

tuberculina es el intracutáneo (prueba de Mantoux) se recomien

da como sitio de elecci6n la cara anterior y externa del tercio 

superior del antebrazo. Se efectua la inyecci6n (0.1 ml) 

obteniéndose una pápula redondeada, de 8 a 10 milímetros de 

diámetro, 

Una reacción positiva es aquella que, transcurridos 

cuarenta ocho horas, presenta edema un endurecimiento 

de 10 mm de diámetro¡ si la reacción es negativa no existe 

edema (J), 

3, TUBERCULINA ANTIGUA (OT) y PPD. 

Las primeras tuberculinas que se prepararon preccdian 

del producto de la autolisis de los bacilos tuberculosos; 

la tuberculina es el liquido claro que queda en un cultivo 
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en que el bacilo de Koch ha crecido, después de que se ha 

filtrado y concentrado el liquido (4). 

Tuberculina antigua (OT), es la tuberculina original 

de Koch y es considerada por muchos como la variedad más útil 

para el diagn6stico y tratamiento ( 11). Fué preparada origi-

nalmente cultivando durante 6 a 

en caldo glicerinado al 5%, 

semanas bacilos tuberculosos 

sometido éste a corriente de 

vapor en baño maría para estandarizarlo y concentrarlo hasta 

un décimo del volumen original. Los bacilos muertos son sepa

rados por filtraci6n. Este filtrado o tuberculina bruta se 

calcula a groso modo que contiene un miligramo de tuberculina 

por centímetro cúbico a partir de ella y sobre esta base, 

se calculan las diluciones que se usan con fines diagn6sticos 

o de tratamieno. Cada nuevo lote de tuberculina bruta es 

titulado y estandarizado. 

Los preparados más antiguos de tuberculina, tales 

como la tuberculina antigua de Koch, tienen algunas desventa

jas¡ son muy difíciles de estandarizar, tienden a perder su 

potencia cuando se diluyen a menudo contienen productos 

bacterianos inespecíficos que son irritantes. 

Después de varias modificaciones introducidas clínica

mente, Seibcrt logr6 finalmente éxito preparando una tubercu

lina estable conocida con el nombre de "derivado proteínico 



13 

purificado (PPD) 11
1 a partir de cultivos de 3 cepas de tipo 

humano crecidas en medio sintético exento de proteínas (4). 

Actualmente se ha obtenido un derivado proteínico 

purificado que se conoce con el nombre de PPD, que es posible 

titular, por comparaci6n con un patrón en Unidades de Tubercu

lina (UT), para lo cual se usa un patr6n internacional de 

tuberculina purificada denominada RT23 preparado por el Statens 

Seruminstitut de Copenhague Dinamarca, que facilita gratuita

mente muestras a cuantos laboratorios nacionales de control 

u otros laboratorios competentes las soliciten (13). 

4. METODO DE PRODUCCION DEL PPD. 

El derivado proteínico purificado de tuberculina 

se prepara con las fracciones hidrosolubles obtenidas por 

extracción ulterior de los cultivos del bacilo tuberculoso 

en un medio sintético líquido. La fracción activa del filtra

do, que es sobretodo proteínica, se aisla por precipitaci6n, 

se lava y se redisuelve. La preparación se puede djstribuir 

en forma desecado o líquida. Las determinaciones de actividad 

se harán por comparaci6on con el patrón internacional corres

pondiente (4), 
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OBJETIVO 

Hacer un estudio preliminar para conocer el efecto 

de algunnos factores Químicos (variación de componentes en 

la formulación de PPD) y Físico (temperatura y tipo de envase) 

sobre la potencia del PPD, mediante la realización de pruebas 

de potencia en cada uno de los casos señalados para este pro

ducto, para poder así establecer las condiciones óptimas para 

la formulación y asegurar que la potencia esté dentro de lo 

establecido por las normas de la Organización Mundial de la 

Salud y que su estabilidad sea satisfactoria. 



CAPITULO II 

MATERIAL Y METODOS 
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MATERIAL Y HETODOS 

MATERIAL 

Cobayos de 250 a 350 gramos de peso inicial al 

momento de ser sensibilizados con vcuna BCG. 

Frascos viales de 10 ml (estériles). 

Gradillas de alambre para 75 tubos de 16xl50 mm. 

Jeringas para insulina y de 3 ml con agujas de 

22x32. 

Pipetas de 0.1 1,2 y 10 mi (estériles). 

Tubos de 16xl50 mm (estériles). 

Vernier. 
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METO DOS 

Cada lote de producci6n de PPD se compar6 con el 

correspondiente PPD de referencia (PPD lote RT23 proporcionado 

por el Centro Panamericano de Zoonosis) en cobayos que previa

mente han sido sensibilizados; para determinar su actividad 

relativa 1 en cada ensayo se emplearon no menos de seis cobayos 

con peso entre 400 y 600 g., peso que han desarrollado desde 

la sensibilización con vacuna BCG hasta el momento de la prueba 

{12). 

PRUEBA DE POTENCIA DEL PPD (TUBERCULINA) 

La prueba se lleva acabo en dos etapas. 

Primera etapa: sensibilización de cobayos, por inocul~ 

ci6n intramuscular con la vacuna BCG (Cultivo desecado de 

bacilos vivos de Calmette-Guerin cepa danesa 1331). 

Segunda etapa: probar actividad del PPD (reacci6n 

dérmica) en cobayos con no menos de 3 semanas de haber sido 

sensibilizados. 

Sensi bil i.zaci6n: Se inoc:.uln intramusculnrmcntc a 

los cobayos destinados a esta prueba con 0.5 ml. de vacuna 

BCG a una concentraci6n de 2 mg. por 0.5 ml. 
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Prueba de potencia: 

acabo en cuatro fases: 

l 7 

Esta segunda etapa se llev6 

1.- Preparación del animal de prueba. 

2 .- Preparación de las diluciones del PPD de prueba 

y referencia. 

3.- Probar la actividad del PPD en cobayos sensibili

zados (reacción dérica). 

4.- Lectura de la reacción (medición de los diámetros 

del eritema formado) cálculo de- potencia del PPD en base 

a los diametros de reacción obtenidos para cada caso. 

PRUEBA DE POTENCIA DEL PPD. 

l.- Preparación del animal de prueba, 

Los cobayos destinados esta prueba deben tener 

3 semanas como mínimo de haber sido sensibilizados. 

Los cobayos fueron depilados con ayuda de una rasura

dora eléctrica, en ambos flancos y en la parte superior del 

animal. Con un plumón se traz6 un cuadriculado, de tul manera 

que en cada costado del cobayo se tienen cuatro cuadros. 
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Esto se hace momentos antes de la prueba. 

2.- Preparaci6n de las diluciones del PPD de prueba 

estándar: 

El PPD usado como referencia es proporcionado por 

el Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO) derivado del 

estándar Internacional de Copenhnguc es el PPD lote RT23 

concentrado (50,000 UT/ml) éste debe ser diluido (amortiguador 

de fosfatos) hasta una concentración de 2 UT/0.1 ml. 

El PPD de prueba (en\'asado en el Instituto Nacional 

de Higiene) se presenta a una concentraci6n mínima de 2 UT/0.1 

ml, para este caso ya no es necesario diluir corno se hizo 

con el PPD de referencia. 

En el momento en que se va a realizar la prueba se 

preparan diluciones 1 :2, I :4 ;· 1 :8 del PPD de prueba y referen-

cia, que contenga 2 UT para el concentrado y 1, 0.5 y 0.25 

UT/0.1 ml para cada una de lasdiluciones correspondientes, teniendo 

cuidado de que las diluciones del PPD no queden expuestos 

a la luz (para ello se forran los tubos con papel aluminio), 

de (!Sta forma se tienen listos el PPD de referencia y el de 

prueba para la valoración de potencia de este producto. 

J.- Probar la actividad del PPD en cobayos scr1sibili-
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zados (reacción dérmica). 

El cobayo que previamente ha sido depilado y cuadricu

lado, se inocula con jeringa para insulina con 0.2 ml del 

PPD por vía intradérmica en el siguiente orden: 

Primeramente se inocula la dilución mayor (1 :8) del 

PPD a valorar que tiene una concentración de 0.25 UT/0.1 ml, 

empezando por el flanco derecho y por la cola, en el siguiente 

cuadro, en dirección cola cabeza, se inocula el PPD de refe

rencia (0.2 ml por vía intrad6rmica) dilución 1:8 de concentra-

ción 0.25 UT/0.1 ml. De la 

demás diluciones 1:4 1:2 y 

ciones son 0.5, UT/0.1 

misma manera se continúa con las 

el concentrado, cuyas concentra-

ml respectivamente. Inoculando 

primeramente el PPD a valorar y en seguida el PPD de referen

cia, de esta manera el costado derecho se termina de inocular 

con la dilución l :4 del PPD de referencia. El costado izquier

do se empieza a inocular en direcci6n cabeza-cola con la dilu

ción l :2 del PPD n valon1r 1 finalizando en la cola con el 

PPD concentrado usado como referencia que tiene una concentra

ción de 2 UT/0.1 ml. 

Para cada control se emplearon 6 cobayos entre las 

3 y 6 semanas de hnber sido sensibilizados. 
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4.- Lectura de la reacción: 

La lectura de la reacción se efectún a las 24 horas 1 

mediante la medición de los diámetros del eritema formado, 

esta medici6n se realiza con ayuda de un vernier, la lectura 

se registra en milímetros. 



CAPITULO III 

CALCULO DE POTENCIA DEL P.P.D. 
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CALCULO DE POTENCIA DEL P.P.D. 

Cálculo de la valoración biológica en cobayos de 

la actividad relativa de un PPD. 

l. NOTACION. 

r = preparación de ref crencia 

p = preparación en prueba 

número de lecturas 

log. dosis. 

respuesta en mm a las inoculaciones 

l:X suma de las x 

l:.Y = suma de las 

promedio de la x 

= promedio de la y 

Z. CALCULO DE LAS RECTAS AJUSTADAS POR EL METODO DE CUADRADOS 

MINIMOS. 

Con los datos obtenidos (lectura de las reacciones 

tuberculinicas en los cobayos expresada en mm) y usando el 

método de cuadrados mínimos se pueden calcular dos rectas 
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ajustadas a los puntos observados, estas rectas reúnen ciertas 

condiciones deseables desde el punto de vista estadístico: 

la principal es que la suma de las distancias verticales de 

cada punto a la recta elevadas al cuadrado, es la mínima posi

ble. 

La recta tiene una ecuaci6n general de la siguiente 

forma: 

y = a + bx 

El coeficiente 1'a 11 indica la altura de la recta cuando 

x es o 1 es decir en e 1 origen de los ejes de coordenadas. 

El coeficiente "b" indica el cambio de 11 y 11 por cada unidad 

de "x". 

Para este caso particular se usará una ecuaci6n equi-

valen te: 

y = y + b ( x-íi) 

La ecuaci6n de regresión lineal para el PPD de ref e

rencia en el intervalo de dosis es: 
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La ecuaci6n de regresión lineal para el PPD problema 

es: 

y 
p 

Cuando las rectas de regresi6n de los PPD de referen

cia y en prueba tienen el mismo coeficiente de regresi6n, 

se dice que son paralelas. 

Con pruebas estadísticas adecuadas se pueden evaluar 

cada una de las características siguientes, consideradas indis

pensables para que la valoraci6n biol6gica sea válida (12). 

3. VALIDACION E INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE POTENCIA DEL 

PPD. 

a.- Preparaciones: diferencia entre las medidas 

del PPDr y PPp' 

Criterio: el resultado debe ser menor que el valor 

critico de F = 4.17. 

Interpretaci6n: las reacciones tuberculínicas promedio 

correspondientes a las dos preparaciones son similares. 
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Conclusiones: satisface la condici6n ''preparaciones'' 

si no 

b .- Regresi6n o pedicnte: comparaci6n con la hori-

zontal. 

Criterio: el resultado debe ser altamente significa

tivo, mayor que el valor critico de F=7.56 

Interpretación: la pendiente de la linea de regresión 

discrimina facilmente el efecto dosis respuesta. 

Conclusiones: satisface la condición 1'regresi6n'' 

si no 

c.- Paralelismo: 1'similaridad'' condición necesaria 

para poder calcular lo actividad relativa. 

Criterio: el resultado debe ser menor que el valor 

critico de F= 4.17. 

Interpretación: la linea recta de la muestra problema 

es paralela a la linea correspondiente al patrón de referencia. 
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Conclusiones: satisface la condición de paralelismo 

si no 

d.- Linealidad: desvia~i6n de los puntos observados 

con respecto a la recta. 

Criterio: el resultado debe ser menor que el valor 

crítico de F = 3.32. 

Interpretación: Para cada preparación la relaci6n 

existente entre el logaritmo de la dosis y la respuesta tuber

culinica en el cobayo puede ser representada por una linea 

recta. 

Conclusiones: satisface la condición linealidad 

si no 

CALCULO DE LA POTENCIA DEL PPD 

La potencia del PPD se calcula mediante el método 

de análisis de lineas paralelas. 

El calculo se puede realizar por dos métodos: 
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a.- Método del programa diseñado para la calculadora 

Texas Instrument (Tl-59), tomando como base los puntos 1 o 

3 ya explicados. 

b.- Método gráfico. 

El método 11 a" fue el utilizado para el cálculo de 

la potencia del PPD en este trabajo. 

METODO DEL PROGRAMA DISEÑADO PARA LA CALCULADORA TEXAS INSTRU

MENT (Tl-59). 

En este método se hace uso de las mediciones registra

das (diámetros de reacción). 

FORMA DE USAR LA CALCULADORA. 

Seguir los pasos indicados en la hoja para prueba 

de potencia del PPD: 

Conectar, introducir la tarjeta marcada como T-1 

a la calculadora, en la pantalla aparecerá el número l. 

Oprimir la tecla marcada como "CLR", enseguida se 

introduce la tarjeta marcada como T-2, en la pantalla aparecerá 

el número 2. Ahora todo se encuentra listo para introducir 
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los datos a la calculadora (diámetros de reacci6n). Entran 

primero los datos correspondientes al PPD de referencia comen-

zando con los valores del PPD concentrado terminado con 

el PPD diluido. Enseguida los datos que corresponden al PPD 

que se va a valorar, los valores del PPD concentrado usado 

como referencia entran a la calculadora con la clave 11 lA" 1 

los datos entran a la calculadora conforme a su valor (diáme

tros de reacci6n) oprimiendo la tecla correspondiente al número 

que se desea registrar, para ello St! oprime la tecla macada 

como "RS" antes y después de cada registro. Una vez que se 

ha registrado los datos del PPD concentrado se continua con 

el PPD diluido siguiendo la metodología ya explicada. Los 

datos (diámetros de reacción correspondientes a cada dilución) 

entran a la calculadora con la clave 11 2A 11 y 11 3A 11 respectivamen

te. 

Una vez terminado con el PPD de referencia se continúa 

con los datos correspondientes al PPD a valorar, siguiendo 

la misma metodología que para el PPD de referencia, los datos 

entran con las claves ''4A'', 11 SA 11 y 1'6A 11 para el PPD concentrado 

y diluido 1:2 y 1:4 respectivamente. 

Verificar si los valores registrados son los correctos 

esto se hace con ayuda de la tecla marcada como R/S, se oprime 
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PRUEBA DE POTENCIA DE PPD 

Análisis de líneas paralelas, calculadora programable Tl-59. 

1) Conctar 2) Introducir la tarjeta marcada como T-1 3) Oprimir la 

tecla marcada como "CLR" 4) Introducir la tarjeta marcada como T-2 

5) Introducir los datos a la calculadora. 

REFERENCIA 

11 R/S 10 R/S 
9 R/S 9 R/S 

R/S R/S 

LOTE: PPD Normal EtaEa Inicial 

4 

5 

6 

11 R/S 

9 R/S 

8 R/S 

11 

9 

8 

R/S 

R/S 

R/S 

8 

R/S 
R/S 

R/S 

R/S 

R/S 

R/S 

11 
9 

8 

11 

10 

R/S 
R/S 

R/S 

R/S 

R/S 

R/S 

10 R/S 10 
9 R/S 9 

8 R/S 8 

11 R/So 11 

9 R/S 9 

8 R/S 

6) Verificar con la tecla marcada cotilo R/S los valores registrados. 

7) O{>rimir la tecla marcada con la letra "B'' aparece el cero en la panta-

lla 8) Introducir la tarjeta marcada como T-3 9) Oprimir la tecla 

marcada como ºCLR" 10) Introducir la tarjeta marcada como T-4. 

11) RESULTADOS 

c (Ys) 

R/S (b5 pendiente) 

R/S (Yt) 

R/S (bt = pendiente} 

Análisis de varianza 

D (preparaciones) = l. 76 

8.94 

1.16 

= 9.22 

1.66 

R/S ( regresi6n) 

R/S (paralelismo) 

R/S (linealidad) 

E (potencia relativa) 

R/S (ll.mite superior) 
R/s (limite inferior) 

RESULTADO: 2.33 UT/0.1 ml. 

95.07 

0.42 

o. 70 

1.1665 

1.15 
0.92 
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la tecla en la pantalla aparecen los valores que hemos rcgis

trudo en caso de que algún valor no corresponda al deseado 

se empezará nuevamente con el registro de valores como se 

explic6 al principio. Una vez que se han verificado los valo

res, oprimir la tecla marcada con la letra 11 B11
, se espera 

aviso de pantalla (aparece el caro en la pantalln). 

Introducir la tarjeta 11 3'' a la calculndora (aparecerá 

el número 1 en la pantalla) oprimir ln tecla marcada como 

"CLR" introducir la tarjeta marcada como 11 14 11 {aparecerá al 

n6mero 2 en la pantalla). Todo se enc11entra listo para obtener 

el valor de la potencia del PPD a valorar y sus demás parame

tros oprimiendo la tecla correspondiente. 

El ejemplo tomado corresponde al PPD normal en la 

etapa inicial. 

METODO GRAFICO 

En este método se obtienen los diámetros de reacción 

promedio de cada una de las diluciones y el concentrado, tanto 

para el PPD estándar como para el PPD de prueba. 

Trazar un sistema de coordenadas, indicando en el 

eje vertical los diámetros promedio, y en el eje horizontal 
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el logaritmo de la dosis empleada, graficar los puntos (dosis 

contra respuesta) al unir los puntos se obtienen las rectas 

del PPD de referencia de prueba, se establece el punto 

correspondiente al diámetro medio obtenido con el PPD de prueba 

con el valor del punto medio·' se interpola en la gráfica la 

dosis que corresponde al PPD referencia y de prueba. 

En la figura 1 se muestra el método gráfico se tom6 

como ejemplo el PPO normal en la etapa inicial, al igual que 

en el método ''a 11 descrito anteriormente. 

DATOS PARA GRAFICAR. 

PPD de referencia 

PPD caneen trado 

PPD diluido 1: 2 

PPD diluido 1: 4 

PPD a valorar 

PPD concentrado 
PPD diluido 1 :2 

PPD diluido 1 :4 

-------------
-------------
-------------

Diámetros medios 
(milimetros) 

Logaritmo 
decimal (UT) 

11.83 ----------------- 0.60 

10.33 ------------------ 0.30 

8.33 ------------------ º·ºº 
Diámetros medios 

(milimetros) 

12.16 

10.60 

9.33 

Logaritmo 
decimal (UT) 

0.60 
0.30 

O.DO 

Diámetro medio del PPD de prueba--------- 10.71 mm 
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Con el valor del diámetro medio (10. 71 mm) del PPD 

a valorar, se interpola en la gráfica la dosis que corresponde 

al PPD de referencia y de prueba. 

Valores de PPD de referencia y PPD de prueba obtenidos 

de la gráfica, 

PPD referencia -------------------- 0.372 

PPD problema ---------------------- 0.312 

La potencia relativa del PPD a vnlornr se calcula 

con la siguiente relación: 

Pot. relativa ~ Dosis PPD referencia XlOO 
Dosis PPD problema 

Potencio relativa 

Potencia relativa 

--º=· J""7""2~x 1 oo 
0.312 

2.]H lJT/0.1 mi 



CAPITULO IV 

RESULTADOS 

DISCUSION 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

EFECTO DE LA VALORACION DE COMPONENTES DE LA FORMULACION SOBRE 

LA ACTIVIDAD DEL PPD. 

En la formulaci6n del PPD normal, con Tween al 0.005% 

y fenal al 0.4% de concentraci6n final (tabla 1 muestra "Aº) 

se observó que la potencia en la determinación inicial fue 

2.32 UT/0.1 ml, encontrandose este valor dentro de los limites 

de potencia, que marca el comite de expertos de la Organizaci6n 

Mundial de la Salud (OMS) en patrones biológicos para este 

producto (4) que es de 2.4 a 1.6 UT/0.1 ml. Durante las si

guientes determinaciones se observó un descenso de la actividad 

con respecto al valor inicial pero dentro de los límites esta-

blecidos, hasta el segundo bimestre. Para el sexto mes la 

potencia resultó ser de 1.21 UT/O.l ml. este valor de potencia 

se encuentra ya fuera de los limites citados. 

al eliminar el tween de la formulación del PPD normal 

(muestra "B") la potencia inicial fue de 1.61 UT/O.l ml, en 

el primer bimestre la potencia bajo a O .92 UT/0,1 ml que está 

por debajo del limite inferior. 

la figura 2. 

El resultado se muestra en 

El PPD formulado con tween sin fenal (muestra C) 



TABLA 1 

EFECTO DE LA VARIACION DE COMPONENTES DE LA 

FORMULACION SOBRE LA ACTIVIDAD DEL PPD. 

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE PPD (UT/0.1 ml) 

CLAVE DE LA MUESTRA IN IClAL PRIMER SEGUNDO TERCERO ACTIVIDAD 
MUESTRA BIMESTRE BIMESTRE BIMESTRE % 

*A PPD Normal con T1t1een 
0,005% y Fenol al 0.4% 2.32 l. 72 1.66 l. 21 52 .15 

B PPD sin Tween 0.005% 
con Fenul 0.4% l. 61 0.92 1.34 1.04 64.59 

" M c PPD con Tween O. 005% 
Bin Fenal 2.86 1.54 2.33 2.30 80.41 

D PPD con Tween 0.01% 
con Fenal. 2.40 l. 64 l. 83 1.05 43. 75 

E PPD con Tween 0.0075% 
con Fenol O. 4% 2.78 l. 77 2.43 1.13 40.64 

F PPD con agua desioni-
zada Tween 0,005% y 
Fenol 0.4:l: 2. 51 1.69 2.00 l. 33 52 .98 

G PPD sin Fenol y sin 
Tween 2.09 1.51 1.39 1.41 69 .46 

* VER ANEXOS 
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mostró una potencia inicial de 2.86 UT/0.1 ml siendo ligera

mente mayor que el límite superior que es de 2.4 UT/0.1 ml. 

Pese a que en el segundo mes present6 una reducción en la 

potencia con un valor de 1.54 UT/0.1 ml. En el cuarto y sexto 

mes permaneció constante con un valor de 2.30 UT/0.1 ml. como 

se muestra en la figura 3. 

El PPD con twecn al 0.01% (muestra D) como única 

variante a la formulación, tuvo una potencia de 2.40 UT/0.1 

ml encontrándose sobre el límite superior. Para el segundo 

mes se presentó una baja en la potencia con un valor de 1.64 

UT/0.1 ml y continúo descendiendo hasta el sexto mes con una 

potencia de 1.05 UT/Otlml. El resultado gráfico se observa 

en la figura 4, 

El PPD con twecn 0.0075% de concentraci6n final, 

con fenol (muestra E), tuvo una potencia inicial de 2.78 UT/0.1 

ml hasta el cuarto mes la potencia se mantuvo dentro de los 

limites pcrmitidos 1 para después en el sexto mes descender 

hasta una potencia de 1.13 UT/0.1 ml ya fuera de los limites 

permitidos figura S. 

En las muestras analizadas hasta el momento se us6 

agua destilada como disolvente, al substituir ésta por agua 

desionizada (muestra F) la potencia inicial fu~ de 2.51 UT/0.1 

ml, para el segundo mes se µresentó una baja en la potencia 
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con un valor de 1.69 UT/0,1 ml, aún dentro de los limites 

permitidos; en el cuarto mes hubo un aumento de 2.00 UT/0.1 

ml, pero en el sexto mes la actividad baj6 a 1.33 UT/0.1 ml, 

ésta última ya por debajo del límite inferior (figura 6). 

Cuando se elimin6 el fenal y el Tween de la formula

ci6n del PPD (muestra ''G'') se observó que la potencia inicial 

fue de 2.09 UT/0.1 ml pero a partir del segundo mes la potencia 

cae a 1.51 UT/0.1 ml y continúa en descenso hasta el sexto 

mes con una potencia de 1.41 UT/0.1 ml (figura 7). El efecto 

de las diferentes concentraciones del Tween sobre la actividad 

del PPD. se muestran en la figura 8 1 en donde se observa que 

la actividad no se influencia seriamente al modificarse la 

concentraci6n de Tween 1 mostrando una tendencia de ~ctividad 

similar al PPD normal durante los seis meses de prueba. 

ESTABILIDAD DEL PPD A LA TEMPERATURA DE CONSERVACION (2-sºc). 

Para observar el efecto de la temperatura de conserva

ci6n sobre la actividad del PPD con formulación normal, el 

producto se almacen6 a temperatura de refrigeraci6n (2-BºC). 

Se realizaron pruebas de potencia cada dos meses 

durante un lapso de seis meses que es el tiempo de caducidad 

de este prOducto. 
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Obteniendose los resultados· que se muestran en la 

table 2. Donde se observa que la potencia inicial fue 1.82 

UT/0.1 ml, estando éste valor dentro de los limites citados 

para la actividad de éste producto, permaneciendo casi sin 

variac"'l.6n, y se continúa hasta el sexto mes donde la potencia 

fue de 1.70 UT/0.1 ml. 

El resultado gráfico se muestra en la f ifuro 9. 

TABLA 2 

ESTABILIDAD DEL PPD A LA TEMPERATURA DE CONSERVACION (2-8°C) 

Tiempo (meses) 

o 

6 

Potencia (UT/0.1 ml) 

1.82 

l. 79 

l. 80 

l. 70 

EFECTO DEL ENVASE SOBRE LA ACTIVIDAD 

DEL PPD ALMACENADO DE 2 a 8°C 

Para éste caso se envas6 el PPD en fresco claro, 

corriéndose pruebas paralelas con el PPD envasado en frasco 

ámbar. En el frasco claro la determinaci6n inicial fue de 

2.11 UT/0.1 ml, (tabla 3), en las determinaciones siguientes 

se presentaron ligeras variaciones, hasta concluir en el sexto 
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mes con una potencia de 1. 79 UT/0.1 ml encontrándose dentro 

de los límites permitidos. La gráfica se observa en la figura 

10. Para el frasco ámbar la potencia inicial fue de 2.39 

UT/O. l ml, en éste caso tampoco se presentaron variaciones 

considerables durante los pruebas siguientes, ya que los valo

res obtenidos se encuentran dentro de los límites permitidos. 

TABLA 

EFECTO DEL ENVASE SOBRE LA ACTIVIDAD 

DEL PPD ALMACENADO DE 2 a sºc 

Potencia en UT/0.1 ml 

Tiempo (meses) 

o 

4 

6 

Frasco claro 

2. 11 

2.55 

2.00 

l. 79 

Frasco 

2.39 

2. 10 

l. 94 

1.83 

ámbar 

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO A 37ºC SOBRE LA ACTIVIDAD DEL PPD 

ENVASADO EN FRASCO CLARO Y AHBAR 

A diferencia con el PPD almacenado de a aºc la 

determinaci6n de potencia en éste caso particular se llcv6 

a cabo en un lapso de 16 dí.as y no en 6 meses, ésto se debe 

a la variaci6n de potencia de éste producto en tan poco tiempo 
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cuando se encuentra en condiciones diferentes en su almace

namiento. 

Para el PPD envasado en frasco claro almacenado a 

37°C la potencia fue de 2.11 UT/0.1 ml (tabla 4) se continúa 

un descenso de la potencia hasta el cuarto día donde se obtuvo 

un valor de 1.67 UT/O.l ml 1 dentro de los límites permitidos. 

Para el PPD envasado en frasco ámbar sometidO a éstas 

condiciones la potencia se mantuvo dentro de los limites 

permitidos hasta el segundo dia 1 con un valor de 1.72 UT/0.1 

ml a partir del cuarto día y hasta el dieciseisavo la potencia 

se encuentra fuera de los límites permitidos. 

Para ambos casos se observa como la potencia permanece 

en valores aceptables hasta el segundo día, después de éste 

tiempo la potencia sigue su descenso, tal y como se esperaba, 

ya que éste producto se ve afectado por la acción del calor. 

En la figura 11 se encuentran las gráficas correspon

dientes a éste caso. 
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TABLA 

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO A 37 ºC SOBRE LA ACTIVIDAD DEL 

PPD ENVASADO EN FRASCO CLARO Y Af.IBAR 

Potencia en UT/0.1 ml 
Tiempo (días) Frasco claro Frasco ámbar 

2 .11 2.39 

l. 82 1.86 

l. 77 l. 72 

l. 67 l. 57 

l. 20 1.44 

16 l.15 l. 38 
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CONCLUSIONES 

De los factores físicos estudiados temperatura 

tipo de envase, se concluye que no presentan ninguna influencia 

sobre la potencia del PPD. Al analizar los resultados de 

los factores químicos estudiados (variacion de componentes 

en la formulaci6n del PPD) se concluye que de las variaciones 

estudiadas la ausencia de fenal (muestra C) en la formulaci6n 

original, se mantiene constante la potencia del PPD, durante 

la cta;ia de prueba, presentando una actividad mayor (80.40%) 

con respecto a los demás casos estudiados. Sin emb::irgo como 

la presentaci6n del producto es en multidosis, no puede formu

larse sin conservador optandose por bajar la concentración 

del fenal a 0.25%, por estudios realizados simultnneamcnte 

en el departamento de vacuna B.C.G. del mismo instituto. 

(Esta concentraci6n es aceptada por la Organizaci6n Mundial 

de la Salud). 

Con los demás estudios realizados se corrobora la 

recomcndaci6n de envasar este producto en frasco ámbar y mante

nerlo en refrigeraci6n, 
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PREPARACION DE REACTIVOS 

AGUA SAUTON. 

Agua Sauton (diluci6n 1 :4 del medio de cultivo 

Sauton) utilizada para reconstituir la vacuna BCG que se 

requiere pare sensibilizar a los cobayos destinados a ln prueba 

de potencia del PFD. 

El medio de cultivo Sauton se prepara según la formula 

siguiente: 

Asparagina ------------------ 1.13 g 

Ac. cítrico 2' 186 

0.5 g 

KU 2Po4 ---------------------- 0.5 g 

Citrato ferrico- Amónico----- 0.5 g 

ZnS04 ----------------------- 0.133 

Glicerol -------------------- 60 ml 

NaOH 61 ---------------------· 6 ml. 
Agua bide"tilada c.b.p.------ 1000 mi. 

La preparación se hace de la sigui.ente manera: 

1.- Disolver a baño maría¡ asparngina, ac. cítrico 

MgS0 4 , KH
2

Po4 y el citrato férrico-am6nico en aproximadamente 

100 ml de agua destilada. 
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2. Disolver a baño maría y por separado el ZnS04 en 

aproximadamente 5 ml de agua destilada. 

3. En un matraz de 1000 ml colocar aproximadamente 

500 ml de agua destilada o.gregar el glicerol, adicionar 

filtrado en este matraz los ingredientes disueltos en el inci

so 1, a continuación se añade 5 ml de NaOH 6N y el ZnS04 mez

clar y ajustar el volumen a un litro. 

4. Ajustar el pH a 7.1-7.2. 

S. Esterilizar a 121ºC por 30 minutos. 

DIVERSAS FORMULACIONES DEL PPD. 

Tuberculina PPD lote RT23 de 50,000 UT/ml propor

cionada por el Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO}, 

usada como referencia. 

Tuberculina PPD de 2 UT/0.1 ml envasada en el 

Instituto Nacional de Higiene (INH), paro ser valorada. Usada 

para la prueba de Mantoux. 

Tuberculina PPD preparada con variaciones en su 

formulación. 
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El PPD normal es aquel que contiene en su formulación 

Tween al 0.005% fenal al 0.4% de concentrnci6n final (usado 

como dispersante conservador respectivamente). 

Tomando como referencia esta muestra (PPD normal), 

se prepararon muestras con \'ari<Jcione~ en ld formuloción nor

mal. (Muestra A). 

En la muestra 11 8 11 se climin6 el Twecn de la formula-

ci6n original. Para la muestra ''C 11 se climin6 el fenal. 

En las muestras ''O'' ''E'' se cambio la conccntraci6n de Tween, 

de 0.005% a 0.01% y 0.0075% respectivamente. 

En la muestra 11 F" se substituy6 el agua destilada 

(usada como disolvente) por agua desionizada. En la muestra 

11 G11 se elimin6 tanto el fenal como el tween de la formula

ci6n original como se observa en el siguiente cuadro: 



Muestra 

"A" PPD Normal 

"B" PPD sin 

Tween con fenal 

''C'' PPD sin fenal 

con Tween 

11 0 11 PPD con vari~ 

cienes en la con

centraci6n de 

Tween 

1'E 11 PPD con vari~ 

cienes en la co~ 

centraci6n de 

Tween. 

''F'' PPD con vari~ 

cienes en el di

solvente. 

1'G 11 PPD sin Fenal 

y sin Tween. 
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Tween 
% 

0.005 

0.005 

0.01 

0.0075 

0.005 

Fenal 
% 

o.4 

0.4 

0.4 

0.4 

0.4 

Disolvente 

Agua destilada 

Agua destilada 

Agua destilada 

Agua destilada 

Agua destilada 

Agua destilada 

Agua destilada 

Saluci6n Salina amortiguada de fosfatos de pH 7.3 

con agregado de tween 80 al 5% y fenal al 0.4% su composición 

es la siguiente: 
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Fosfato monopotlsico (P04H2KI ---------- 1.45 g 

Fosfato dis6dico (P0 4 HNa 2 ) ------------ 6.0 g 

Cloruro de sodio (NaCl) --------------- 4.8 g 

Agua destilada C.S.P. ------------------ 1000 ml 

Agregar 

Agregar 

ml de twecn 80 al 5% 

rnl de fenol a 0.4%. 

Empleada para diluir el PPD. 

Vacuna BCG (preparada en el Instituto Nacional de 

Higiene) para sensibilizar los cobayos destinados a la prueba 

de potencia del PPD. 
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