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RESUMEN

El sarampién es una enfermedad viral aguda, responsable de mas del 10% del total
de las muertes anuales que se producen en el mundo en menores de 5 afios de
edad, de los cuales |la mitad corresponden a menores de 1 afo; estas defunciones
se producen principalmente por diversas complicaciones asociadas con neumonia o

panencefalitis subaguda (PEES).

En Colombia la estrategia de vacunacion contra el sarampion han sido consideradas
como exitosas, no obstante después de realizar dichas campafias no se evaluan
indicadores como titulo de seroconversidn o proporciones de seropositividad que
afirmen dicho éxito. Segun los reportes del Centro de Control de Enfermedades
(CDC) del 2% a 5% de los de los vacunados no responden a la primera dosis. Por
otra parte, en trabajos anteriores realizados en la poblacion infantil en tres centros
de vacunacion en Bogota, tanto en periodo preepidémico como en periodo
posepidémico se pudo observar la baja seropositividad contra el sarampién (85% y
50% respectivamente) en nifios vacunados. Estas cifras sugieren la busqueda de

otro posible factor condicional que este asociado a esta baja respuesta.

Por esta razon en este estudio se determind la potencia de la vacuna bivalente
fabricada por el laboratorio Serum Institute of India LTD (Vacuna de virus vivo de
Sarampion y Rubéola USP), y que fue aplicada durante la Jornada Nacional de

vacunacion 2005, mediante la técnica de microtitulacion en placa.

Se empled para la verificacion de la potencia 6 frascos por lote de la vacuna
obtenido de las diferentes regiones del pais, segun lo descrito en la Serie de
Informes Técnicos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1994). Las
diluciones de la vacuna a probar, fueron inoculadas en las placas de microtitulacion,
junto con la suspension de células Vero. Tras el periodo de incubacion, es posible

observar en las células cambios citopaticos, lo que permitid determinar el titulo en



DICTs, (Dosis infecciosa en cultivo de células 50%) calculado por el método de
Reed-Muench.

Para el analisis de los resultados, primero se determind la potencia de la vacuna
dada como DICTs, , y posteriormente se realizé una prueba de hipotesis para la
media con el fin de determinar si el promedio de DICT5, obtenido en la titulacion era
mayor al reportado por el fabricante. Adicionalmente se realiz6 un analisis de

concordancia calculando el indice de correlacién de concordancia (&c).

Los resultados de la potencia de las vacunas muestran que todos los lotes, excepto
el lote EU903 X, cumplieron con el minimo de 1000 DICTs, establecidas por el
fabricante (p =0.94) y el lote EU902 X, aunque fue estadisticamente significativo (p =

0.02), presentd los valores promedio mas bajos de potencia.

Teniendo en cuenta que la procedencia de estos lotes fue la ciudad de Yopal, es
posible afirmar que las condiciones climaticas y geograficas de esta ciudad pudieron
afectar el bioldgico bien sea por fallas en la cadena de frio, en el mantenimiento de
estos o en el uso al momento de la vacunacién. Las repercusiones en la poblacién
que es vacunada con lotes de baja potencia pueden ser cruciales en los resultados
del éxito a largo plazo de una jornada de vacunacion, ya que estos individuos no
desarrollarian anticuerpos capaces de generar respuesta inmune adecuada que

controle un brote.



INTRODUCCION

El sarampion es una enfermedad infecciosa transmisible propia de la infancia, de
distribucién geografica universal y de las enfermedades inmunoprevenibles es la
que mayor mortalidad causa en el mundo. La OMS, estima que cada afio ocurren
unos cuatro millones de casos de sarampién en el mundo, declarandose solo una
pequena proporciodn, la mayor parte de las muertes se presentan en los paises en
desarrollo. Se ha calculado que las tasas de letalidad alcanzan entre 3 y 5% pero
en algunos lugares llega a ser de 10 a 30%. La incidencia de las complicaciones y la
letalidad varian en funcion del desarrollo socioeconémico del pais, del estado
nutricional de la poblacion infantil y la disponibilidad de recursos sanitarios para el

tratamiento de enfermos.

A nivel mundial se han realizado multiples esfuerzos para la erradicacion de esta
enfermedad. En septiembre del 1995, los paises de la Region de las Américas
aprobaron de manera unanime un plan regional de accion para la eliminacion de la
transmision autoctona del sarampion. Los paises de la region han llevado acabo
durante estos afios estrategias de vacunacion dirigidas a poblaciones de diferentes
edades, con el fin de reducir al maximo el nimero de susceptibles y asi evitar

nuevos brotes.

En cuanto a Colombia, en el afio 2002 se presentd la ultima epidemia donde se
confirmaron 139 casos, de estos el 17% se presentaron en menores de 12 meses y
el 18.5% en sujetos entre 15 y 34 afos. En los Ultimos siete afos el Instituto
Nacional de Salud y la Universidad Javeriana han realizado estudios de
seroconversion a la vacuna del sarampion, que evalian de forma directa el impacto
de la vacunacion, obteniendo datos que no superaron el 60% de seroconversion en
nifios vacunados con vacuna monovalente y el 85% se seroconversion con vacuna
triple viral. Por otra parte se han obtenido resultados de seropositividad no mayores

al 75% en mujeres entre 17 y 28 afos. Estas cifras sugieren la busqueda de otro



posible factor condicional que este asociado a esta baja respuesta. El factor que
queda por evaluar es el biolégico empleado para estas inmunizaciones que se cree
sea el causante de las bajas tasas de seroconversion, por tanto es necesario
evaluar el desempefio del biolégico midiendo potencia de la vacuna que se utiliza en

el Programa Ampliado de Inmunizacion PAI Colombia.



1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Histdricos

La historia de la elaboracién de la vacuna antisarampionosa viva atenuada comenzo
en 1954 cuando Enders y Peebles consiguieron propagar el virus en cultivo celular
humano y de monos a partir de secreciones de garganta, o de sangre obtenida de
pacientes poco después de la aparicion del exantema. A finales de la década del 50,
Enders y colaboradores obtuvieron la cepa Edmonston B de la vacuna
antisarampionosa atenuada, sometiendo el agente a 24 pases en cultivo primario de
células renales, 28 pases en cultivo de células amnidticas y 6 pases seriados en
embrién de pollo antes de adaptarlo a células fibroblasticas de embrién de pollo. Los
estudios realizados a la vacuna en la década del 60 revelaron que era muy
immunogénica y protectora pero con reacciones clinicas adversas como fiebre alta y

exantema lo que lo excluia de ser un agente inmunizador normal (OMS, 1993).

A mediados de los afios 60, se elaboraron vacunas en los Estados Unidos, Japdn,
Yugoslavia, Rusia y China por atenuacién adicional de la cepa Edmonston (AIK-C),
Edmonston A (Schwarz), Edmonston B (Moraten, Edmonston Zagreb) o
aislamientos separados (Leningrad 16, CAM-70, Shanghai-191). La atenuacion
adicional primero fue alcanzada por Schwarz con 85 pases adicionales de
Edmonston A en células fibroblasticas de embrion de pollo. Aunque los niveles de
anticuerpos logrados después de la atenuacion adicional eran mas bajos que
después de la vacunacion con Edmonston B o la infeccién natural, mas adelante las
vacunas atenuadas fueron asociadas a indices mas bajos de reacciones clinicas y
eran convenientes para el uso extenso sin la necesidad de la administracion

concurrente de gammaglobulina (OMS, 1993).

En la actualidad, las investigaciones sobre vacunas contra el sarampidén proponen

una vacuna ideal que reuna condiciones como que se pueda administrar a nifios



pequefos, que no sea inyectable, que sea termoestable y que se pueda utilizar sin
necesidad de reconstituirla. La aplicacién de las técnicas de biologia molecular en el
desarrollo de vacunas ha permitido disponer de nuevos métodos para la fabricacion
de vacunas seguras y efectivas, como es el caso de los genes que codifican para
las proteinas virales involucradas en la induccion de la inmunidad protectora contra
la infeccion por sarampion, que son clonados e insertados dentro del genoma de un
vector (Carballo et al., 1998).

Se ha reportado también la vacuna BCG combinada con un gen que codifica para la
proteina N del virus del sarampion. Se plantea que si esta vacuna tiene éxito, podra
proteger a los nifos al mismo tiempo contra el sarampién y la tuberculosis. Otros
estudios estan en curso para desarrollar una vacuna contra el sarampion basada en
la inmunizacion con acidos nucleicos. Ademas, como otro posible avance cientifico
esta el desarrollo de una vacuna en polvo que podria administrarse por via nasal
(mediante inhalacién) y utilizarse de forma mas practica y menos costosa en

campafias masivas de vacunacion (Carballo et al., 1998).

1.2. Virus del Sarampion

El virus del sarampion se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera:
Orden: Mononegavirales

Familia: Paramyxoviridae

Subfamilia: Paramyxovirinae

Género: Morbillivirus

La familia Paramyxoviridae contiene importantes patégenos humanos y animales,
incluyendo los virus del sarampion, de la peste bovina, de las paperas,
parainfluenza y el virus respiratorio sincitial. Los paramixovirus se dividen en dos
subfamilias; Paramyxovirinae que contiene los géneros Morbillivirus, Respirovirus y
Rubulavirus, y la subfamilia Pneumovirinae que contiene los géneros Pneumovirus y

Metapneumovirus. (Bhella et al., 2002).



El virus del sarampién es un virus pleomorfico envuelto. El viridbn esta compuesto
por seis proteinas estructurales, tres de las cuales se asocian con la envoltura viral y

tres forman complejos con el genoma viral (Figura 1) (OMS, 1993).
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Figura 1. Representacion esquematica del virus del sarampién.
Fuente: Expert Reviews in molecular medicine, 2002.

Es de aproximadamente 150-300 nanémetros de diametro y consiste en una bicapa
lipidica externa que comprende la envoltura y la proteina de la matriz (M) que une a
la superficie interna de la envoltura y rodea el genoma viral. El genoma esta
compuesto por una cadena sencilla de RNA no segmentado de polaridad negativa
de cerca de 16.000 ribonucleotidos de longitud, rodeado por la nucleoproteina (N) y
asociado a la fosfoproteina (P) y la polimerasa (L). Las proteinas L y P constituyen
un complejo para formar la polimerasa viral. La cadena negativa de RNA sirve como
plantilla para la sintesis de un RNA positivo, y este a su vez en un RNA negativo,
que servira de genoma para los nuevos virus. Las proteinas no virales C y V son
codificadas por el gen de la fosfoproteina (P) pero derivan de diferentes

traducciones del mismo RNA mensajero (Knipe et al., 2001).



Las regiones del genoma del RNA se muestran en la Figura 2. La nucleoproteina, N,
forma la nucleocapside que contiene el RNA y que junto con la fosfoproteina y la

proteina L, originan la replicacién viral (Knipe et al., 2001).
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Figura 2. Genoma del virus del sarampion.
Fuente: Hilleman, 2002.

La proteina de la matriz (M) es necesaria para la replicacioén viral asi como para el
ensamble de los componentes virales durante la liberacion de las particulas de la
superficie celular (Knipeet al., 2001). La envoltura viral contiene la proteina M,
constituida por dos glucoproteinas denominadas H y F. La glucoproteina H es la
responsable de la absorcion del virus a receptores en la célula huésped, y
constituye también el antigeno que media la hemaglutinacion. La glucoproteina F es
la encargada de la fusion de las membranas del virus y la célula huésped durante la

penetracion del virus en la misma (Alvarez et al., 1997).

1.2.1. Propagacion y Cultivo celular

La identificacion del virus del sarampidon como agente causante de la enfermedad
fue realizada por primera vez en 1911, cuando secreciones filtradas del tracto
respiratorio de pacientes con sarampién fueron inoculadas en monos macacos y
causaron sintomas de la enfermedad en ellos. En 1954, el virus fue aislado y
adaptado para crecer in vitro en varias lineas celulares de primates y células

humanas (Carballo et al, 1998).

El virus puede propagarse en gran variedad de cultivos y lineas celulares. Puede ser
aislado a partir de secreciones respiratorias y de la sangre durante la fase
prodromica hasta el primer y segundo dias del exantema. El aislamiento mas
frecuente en cultivos celulares, se realiza en células linfoides y linfoblastoides
humanas, pulmén embridénico humano, conjuntiva, riidn, intestino, piel, musculo

(Hep-2), prepucio y células de utero, fibroblastos de embrion de pollo, células de



amnios humanos (Hela), cultivos de fibroblastos diploides de pulmén humano (WI-

38 6 MRC5), células de rifidn (Vero) vy testiculos de mono (Carballo et al., 1998).

1.2.1.1. Linea Celular Vero

La linea celular Vero fue iniciada a partir de riidn de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), normal, adulto, en 1962. Su morfologia es epitelial y su
crecimiento es adherente. Se han mantenido normalmente en medio M-199, en
Eagle’s MEM o Earles’ MEM. Esta linea ha sido ampliamente usada para estudios
de replicacion viral y ensayos de plaqueo. Ha sido utilizada exitosamente para
pruebas con virus como SV-40, SV-5, sarampion, arbovirus, reovirus, rubéola,

adenovirus, enterovirus y herpes simples (ATTC, 1992).

1.2.2. Efecto Citopatico

La replicacion del virus del sarampion en monocapa de cultivo de células Vero y
otras células permisivas, resulta en cambios citopaticos de tres tipos. Células
gigantes multinucleadas (sincitios), alteracion de la forma de las células y aparicién
de cuerpos de inclusién. El primer efecto es la formacion de células gigantes
multinucleadas resultantes de la fusion célula-célula y dan como resultado la
formacién de sincitios con 50 o mas nucleos limitados por una sola membrana
citoplasmica. Los nucleos en el centro de los sincitios tienen cromatina marginada y

estan experimentando muerte apoptética de la célula (Knipe et al., 2001).

Las células infectadas también pueden cambiar de una forma poligonal normal a un
aspecto de estrella o una forma dendritica o alargada que incrementa con la
refraccion de la luz. Esto se puede relacionar con la produccion de particulas que
interfieren porque las células alargadas ocurren particularmente cuando hay una

elevada infeccion y el medio se ha utilizado por completo (Knipe et al., 2001).

Ambos, el crecimiento alargado de las células y la formacion de sincitios pueden
contener cuerpos de inclusién intranuclear e intracitoplasmaticos. Las inclusiones

citoplasmaticas son mas largas que las inclusiones nucleares y contienen RNA



encapsidado con la proteina N. Estos consisten en una redistribucién de la
cromatina, que asume una posicién marginal formando un anillo denso que se

colorea intensamente con un tinte basico (Knipe et al., 2001; Matumoto, 1966).

1.3. Enfermedad

El sarampion es una enfermedad altamente contagiosa, transmitida de persona a
persona por las gotitas expelidas en las secreciones respiratorias de personas
infectadas con el virus. El comienzo de la fase prodromica se da con fiebre alta, tos,
coriza, conjuntivitis y fotofobia. Esta es la fase mas infecciosa de la enfermedad
(Murray et al, 2005).

La infeccion por el virus del sarampion se adquiere por el tracto respiratorio, o en
algunas ocasiones a través de la conjuntiva. Los viriones invaden el sistema linfatico
regional, se multiplican en el epitelio respiratorio, y se diseminan a lugares distantes
como amigdalas, bazo, ganglios linfaticos, apéndice y en general, al sistema
reticuloendotelial. La infeccidn reticuloendotelial es seguida por una segunda viremia
en la cual los virus infectan piel, tracto respiratorio y sangre, y la enfermedad se
manifiesta después de una incubacién de 10-12 dias. La erupcion del sarampidn se
produce como consecuencia de la interaccion entre las células de T y las células

infectadas con el virus (Duke et al., 2003; Alvarez et al., 1997).

Uno o dos dias antes de aparecer el exantema, se presentan lesiones tipicas en las
membranas mucosas, conocidas como manchas de Koplik. Son papulas diminutas
(1 a 2mm), blanco-grisaceas, ubicadas sobre una mucosa muy enrojecida;

desaparecen a los dos o tres dias de presentarse el exantema (Murray et al., 2005).

Las caracteristicas especiales del exantema lo diferencian de los producidos en
otras infecciones virales. Por lo general se inicia en el cuero cabelludo y se extiende
en sentido descendente a nuca, cara, hombros, dorso y region anterior del tronco.
Por su morfologia, el exantema sarampionoso es maculopapular, al inicio es difuso,
pero pronto se hace confluente y forma una sola mancha eritematosa superficial.

Cuando el exantema alcanza los miembros inferiores, aparece la descamacion de la



piel de la cara y demas regiones, y progresa de la misma manera como se disemind
el exantema. Esta etapa corresponde al periodo descamativo, con manchas

parduzcas con areas intercaladas de color normal en la piel (Alvarez et al., 1997).

1.3.1. Complicaciones

El sarampion es una enfermedad peligrosa por las diversas y frecuentes
complicaciones que conlleva, las cuales se pueden dar por causa de la replicacion
del virus o por sobreinfeccion bacteriana. La replicacion del virus es mas prolongada
y extensa en pacientes con defectos previos de inmunidad celular, como
desnutridos, personas que sufren enfermedades malignas tratadas con
inmunosupresores y agentes citotoxicos, y en niflos con anomalias congénitas de la
inmunidad mediada por células. Las infecciones bacterianas se favorecen por
disminucion de las defensas del paciente, o por las anomalias histicas originadas
por la replicacién virica, que facilitan el acceso de las bacterias (Alvarez et al.,
1997).

Las complicaciones del sarampion incluyen otitis media, laringitis, laringotraqueitis,
diarrea, encefalitis, meningitis, panencefalitis esclerosante subaguda, septicemia y
ceguera. La neumonia es una de las complicaciones mas serias, causante de
aproximadamente el 60% de las muertes causadas por el sarampidén, en estos

pacientes es muy comun una sobreinfeccion bacteriana (Murray et al., 2005).

Una de las complicaciones mas peligrosas del sarampion es la encefalitis, que
puede ocurrir en al menos 0.5% de los infectados y puede ser fatal en el 15% de
casos. La encefalitis puede ocurrir raramente durante la enfermedad aguda, pero
comienza generalmente 7 a 10 dias después del inicio de la misma. Esta encefalitis
postinfeccién es causada por reacciones inmunopatoldgicas, y esta asociada con la
demielinizacién de las neuronas, y ocurren mas a menudo en nifios y adultos
(Murray et al., 2005).

El sarampion atipico ocurrid en personas que recibieron una vacuna de virus

inactivado y posteriormente estuvieron expuestas al virus salvaje del sarampién. La



previa sensibilizacion con la proteccion escasa realza la respuesta
immunopatoldgica al contacto con el virus salvaje del sarampién. La enfermedad
comienza precipitadamente y es una presentacion mas intensa del sarampién (CDC,
2006 ; Murray et al., 2005).

La panencefalitis esclerosante subaguda (PEESA) es una complicaciéon neurolégica
extremadamente grave, que afecta aproximadamente siete de cada millon de
pacientes. La incidencia de PEESA ha disminuido marcadamente como resultado de
los programas de vacunacion contra el sarampion. Esta enfermedad ocurre cuando
un virus defectuoso del sarampion persiste en el cerebro y actia como virus lento
(Murray et al, 2005).

El virus se puede replicar y propagar directamente de célula a célula pero no se
libera. La PEESA es mas frecuente de nifios que fueron infectados cuando eran
menores de 2 afios y ocurren inicialmente aproximadamente 7 afios después del
sarampion clinico. El paciente demuestra cambios en la personalidad,
comportamiento, y memoria, seguidos por ceguera, espasmos mioclénicos, Yy

eventualmente la muerte (Murray et al., 2005).

1.3.2. Diagndstico

Las caracteristicas clinicas clasicas del sarampion (fiebre, erupcion eritomatosa
maculopapular, coriza, tos, conjuntivitis y manchas de Koplik) son generalmente
suficientes para hacer el diagnéstico. Sin embargo, no todos estos sintomas pueden
presentarse en el sarampion, y muchos coinciden con otras enfermedades. Los
procedimientos de diagndstico de laboratorio consisten en el aislamiento del virus,
deteccion directa del virus o de antigenos virales en secreciones, y deteccion de
anticuerpos por métodos seroldgicos o inmunoensayos enzimaticos (Knipe et al.,
2001).

El virus del sarampién puede ser aislado a partir de muestras de orina, aspirado
nasofaringeo, sangre, o frotis de garganta, obtenidas durante la fase febril de la
enfermedad (CDC, 2006).



El diagnéstico suele basarse en datos clinicos y epidemiolégicos; puede confirmarse
por la presencia de anticuerpos IgM especificos contra el sarampién o un aumento
significativo de las concentraciones de anticuerpos obtenidos en la fase aguda y en
la convalecencia (Carballo et al., 1998). Generalmente, una persona susceptible
previamente expuesta a la vacuna o al virus salvaje del sarampion, primero
generara una respuesta de IgM y después una respuesta de IgG. La respuesta de

IgM sera transitoria (1-2 meses), y la de IgG permanecera por afos (CDC, 2006).

La interpretacion correcta de los datos serolégicos requiere conocimiento del tiempo
en el cual las muestras fueron obtenidas respecto a la aparicion de la erupcion y las
caracteristicas del ensayo de anticuerpos. Este punto es importante cuando se
interpretan los resultados de los sueros IgM negativos, ya que los anticuerpos no
pueden ser detectados en el primer o segundo dia después de la aparicion de la
erupcién y no siempre se detectan entre los 30 y 60 dias posteriores (Carballo et al.,
1998).

1.3.3. Respuesta Inmune

Las respuestas inmunes después de la vacunacion o de la infeccion natural son muy
similares. Ante una infeccion por virus silvestre o virus atenuado de sarampién se
desarrolla tanto una respuesta de anticuerpos como de inmunidad celular e
interferon. Las dos principales diferencias son, que la aparicion de anticuerpos es
unos pocos dias mas corta en la vacunacién que en la infeccion natural, y los
niveles de anticuerpos son elevados en la infeccion natural. Los anticuerpos
producidos en respuesta a la vacunacion declinan marcadamente con el tiempo y

con frecuencia se hacen indetectables después de varios anos (Ruiz et al, 2005).

Sin embargo, en la mayoria de estudios longitudinales en nifios vacunados a los 12
meses de edad o mayores y en los que se demostré seroconversion temprana, se
continua detectando niveles de anticuerpos, asi sean muy bajos. Entonces, aunque
la respuesta de anticuerpos y su persistencia parece ser cuantitativamente diferente
entre la infeccion natural y la vacunacion, desde el punto de vista cualitativo es

similar y parece conferir inmunidad de por vida (Ruiz et al., 2005).



En la infeccién aguda primaria del sarampién, se producen los anticuerpos IgM, IgG,
e IgA. La concentracion de anticuerpos IgM en el suero alcanza su pico 7-10 dias
después del inicio de la erupcion y puede persistir por 1 mes después de la infeccion
natural o de la vacunacion. El pico de concentracion de anticuerpos IgG en el suero
se alcanza a las 4 semanas y declina posteriormente, pero persiste de por vida
(Duke et al., 2003).

Una reexposicion al virus salvaje o vacunal del sarampion estimula las células de
memoria para producir las respuestas especificas para sarampion en las cuales los
anticuerpos de IgG aumentaran rapidamente cerca de 12 dias después de la nueva
exposicion. Sin embargo, la proteccion a largo plazo no requiere nueva exposicion
porque la memoria inmunoldgica causa una produccion continua del anticuerpo y de

las células T especificas contra el virus del sarampion (Duke et al., 2003).

1.3.4. Tratamiento

El sarampion no complicado evoluciona satisfactoriamente hacia la mejoria. Solo
requiere el control sintomatico de la fiebre y el aporte de liquidos para evitar la

deshidratacién (Alvarez et al., 1997).

No existe tratamiento antiviral para el sarampién. La ribavirina inhibe la replicacion
del virus del sarampién y puede reducir la severidad de los sintomas. La
administracién de altas dosis de vitamina A durante la fase aguda del sarampion
disminuye la morbilidad y mortalidad incluso en ausencia de la evidencia clinica de
deficiencia de vitamina A. Los numerosos agentes terapéuticos, incluyendo
bromodeoxiuridina, azaguanina, amantadita, eter, isoprinosina, interferon alfa (IFN),
se han utilizado para el tratamiento de PEESA. La evaluacion de la eficacia de estos
tratamientos es dificil porque la enfermedad es rara, de curso variable, los informes

son anecdéticos y los beneficios son mejores a corto plazo (Knipe et al., 2001).
1.3.5. Prevencion y Control

La lucha contra el sarampién se puede dividir en tres estrategias: 1) Control, 2)

Prevencién y 3) Erradicacion. Dichas estrategias, se pueden emprender en



diferentes tiempos y lugares, segun las necesidades y recursos con que se cuente.
El objetivo del control es reducir la ocurrencia del sarampion y cualquier muerte
asociada. Como la cobertura de vacunacién ha aumentado, la epidemiologia de la
enfermedad ha sufrido cambios substanciales y de manera compleja,
proporcionando grandes ventajas para los niveles blanco de las comunidades

aunque no han alcanzado para la eliminacién del evento (Duke et al., 2003).

Con la cobertura mayor del 80%, el intervalo entre los brotes se ha alargado de 2 a
4 anos hasta 4 a 8 afios. Ademas, los brotes que se presentan en lugares donde se
ha dado alta cobertura de vacunacioén, se asocian con una baja fatalidad. Ademas,
los niflos vacunados que desarrollan el sarampion tienen un indice mucho mas bajo
de complicaciones y un riesgo mas bajo de mortalidad que los no inmunizados. La
prevencion de los brotes requiere que la transmision del virus del sarampion sea
interrumpida por un alto nivel sostenido en la cobertura de la inmunizacion (mayor
del 95%) (Duke et al., 2003).

La Organizacién Panamericana de la Salud recomienda una estrategia de tres
partes para la interrupcién de la transmisién del sarampién: 1) Una campafia a nivel
nacional dirigida a nifios entre 1-14 afos de edad; 2) Vacunacion rutinaria entre
nifios; y 3) Campafas masivas cada 4 afios orientada a todos los nifios de 1-4 afios
independientemente del estado anterior de vacunacion contra el sarampién (Duke et
al., 2003).

El sarampion, dispone de tres criterios fundamentales: los seres humanos son el
unico huésped que mantiene la circulacion del virus; las pruebas de diagnéstico
sensibles y especificas estan disponibles; y, debido a que el sarampién es
monotipico, solamente se requiere de vacuna monovalente. Sin embargo, se
presentan muchas limitaciones para la erradicacion, incluso bajo programas bien
manejados, entre el 2% y el 5% de individuos seguiran sin proteccion, lo que genera
una acumulacién de individuos susceptibles en un cierto plazo. La falta de vacunas,
la importacién del sarampion y alto indice replicacion del virus hacen esta situacion
inevitable, aunque tedricamente el 100% de cobertura podria ser sostenida (Duke et
al., 2003).



1.3.6. Epidemiologia

Desde la introduccion de vacunas eficaces contra el sarampidn, la epidemiologia del
sarampion ha cambiado tanto en paises en vias de desarrollo, como en paises
desarrollados. Debido al incremento en la cobertura de vacunacion , se ha dado una
marcada reduccion en la incidencia del sarampion; y con la disminucion de la
circulacion del virus, la edad promedio en la cual ocurre la infeccion ha aumentado
(PAHO, 2005).

El sarampidn ocurre por todo el mundo en patrones estacionales distintos. En climas
templados, los brotes ocurren generalmente al final del invierno o inicio de la
primavera. En climas tropicales, la transmisiéon aumenta después de la estacién de
lluvias. En paises en vias de desarrollo con cobertura baja de la vacunacion, las
epidemias ocurren a menudo cada dos a tres afnos y duran generalmente entre dos
y tres meses, aunque su duracioén varia segun tamafio de la poblacién, la densidad,

y el estado inmune de la misma (PAHO, 2005).

La introduccidn de la vacuna del sarampion en las Américas en los afios 60 dio lugar
a una disminucion marcada del numero de casos reportados del sarampion. La
creacion del Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAI) en 1977 y el aumento en
la cobertura de vacunacion, han contribuido a que el nimero de casos se reduzca y
a que se de una tendencia hacia intervalos mas largos entre afios epidemiolégicos
(PAHO, 2005).

Incluso en areas con altas tasas de vacunacion, pueden ocurrir brotes. Los periodos
de baja incidencia, pueden ser seguidos por brotes periddicos, con un aumento en
el numero de afios entre las epidemias. Los brotes son generalmente debido a la
acumulacién de las personas susceptibles al virus del sarampion, que incluyen
personas sin vacunar y vacunadas pero que fallaron la seroconversioén. Después de
la introduccién de la vacuna del sarampion durante los afios 60, los paises que
habian alcanzado alta cobertura de vacunacién experimentaron una reduccién del

98% en el nimero de casos reportados. Sin embargo, las epidemias periodicas del



sarampion continuaron ocurriendo, especialmente en areas urbanas grandes. Estos

brotes ocurrian sobre todo en nifios en edad preescolar sin vacunar (PAHO, 2005).

En areas donde el sarampion sigue siendo endémico, una gran proporcion de casos
ocurren en niflos menores de 1 afio, el grupo de edad con la tasa de fatalidad mas
alta del sarampién. En esas areas, solamente un breve periodo existe entre la
disminucion del anticuerpo maternal y la exposicion de los nifios al virus circulante
del sarampion (PAHO, 2005).

1.3.6.1. Epidemiologia en Colombia

En Colombia, se han presentado en los ultimos 20 afos epidemias en los afios
1981, 1987, 1990 y 1993. En estos brotes las tasas alcanzaron 118,5, 67,9, 42,1 y
28 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (MPS, 2005).

Desde la introduccion de la vacuna al pais en 1978, durante las primeras dos
décadas no se observaron cambios radicales en la tendencia de la enfermedad
producto de las bajas coberturas. Las coberturas de vacunacion contra sarampion
en nifios menores de un ano fueron inferiores al 80% hasta finales de los ochenta y
es hasta 1990 que se alcanzan cifras cercanas al 80%. En el periodo de 1993 a
1996 se obtienen las mejores coberturas del programa regular por arriba del 90%,
pero a partir de 1997 estas presentan un descenso preocupante (MPS, 2005).

A partir de la epidemia del afio 1993 donde se registraron mas de 5.000 casos y 48
muertes por complicaciones, se dio inicio al plan de eliminacién del Sarampion
aplicando vacuna antisarampionosa a nifios de 9 meses a 14 afos, alcanzando una
cobertura del 97%. Luego, las estrategias se encaminaron al mantenimiento de
coberturas no inferiores al 95%, con vacuna ftriple viral (sarampidn, parotiditis y
rubéola) en nifios de un afo de edad. Sin embargo, estas coberturas mostraron

tendencia a la baja, tanto que en el 2000 fueron del 80% (Caceres et al., 2003).

Para el afio 2002, se presentd la ultima epidemia de sarampién en Colombia, donde

se confirmaron 139 casos. El primer caso confirmado de sarampion, inicié erupcién



en enero teniendo como antecedente relevante, contacto con otro caso confirmado
de sarampion en Maracaibo (Venezuela). Siete casos (10%) se presentaron en
lactantes menores de 12 meses de edad, 30 (44%) en nifios de 1-4 afios de edad,
14 (20%) en personas de 5-14 afos, 8 en personas de 15-24 afios, 7 (10%) en
personas de 25-34 afios y 2 (3%) en personas con mayores de 35 afos (OPS/OMS,
2002).

Las acciones se encaminaron a proteger con vacuna antisarampionosa a todos los
nifios entre 6 y 11 meses de edad y poblaciéon de 14 a 39 afios en todo el territorio
nacional, revacunando a los doce meses de edad con vacuna ftriple viral; lograr
cobertura de vacunacion del 95% en todos los municipios y distritos del pais, con
especial atencion en aquellos de alto riesgo; y verificar y evaluar el cumplimiento de

las coberturas de vacunaciéon mediante monitoreo rapido (Caceres et al., 2003).

1.4. Vacuna contra Sarampién

Varias cepas de la vacuna de sarampién estan siendo producidas y utilizadas en
diversas partes del mundo. Las vacunas de uso frecuente por el Programa Ampliado
de Inmunizacion (PAI) contienen las cepas Schwarz (SW) o Edmonston Zagreb (EZ)
(Garly et al., 2003). Estas cepas se desarrollaron a mediados de los afios 60, por
atenuacién adicional de la cepa Edmonston (AIK-C), Edmonston A (Schwarz),
Edmonston B (Moraten, Edmonston Zagreb) o aislamientos separados (Leningrad
16, CAM-70, Shanghai-191) (Figura 3) (OMS, 1993).
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Figura 3. Origen de las cepas vacunales de sarampion.
Fuente: OMS,1993.

La vacuna del sarampion esta disponible como preparacion monovalente, vacuna
combinada con rubéola, vacuna combinada con rubéola y parotiditis (MMR), o
vacuna combinada con rubéola, parotiditis y varicela (MMRV). La vacuna del
sarampion es preparada en cultivo de fibroblastos de embrién de pollo. Las vacunas
generalmente tienen presentacion de polvo liofilizado y se reconstituyen con agua
estéril, libre de preservativo. Las vacunas contienen una pequefia cantidad de

albumina humana, neomicina, sorbitol y gelatina (CDC, 2006).

1.4.1. Vacuna Inactivada

La vacuna inactivada con formaldehido a partir de la cepa Edmonton B fue la
primera utilizada entre 1963 y 1967. Generalmente, se administraban tres dosis de
la vacuna inactivada o dos dosis de vacuna inactivada y una dosis de vacuna viva
mensualmente, pero los efectos secundarios de fiebre y brote similar a la
enfermedad que se presentaban hasta en el 50% de los casos, sumado a la
proteccion temporal y a la aparicion del sarampién atipico, llevaron a su retiro
(Hilleman, 2002; OMS, 1993).



1.4.2. Vacuna de Virus Vivo Atenuado

La primera vacuna viva atenuada del sarampion fue desarrollada por la adaptacion
de la cepa Edmonston del virus después de pases secuenciales en cultivo de rifion
de mono (24 pases), seguido de cultivo de células amnidticas humanas (28 pases),
y por ultimo en células de embrién de pollo (6 pases) para producir la cepa
Edmonston B (Knipe et al., 2001).

La atenuacion permitia superar dos de las dificultades de la vacuna muerta: la
inmunogenicidad debia ser y por tanto pasar la proteccién de temporal a duradera y
por ser replicativa, la vacuna posee ademas la proteina F de la envoltura, presente
solo en esta fase y la presencia de anticuerpos contra ella impide el desarrollo del
sarampion atipico y de la panencefalitis esclerosante subaguda (Alvarez et al.,
1997).

Al adaptar el virus de la cepa Edmonton B a crecer a una temperatura de 32°C en
lugar de 36°C, se origino la cepa Moraten tras 40 pases en células de embridn de
pollo y la cepa Edmonton-Zagreb tras 19 pases en células diploides humanas WI-
38. Con la misma técnica se obtuvo a partir de la cepa Edmonton A, la cepa

Schwarz después de 85 pases en células de embrién de pollo (Alvarez et al., 1997).

1.4.3. Vacunas Combinadas

Son vacunas combinadas las presentaciones consistentes en una unica unidad de
administracion simple, conteniendo mas de un componente antigénico. Las
formulaciones de vacunas combinadas estan hechas para que no se presenten
incompatibilidades ni inestabilidades fisicas ni bioldgicas entre sus componentes
inmunizantes. Generalmente, la combinacion de los distintos principios antigénicos
se realiza en el momento de la fabricaciéon de la vacuna, pero también, cuando se
ha estudiado en ensayos clinicos adecuados, se podrian mezclar en el momento de
la administracion. Se administran de una sola vez y en el mismo sitio anatémico. En

determinadas ocasiones constan de un vial conteniendo un liofilizado de algunos de



los antigenos que se disuelve o reconstituye de forma extemporanea con el

disolvente que llevan los restantes antigenos (Arya et al., 2004).

La vacuna del sarampién ha demostrado ser eficaz cuando se aplica
simultaneamente con DPT y/o la vacuna de poliomielitis, de la fiebre amarilla y con
la vacuna de la hepatitis B. El Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAIl) por lo
tanto recomienda la administracion simultanea de la vacuna del sarampion con otros
antigenos del PAI (Hilleman, 2002).

1.4.3.1. Vacuna combinada Sarampién Rubéola (Bivalente viral)

Es una suspension liofilizada de una combinacién de cepas de virus vivos
atenuados de sarampidn (cultivada en embrion de pollo) y rubéola (cultivada en
células diploides humanas). Existen a la fecha diferentes vacunas comerciales que
varian en las cepas incluidas. Para sarampion, las cepas son Schwarz o
Edmonston-Zagreb y para rubéola todas tienen la cepa Wistar RA27/3 (Escobar et
al., 1992).

La vacuna se presenta como un polvo liofilizado para reconstituir exclusivamente en
su diluyente apropiado. Puede contener trazas de antibidticos. Debe conservarse
entre 2° C y 8° C. Permanece viable durante 2 afios desde la fecha de expedicién
del laboratorio productor. Entre 22° y 25° permanece en estado satisfactorio durante
1 mes y entre 35° y 37°, durante una semana. El frasco multidosis, una vez iniciado
su uso, se debe desechar después de una jornada de trabajo (6 horas), durante la

cual debe estar refrigerada a la temperatura mencionada (Escobar et al., 1992).

La vacuna bivalente esta indicada para mujeres en postparto y postaborto inmediato
y niflos mayores de 12 meses (como alternativa cuando no haya disponibilidad de la
vacuna triple viral). Esta vacuna se aplica en dos dosis de 0,5 ml cada una; la
primera a los 12 meses de edad y la segunda dosis o refuerzo a los 5 afios (antes
del ingreso escolar). Cuando se interrumpe el esquema de vacunacion debe
completarse con la dosis faltante sin interesar el tiempo transcurrido desde la ultima

dosis. La vacuna contra el sarampion se puede administrar simultdneamente con



otras vacunas, actualmente en uso. Deben ser aplicadas en sitios diferentes. En la
vacunacion sucesiva con vacunas con virus vivos atenuados parenterales, es
recomendable dejar un intervalo minimo de 30 dias entre dosis (Escobar et al.,
1992).

En cuanto a la inmunidad de la vacuna, esta determinada por el constituyente
especifico, la eficiencia es alta y la efectividad esta correlacionada entre las tasas de

sarampion y las de coberturas vacunales (Tabla 1) (Escobar et al., 1992).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las vacunas contra sarampion.

VACUNA INMUNOGENICIDAD EFICACIA DURACION
Antisarampionosa 90 — 95% 93 - 98% 10 — 15 afios
Antirrubedlica > 98% 87 -91% Aproximadamente 10

1.4.3.2. Vacuna combinada Sarampién, Rubéola y Parotiditis (Trivalente viral)

La introduccion y el uso generalizado de la vacuna combinada de virus vivos
atenuados contra sarampion, rubéola y parotiditiss, ha sido responsable de una
significativa disminucién de la morbilidad y mortalidad por estas enfermedades en
paises desarrollados. En la mayoria de los paises desarrollados, esta vacuna ha
reemplazado sistematicamente a las vacunas monovalentes contra sarampion,

rubéola y parotiditis (Ayala et al., 2004).

En la preparacién de la vacuna trivalente viral, se ha ajustado la dosis infecciosa de
cada componente viral para imposibilitar la posible interferencia de uno sobre otro y
asi asegurar la respuesta inmune adecuada contra los tres antigenos (Hilleman,
2002).

No se conoce con exactitud la duracién de la inmunidad inducida por la vacuna,
pero los datos seroldgicos y epidemiolégicos recolectados durante mas de treinta
afios de uso de la vacuna, indican la persistencia de los anticuerpos y la proteccion

continua de la infeccion natural. El uso de la vacuna combinada contra el sarampién,




rubéola y parotiditis no incrementa la probabilidad de que ocurran las reacciones
adversas reportadas cuando se administran sus distintos componentes en forma

monovalente (Ayala et al., 2004).

1.4.4. Reacciones adversas a la vacuna

Las reacciones adversas que siguen la vacuna del sarampion (excepto reacciones
alérgicas) representan la replicacion del virus vacunal del sarampion seguida de la
enfermedad. Estos eventos ocurren 5 a 12 dias posvacunacion y solamente en las
personas que son susceptibles a la infeccion. No hay evidencia del riesgo creciente
de reacciones adversas después de la vacunacién en las personas que son ya
inmunes a la enfermedad (CDC, 2006).

La fiebre es la reaccion adversa mas comun después de la vacunacion, ya que entre
el 5% al 15% de personas susceptibles desarrollan una temperatura de 39,4°C o
superior, que generalmente ocurre 7 a 12 dias después de la vacunacion y dura de
1 a 2 dias. Ademas, la vacuna contra el sarampion pueden causar una erupcion

transitoria, que aparece de 7 a 10 dias después de la vacunacién (CDC, 2006).

1.4.5. Factores asociados con la eficacia de la vacuna del sarampion

a. Edad de vacunacion:

La edad recomendada de la inmunizacién ha variado desde 6 a 15 meses y sigue
siendo un tema de la discusion. La probabilidad de seroconversion y los niveles de
anticuerpos inducidos son determinados por el nivel de anticuerpos maternos
especificos contra sarampioén persistentes y la edad del nifio. Por lo tanto, la edad
recomendada para la inmunizacién es determinada por un balance entre la edad
Optima para la seroconversion y la probabilidad de adquirir el sarampion antes de
esa edad. Ambos parametros muestran variacion regional. En las areas donde el
sarampion sigue siendo frecuente, la inmunizacién del sarampién se realiza
rutinariamente a los 9 meses, mientras que en areas con poco sarampion, la

inmunizacion es a menudo entre los 12 y 15 meses de edad (Knipe et al., 2001).



b. Nivel de anticuerpos maternos:

Los menores de 1 afio, quienes especialmente a partir de los 9 meses pueden ser
susceptibles a sufrir la enfermedad, en muchos casos no logran ser inmunizados por
interferencia de niveles de anticuerpos  antisarampién  transferidos
transplacentariamente (ATT) que pueden ser muy bajos para prevenir infecciéon con
in6culos de virus silvestre (menores de los niveles protectores) y sin embargo ser

capaces de inhibir la replicacion del virus vacunal (Ruiz et al., 2005).

c. Estado Nutricional:
Varios estudios han mostrado tasas de seroconversion similares en nifilos bien
alimentados como en nifios en estado de malnutricion, aunque la respuesta a la

inmunizacion del sarampion fue retardada en nifios mal alimentados (OMS, 1993).

d. Cepa Vacunal:

Varios estudios han comparado el efecto de la vacuna Edmonston Zagreb (EZ) y la
vacuna Schwarz, por inyeccion subcutanea en la misma dosis y edad, encontrando
que vacuna EZ da tasas superiores de seroconversion que la vacuna Schwarz.
Ademas, algunos datos sugieren que puede haber diferencia entre las vacunas de
sarampion de la misma cepa producidas por diversos fabricantes. La vacuna EZ
producida en Meéxico fue comparada con la producida por el Instituto de
Inmunologia, Zagreb. Los niveles del anticuerpos después de la vacunaciéon con la

vacuna mexicana eran mas bajos que los de la vacuna de Zagreb (OMS, 1993).

e. Numero de Dosis:

En Colombia la vacunacion es al afio de edad y el refuerzo a los 5 afios. Los
programas que incluyen dos dosis pueden potencialmente prevenir el sarampioén en
el grupo de edad que esta por debajo de la edad normal de la vacunacion (Carballo
et al, 1998).

f. Campanas de vacunacion:
En América latina las campafas de vacunacion van dirigidas a ninos de 1 a 14 afos
de edad, sin importar los antecedentes de vacunacion o de enfermedad, esto ha

permitido interrumpir la transmision del sarampion (Garly et al., 2003).



La deficiencia en el mantenimiento de la cadena de frio se ha implicado como causa
de la baja eficacia de la vacuna. Aunque nuevos estabilizantes han hecho la vacuna
liofilizada menos labil al calor desde, la vacuna reconstituida sigue siendo sensible
al calor y a la luz del sol (OMS, 1993).

g. Via de administracion:

Se han probado varias vias alternas para administrar la vacuna del sarampion, pero
ninguna de las rutas oral, conjuntival, intranasal o intradérmica ha probado con éxito
diferencia en términos de respuesta de anticuerpos en comparacién con la
administraciéon subcutanea. La inmunizaciéon mucosal es interesante porque tiene la
capacidad de estimular inmunidad local mediada por la IgA y estimular la inmunidad
celular y relacionar posiblemente los anticuerpos maternos mejor que una vacuna

subcutanea (Garly et al., 2003).

En términos de cepa vacunal, la vacuna Schwarz ha demostrado que se inactiva
rapidamente en forma de aerosol, mientras que la vacuna EZ es mas estable, y que
genera mayor inmunidad, especialmente en nifilos con anticuerpos maternos o

vacunales de sarampion (Garly et al., 2003).

1.5. Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAI)

Es el resultado de una accion conjunta de las naciones del mundo que requiere de
alto nivel técnico y respaldo politico para lograr coberturas universales de
vacunacion con el fin de disminuir las tasas de mortalidad y morbilidad causadas por

enfermedades inmunoprevenibles en la poblacidon menor de 5 afios.

En las Américas y en Colombia se ha dado un avance acelerado en cuanto al
control de las enfermedades inmunoprevenibles desde 1978 cuando se instal6 el
PAIl en el pais y se empez6 a proteger contra seis enfermedades; actualmente se

protege a nuestra poblacion contra 11 enfermedades.

1.5.1. Objetivos del PAI

= Consolidar la certificacion de la erradicacion de la Poliomelitis.



= Erradicar el Sarampion en Colombia para el afio 2000.

= Eliminar el tétano neonatal para el afio 2000.

= Reducir la mortalidad y morbilidad por Meningitis tuberculosa, difteria, tosferina,
rubeola y rubeola congenita. Neumonias, meningitis y epiglotitis por
Haemophilus Hinfluenza tipo B y Fiebre Amairilla.

= Garantizar la vacunacion gratuita y obligatoria a toda la poblacion colombiana
objeto del PAI.

= Controlar problemas de salud publica que se puedan intervenir a través de la

vacunacion.

En las Américas, la OPS ha diseiado una estrategia para alcanzar la meta de
eliminacion del sarampion, la cual consiste en:

1) Campaia de Vacunacion de Puesta al Dia, vacunando cerca de 11 millones de
nifios de 9 meses hasta 14 anos, con lo cual se alcanzo el 97% de cumplimiento de
la meta en Colombia en el afio 1993.

2) Campafas de Seguimiento, en la que se vacunaron mas de 2 millones de nifios
de 1 a 3 afios de edad, con un cumplimiento del 97%, y una segunda campafia que
se inicio en abril de 1999, lograndose el 88.6% de cumplimiento al finalizar el afio.

3) Vacunacién de rutina, mantener coberturas de vacunacion por encima del 95%

en el programa regular de inmunizacion.

Hasta 1995 el Ministerio de Salud de Colombia aplicaba la vacuna antisarampionosa
al cumplir los 9 es de edad, pero a partir de ese afio se comienza a aplicar la vacuna
triple viral (contra el sarampion, parotiditis y rubéola) al cumplir los 12 meses de
edad, esquema que sigue vigente. En 1997 se comenzé a administrar una dosis de
refuerzo a los 10 afios de edad, con el objeto de avanzar en la eliminacion de la
rubéola congénita, sin embargo en el afio 2000 el refuerzo se cambié a los 5 afos
de edad (OPS/OMS, 1999).

1.6. Control de Calidad

La calidad de una vacuna o de un lote de vacuna no depende solamente de los

resultados de las pruebas de laboratorio. La calidad comienza durante el proceso de



fabricacion, con la seleccion del lote semilla (la cepa de bacteria o virus que se usa
para iniciar el crecimiento y que conducira al producto final), los medios de cultivo,
los reactivos y la calidad del proceso de fabricacién (cumplimiento de las practicas
adecuadas de fabricacion). El control de calidad de una vacuna abarca dos
componentes principales: la prueba de seguridad o inocuidad y la prueba de

potencia o eficacia de la vacuna (PAI, 1998).

1.6.1. Prueba de Inocuidad

La evaluacion de la seguridad garantiza que la vacuna no contenga ingredientes
perjudiciales para los seres humanos o los animales, se realizan pruebas para

resolver cada uno de estos problemas:

a. Pruebas especificas para detectar la toxicidad residual (en el caso de los

toxoides) o la virulencia (inactivacion incompleta de la cepa de la vacuna).

b. Las pruebas de seguridad pueden abarcar también pruebas de identidad para

comprobar que el antigeno de la vacuna sea el que se indica en la etiqueta.

c. Durante el proceso de produccion se agregan productos quimicos y otras
sustancias a la vacuna: antiespumantes, inactivadores, solventes, reactivos
quimicos, adyuvantes y/o conservantes. La concentracion de estos agentes por lo
general se controla por medio de pruebas quimicas que garantizan que la

concentracion se encuentra dentro de las especificaciones aceptadas.

d. Puede haber otros productos quimicos agregados accidentalmente debido a la
contaminacion de instrumentos o reactivos que pasen desapercibidos. Para eso se

ha ideado la prueba de toxicidad anormal o de inocuidad.

e. Los substratos que se usan para los procesos de fermentacion o de crecimiento
celular constituyen un factor de riesgo especial. Los componentes de origen animal
de los medios de cultivo podrian estar contaminados con microorganismos o0 con

subproductos que constituyan una amenaza grave para la salud humana. Por lo



tanto, se presta atencion a la deteccion de la contaminacion microbiana por medio

de la prueba de esterilidad.

f. La contaminacién por microorganismos durante el proceso de producciéon se
puede vigilar también con la prueba de pirdgenos o la prueba de endotoxinas, que
detecta componentes de la membrana (lipopolisacaridos) de bacterias Gram
negativas (PAI, 1998).

1.6.2. Prueba de Potencia

Uno de los requisitos para que una vacuna sea eficaz es que induzca inmunidad
protectora tras su administracion. La potencia de una preparacidon bioldgica se
comprueba en principio durante el procedimiento de autorizacion por medio de los
ensayos clinicos. El fabricante de la vacuna y la entidad regulatoria se enfrentan
luego con el problema de como se evalua la potencia de cada lote de vacuna que
debe ser sometido a prueba y liberado para su uso. En general, aunque se
comprenden mejor los aspectos fundamentales de la adquisicion de inmunidad
(celular y humoral) para vacunas especificas, todavia resulta dificil idear una prueba

exacta que pueda proveer informacion sobre la potencia de una vacuna (PAI, 1998).

Es preciso tener en cuenta también que hay varios factores que pueden influir en la
potencia de una vacuna, como la presencia de un adyuvante y su calidad, el lugar y

la via de administracién y la combinacién con otros antigenos (PAI, 1998).

La prueba depende en principio del tipo de vacuna, ya que hay grandes diferencias
entre las vacunas de virus vivo y las de virus inactivado, asi como entre las vacunas
bacterianas y virales. En el caso de las vacunas de virus vivo, la potencia de cada
lote esta relacionada con la cantidad de particulas vivas que contenga la vacuna. En
una vacuna bacteriana (como la BCG o la vacuna de bacterias vivas atenuadas,
Salmonella typhi Ty21a), la potencia se mide segun el numero de unidades
formadoras de colonias por dosis de vacuna y en una vacuna viral (fiebre amarilla,

poliomielitis, sarampién), segun la cantidad de unidades formadoras de placas por



dosis de vacuna. Se diluye la vacuna y se inocula en placas de agar apropiadas
para cultivos de bacterias y en cultivos celulares en el caso de los virus. Después de
un cierto tiempo, se cuentan las colonias de bacterias o las placas de virus,
partiendo del supuesto de que cada colonia o placa deriva de una bacteria o virus
de la dilucién inoculada. En el caso de las vacunas de virus vivo, un procedimiento
mas comun para determinar la potencia consiste en determinar la Dosis Infecciosa
Media en Tejido Celular (DICTsp), que es la cantidad de una suspension viral que se
calcula que infecta al 50% de las células y esta correlacionada con la cantidad de

particulas virales presentes (PAI, 1998).

Para las vacunas inactivadas, hay que hacer una distincién entre la determinacion
de la cantidad de antigeno presente en cada dosis de vacuna (prueba de
antigenicidad) y la capacidad para inducir inmunidad protectora (prueba de
inmunogenicidad). Aunque existe una correlacion entre ambas, no es
necesariamente constante. Por analogia con los productos médicos sintéticos, basta
demostrar que una vacuna contiene una cantidad minima determinada del
componente eficaz. Se pueden usar pruebas in vitro o la determinacion del
contenido de antigeno para las pruebas de potencia de las vacunas nuevas y bien
definidas que no contienen particulas vivas, sino agentes purificados (por ejemplo,
vacunas de polisacaridos, vacuna contra la influenza, vacunas conjugadas como la
Hib, vacuna contra la hepatitis B.) En general, los componentes responsables de la
eficacia de la mayoria de los productos inmunobiolégicos no se conocen o
probablemente todavia no se han descrito bien. Por lo tanto, las pruebas de
potencia se llevan a cabo por medio de las pruebas de inmunogenicidad (PAl,
1998).

La prueba de inmunogenicidad se basa en la induccion y medicién de la respuesta
inmunitaria cuando se inyecta una vacuna en un animal de laboratorio. Las pruebas
de inmunogenicidad, son artificiales en cuanto a su estructura y desempefio. Idear
una prueba con animales de laboratorio implica un esfuerzo considerable, y la
pertinencia del modelo se puede evaluar Unicamente después de validarla
comparandola con resultados de los estudios clinicos realizados en seres humanos
(PAI, 1998).



Se pueden realizar dos tipos de pruebas: a) se vacuna a varios grupos de animales
con diluciones seriadas de vacuna y después se expone a los animales al
microorganismo o la toxina correspondiente, o; b) se inyecta a un grupo de animales
y después de cierto tiempo, se les extrae sangre y se miden los titulos de

anticuerpos especificos (PAI, 1998).

En estas pruebas, la respuesta de un grupo de animales se usa para prever la
respuesta de toda una poblacién. Debido a las diferencias individuales de cada
animal, generalmente se necesitan muchos para garantizar la confiabilidad de los
resultados. El tipo, la cepa y la calidad del animal utilizado, su alimentacién, el
ambiente y las instalaciones de laboratorio influyen directamente en los resultados
de estas valoraciones (PAI, 1998).

Ademas de los problemas éticos con las pruebas en animales, hay otros aspectos
importantes relacionados con la seguridad, asi como de indole econdémica y
practica, que han impulsado una iniciativa para reemplazar a los animales en

diversas pruebas con otras valoraciones validas (PAI, 1998).

1.6.2.1. Medida de la Potencia de la Vacuna de Sarampion

Los requisitos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describen dos
alternativas para la determinacién la potencia de la vacuna viva del sarampion: por
unidades formadoras de placa (UFP) o determinacién de la Dosis Infecciosa Media
en Tejido Celular (DICTsp), ambos métodos se realizan en células Vero. La medida
de la potencia puede variar dependiendo del método de determinacion, el
laboratorio, y de las condiciones en el momento de la prueba. Se puede utilizar un
reactivo internacional de referencia, para ayudar a estandardizar las medidas de la
potencia (OMS, 1993).

En 1988, la OMS recomendd que se debe determinar individualmente el contenido
de virus en cada uno de por lo menos 3 frascos seleccionados al azar de cada lote.
La autoridad nacional del control determinara el contenido minimo del virus vacunal

que debe estar contenido en una dosis humana. La cantidad minima del virus que



debe ser contenido en una dosis humana se considera generalmente 1000

unidades infecciosas virales (OMS, 1993).

Para demostrar que las vacunas cumplen con los requisitos de potencia y de
estabilidad de la OMS, se debe probar la vacuna de prueba y dos frascos de la
vacuna de referencia en paralelo. Para que el analisis sea considerado valido, el
nivel de la vacuna de la referencia seguin lo medido en el laboratorio no debe
desviarse mas de 0.5 log del titulo establecido y la variacién entre los dos frascos de
vacuna de la prueba o los dos frascos de la vacuna de la referencia no debe
exceder 10%° (OMS, 1993).



2. JUSTIFICACION

El sarampion es una enfermedad viral altamente contagiosa, considerada propia de
la infancia. El virus del sarampion es responsable de mas del 10 % del total de
defunciones de menores de 5 afios que se producen en el mundo anualmente, de
las cuales la mitad corresponde a menores de 1 afio. Se reconoce que el sarampién
constituye una importante causa de morbilidad y mortalidad entre nifios

pertenecientes a grupos de bajo nivel socioeconémico.

El esquema basico de vacunacién contra el sarampién y la rubéola (combinada
como vacuna triple viral, SRP) corresponde a una dosis a partir de los 12 meses,
aunque algunos paises la administran a los 15 o 18 meses de edad. Para la
eliminacién de la rubéola las estrategias de vacunacion usando vacuna combinada
Sarampion-Rubéola (SR) o Sarampion Rubéola y Parotiditis (SRP) son

complementarias con la eliminacion del sarampién.

En Colombia la estrategia de vacunacién ha sido consideradas como exitosas
siempre teniendo en cuenta el alcance en el cumplimiento de la meta, a
consecuencia del despliegue y el gran esfuerzo técnico y profesional que se lleva a
cabo, no obstante después de realizar dichas campafas no se evaluan indicadores
como titulo de seroconversion o proporciones de seropositividad que afirmen dicho

éxito.

Segun los reportes del CDC (Centro de Control de Enfermedades) del 2% a 5% de
los de los vacunados no responden a la primera dosis. La no respuesta aun
teniendo altas coberturas de vacunacion puede ser debido a: 1) Presencia de
anticuerpos maternos que neutralicen al virus vacunal. 2) Baja capacidad de
respuesta inmunolégica por parte del huésped. 3) Contacto previo con el virus
salvaje o vacunal 4) Alteraciones en el biolégico y 5) Errores en la técnica de
aplicacion.



En trabajos anteriores realizados en la poblacién infantii en tres centros de
vacunacion en Bogota, tanto en periodo preepidémico como en periodo
postepidémico se pudo observar la baja seropositividad contra el sarampion (85% vy
50% respectivamente) en nifios vacunados aun controlando los factores
relacionados con el huésped anteriormente mencionados (IQUEN, 2002). Estas
cifras sugieren la busqueda de otro posible factor condicional que este asociado a
esta baja respuesta. El factor que queda por evaluar es el biolégico empleado para
estas inmunizaciones que se cree sea el causante de las bajas tasas de
seroconversion por tanto es necesario evaluar el desempefio del bioldgico in-vitro
midiendo potencia de la vacuna utilizada en el Programa Ampliado de Inmunizacién
PAI Colombia.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Determinar la potencia del componente “sarampién” de la vacuna bivalente (Vacuna
de virus vivo de Sarampién y Rubéola U.S.P), empleada durante la Jornada
Nacional de Vacunacion 2005, mediante la técnica de microtitulacion en placa.

3.2. Objetivos Especificos

- Comparar la potencia de la vacuna obtenida en el ensayo, con la

especificada en el inserto del fabricante.

- Calcular la concordancia interlote de las vacunas en estudio para evaluar la

variabilidad de la potencia.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de Estudio

Es un estudio de tipo observacional descriptivo, que pretende verificar si la vacuna
bivalente (Vacuna de virus vivo de Sarampién y Rubéola U.S.P.) mantiene las

especificaciones de 1000 DICTso.

4.2. Muestra

La poblacion objeto de estudio estuvo compuesta por lotes de vacuna de virus vivo
de sarampion y rubéola U.S.P. proveniente del Serum Institute of India L.T.D. Para
estimar el tamafo de la muestra se tomo como base lo descrito por la United States
Pharmacopeia de 1994, en la que se propone la evaluacién de potencia de vacuna
con 20 muestras obtenidas de forma aleatoria de cada lote de vacuna.
Adicionalmente se consulto la Serie de informes técnicos de la OMS de 1994 donde
proponen hacer la determinacion de la vacuna en 3 viales de cada lote. Por lo tanto
se hizo un muestreo polietapico tomando inicialmente 20 viales de vacuna por lote y

posteriormente se evaluaron 3 viales de estos en dos dias diferentes.

Cada frasco de vacuna obtenido de las diferentes regiones del pais, sera registrado
con el lote, la fecha de expedicion y la fecha de vencimiento. El biolégico se

almacenara hasta el momento del analisis segun indicaciones del fabricante.

4.3 Variables

Variables dependientes:

Dosis infecciosa en cultivo de células (Titulo viral de la vacuna, calculado por

microtitulacion en placa).



Variables independientes:

Tipo de vacuna utilizada (Bivalente).

4.4. Procedimiento

La potencia de la vacuna viva del sarampion se determinara mediante la técnica de
microtitulacion en placa, tomada del manual de métodos de laboratorio para pruebas
de vacunas usadas en el PAIl (OPS, 1994). Las diluciones de la vacuna a probar,
son inoculadas en filas de 8 pozos de las placas de microtitulacion, junto con la
suspensiéon de células Vero obtenidas por tripsinizacion (Ver Anexo 2). Las placas
son incubadas a 36°C por 7 a 9 dias. Durante este periodo de incubacién, a partir
del cuarto dia, se puede observar en las células cambios citopaticos, estos pozos se
reportan como positivos. El titulo en DICTsq (Dosis infecciosa en cultivo de células
50%) se calcula por el método de Reed-Muench (OMS, 1981).

Microtitulacién en placa:

1. Reconstituir la vacuna con 0.5 ml o 5 ml de agua estéril, segun se lo indicado en

el rotulo de cada vial.

2. Preparar diluciones seriadas de cada una de las vacunas con el medio Eagle’s
MEM, como se indica en la tabla.

Tabla 2. Rango de diluciones empleadas en la prueba de potencia.

oiucion | VOLUNENPERLUCON | oo
10 "0 0.20 (de vacuna sin diluir) 1.80
10 "° 1.00 (de la dilucion 10 ') 2.16
10 20 1.00 (de la dilucién 10 %) 2.16
10 2° 1.00 (de la dilucién 10 29) 2.16
10 30 1.00 (de la dilucién 10 2°) 2.16
10 3° 1.00 (de la dilucién 10 9) 2.16
10 *° 1.00 (de la dilucién 10 °) 2.16




3. Montaje de la placa:
a) Como control negativo (CN) se utilizan las células resuspendidas en
medio Eagle’s MEM en 8 pozos al comienzo de la placa.
b) Cada dilucién de la vacuna se sirve en una fila de 8 pozos, como se

indica en la figura.

Figura 4. Distribucion de la placa de microtitulacién para la prueba de potencia.

CN 10" 10" 102 10%° 10° 103° 10* CN

b abldbldbldbldblabl dbldblabl ab i
b labldbldbldbldbldbl dbldblabl ab i
b abldbldbldbldbldbl dbldblabl ab i
b abldbldbldbldbldabl dbldbldabl ab i
bl dbldbldbldbldabl dbldblabl ab i
b labldbldbldbl dbldbl dbldblabl ab i
dblabldbldbldbldbldabl dbldbldabl ab i
bl dbldbldbldbldabl dbldblabl ab i

4. Agregar 50 ul del medio Eagle’s MEM sin suero a la totalidad de los pozos de las

diluciones de la vacuna, y 100 ul del medio a los pozos control.

5. Agregar 50 pl de cada dilucion de la vacuna en los pozos correspondientes a

cada dilucién.

6. Agregar a todos los pozos 100 pl de la suspension de células preparada a una

concentracion aproximada de 90000 células/ml (Ver Anexo 3).

7. Incubar las placas a 36°C por 7-9 dias en incubadora con CO, al 5%.

8. Colorear las placas con azul de metileno fenicado de la siguiente forma:
a) Descartar el contenido de las placas.
b) Adicionar 100 pl de la coloracién a cada uno de los pozos.

c) Dejar por 15 minutos a temperatura ambiente.



d) Descartar el colorante y enjuagar con agua destilada tres veces.

9. Observar en el microscopio la presencia de efecto citopatico.

El procedimiento se debe realizar por duplicado para cada una de las vacunas y se

realiza el montaje dos veces.

El titulo en DICTs, (Dosis infecciosa en cultivo de células 50%) sera calculado por el

método de Reed-Muench.

4.5. Analisis de Datos

Para el analisis de los resultados se realizo el calculo de la media geométrica de los
titulos obtenidos de cada vial de vacuna, el calculo de las DICT sy y el coeficiente de
variacion de cada lote. Una vez realizados estos calculos se determind el indice de

concordancia interlote (6¢) mediante el programa stata 6.0.

4.5.1. Se determind la potencia de la vacuna registrando en una tabla los datos
obtenidos de las lecturas a diferentes diluciones (Tabla 3) con el fin de calcular el
titulo de la vacuna en DICTs, por el método de Reed-Muench y compararlo con el

titulo especificado por el fabricante.

Tabla 3. Tabla de registro de los resultados de la microtitulaciéon en placa.

Dilucién N° de pozos | N° (_ie pozos Aan?LETIado FAA sin Proporcion Porcentaje
con ECP sin ECP de pozos ECP
- con ECP
e
107
107°
107°°
107°°
10™°




4.5.1.1. Método de Reed-Muench
a. Los resultados de cada placa se registran de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 4. Tabla de resultados de la microtitulaciéon en placa.

N° de N° de Total Total
Dilucidon |pozos con | pozos sin | Acumulado | Acumulado | Proporcion | Porcentaje
ECP ECP con ECP sin ECP
107 8 0 16 U 16/16 100
10? 5 3 8 3 8/11 72.7
10° 3 5 3 8 3/11 27.3
10 0 8 ov 16 0/16 0

b. Calcular la distancia proporcional (D.P.):

D.P.=

% ECP en diluciones superiores al 50% — 50

% ECP en diluciones superiores al 50% - % ECP en la dilucién inferior al 50%

Segun la tabla anterior, la formula seria:

% ECP en diluciones superiores al 50%= 72.7%
% ECP en la dilucion inferior al 50%= 27.3%

50
27.3

D.P.= 72.7 —
72.7 -
D.P.=0.50

c. Sumar la D.P. al logaritmo 10 del factor de dilucion, de la dilucién con ECP mayor

al 50%, es decir sumar 0.50 a 2.

d. Al valor anterior, se le calcula el antilogaritmo, para halla el numero de DICTs

para 50 ul de la vacuna. En este caso el antilogaritmo de 2.5 es 316, entonces en 50

pl de la vacuna contienen 316 DICTs.

e. Calcular el numero de DICTsy por dosis humana de la vacuna (500 pl). Por lo

tanto en este caso el titulo seria 3160 DICTsg/dosis.




4.5.2. Se realizd una prueba de hipotesis para la media con el fin de determinar si el
promedio de DICTs, obtenido en la titulacion es mayor al reportado por el fabricante,
para esto se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: p <1000 DICTs
Hi: u > 1000 DICTs

Adicionalmente se realiz6 un anadlisis de concordancia calculando el indice de
correlacion de concordancia (6c), para determinar si los datos obtenidos de cada
lote se desvian significativamente de la linea de concordancia perfecta (linea con
pendiente de 45°). Para esto fue importante tener en cuenta los intervalos del indice

de correlacion de concordancia:

De 0-0.2 Concordancia débil

De 0.2-04 Concordancia buena
De 04-0.6 Moderadamente buena
De 0.6-0.8 Sustancialmente buena

De 0.8-1 Concordancia casi perfecta



5. RESULTADOS

5.1. Vacunas analizadas (NUmero y lote)

Durante la Jornada Nacional de vacunacién, se utilizaron vacunas Sarampién-
Rubéola (bivalente) producidas por los laboratorios Serum Institute of India LTD y
Berna Biotech S.A, obtenidas de diferentes regiones del pais. En la siguiente tabla
se presenta el numero de vacunas que fueron probadas, de acuerdo a su lote y

lugar de procedencia.

Tabla 5. Numero de vacunas analizadas de acuerdo al fabricante, lote y procedencia.

N° VACUNAS
FABRICANTE LOTE ANALIZADAS PROCEDENCIA
EU 902-X 6 Yopal (Casanare)
Serum Institute of EU 903-X 6 Yopal (Casanare)
India LTD EU 769 6 Madrid (Cundinamarca)
Cartagena (Bolivar)
EU 754 6 Arauca (Arauca)
Berna Biotech S.A 3000449 2 Ibagué (Tolima)
Bogota (Cundinamarca)

5.2. Resultados de la Prueba de Potencia

5.2.1. Formacion de Células Gigantes Multinucleadas

La presencia de particulas virales en la vacuna, dio como resultado la aparicion de
efecto citopatico (ECP) en las células Vero infectadas con el virus del sarampién. En
la Figura 5 , se observa una monocapa de células Vero sin ECP (control de células),
mientras que en las Figuras 6 y 7 se observa claramente la presencia de ECP en las

células tenidas.



Figura 5. Monocapa confluente de células Vero sin efecto citopatico (50X).

Figura 6. Monocapa confluente de células Vero con efecto citopatico (sincitio) (50X).



Figura 7. Monocapa confluente de células Vero con efecto citopatico (sincitio) (50X).

5.2.2. Calculos

Los calculos de la potencia por lotes de vacuna se observan en las tablas 5 a 9, asi
como los resultados de la variabilidad intralote medida como coeficiente de variacion
(CV).

Para el calculo del titulo en DICTs, se empleo el método de Reed-Muench
detallado mas adelante.

Tabla 6. Distribucion de los valores de DICTs, para las vacuna analizadas del lote EU754
(Cartagena / Arauca).

Numero de Media Geométrica

del Titulo de la DICTs
Vacunha Vacuna
EU 754-1 10 252 3383
EU 754-2 10 23% 2161
EU 754-3 10 2203 1597
EU 754-4 10 230 2035
EU 754-5 10 242 2669
EU 754-6 10 230 2236
Coeficiente de Variacion 26,15




Tabla 7. Distribucién de los valores de DICTsq para las vacunas analizadas del lote EU902 X

(Yopal).

Tabla 8. Distribucién de los valores de DICTs, para las vacunas analizadas del lote EU903 X

(Yopal).

Tabla 9. Distribucion de los valores de DICTs, para las vacunas analizadas del lote EU769

(Madrid).

Media Geométrica

N‘\J/rgfl:‘r?];e del Titulo de la DICTs,
Vacuna
EU 902 X-1 10 °% 3861
EU 902 X-2 10 22% 1602
EU 902 X-3 10 2419 2627
EU 902 X-4 10 2218 1651
EU 902 X-5 10 203 1238
EU 902 X-6 10 21%° 1428
Coeficiente de Variacion 48,44

Media Geométrica

N‘ilrgcel:f];je del Titulo de la DICTe,
Vacuna
EU 903 X-1 10 840 692
EU 903 X-2 10 2077 1193
EU 903 X-3 10 M%7 790
EU 903 X-4 10 2174 1494
EU 903 X-5 10 2% 1345
EU 903 X-6 10 1972 937
Coeficiente de Variacion 29,70

Media Geométrica

N‘\J/r;‘fl;‘r’]:e del Titulo de la DICT4
Vacuna

EU 769-1 10 %1% 1377
EU 769-2 10 2646 4429
EU 769-3 10 269 4931
EU 769-4 10 2693 4927
EU 769-5 10 271 5385
EU 769-6 10 2% 3504

Coeficiente de Variacion

36,08




Tabla 10. Distribucion de los valores de DICTs, para las vacuna analizadas Berna.

Numero de Media Geométrica
vacuna del Titulo de la DICTs
Vacuna
Berna-1 10 2™ 1427
Berna-2 10 230 1995
Coeficiente de Variacion 23,50

Adicionalmente se determiné si el valor promedio de potencia obtenido por lote en
estudio era significativo con respecto a lo que indicaba la casa fabricante, para esto
se desarrollo una prueba de hipotesis para la media obteniendo los siguientes

resultados:
Tabla 11. Resultados de la prueba de hipétesis.
Lote Media p IC95%
EU754 2346 0,0015 (1703 - 2988)
EU 902 X 2068 0,0238 (1019 - 3116)
EU 903 X 1075 0,294 (740 - 1409)
EU 769 4092 0,0018 (2544 - 5639)

* La significancia se probo con un alfa de 0.05.
** No se realizd la prueba para la vacuna Berna ya que el tamafio de la muestra no lo
permitia.

5.4. Andlisis de Concordancia Interlote

Tabla 12. Resultados del analisis de concordancia interlote.

Lotes Coeficiente Rho IC 95%
EU 754 - EU902 X 0.396 (-0.296 - 1.088)
EU 754 - EU903 X -0.039 (-0.200 - 0.122)
EU 754 - EU 769 -0.21 (-0.61 --0.19)
EU902 X - EU903 X -0.212 (-0.605 - 0.181)
EU902 X - EU 769 -0.27 (-0.81--0.26)
EU903 X - EU 769 0.049 (0.18 - 0.11)

La concordancia de los titulos obtenidos interlote fue medida con el indice de

correlacién de concordancia (dc). Unicamente los lotes EU 754 y EU902 X



presentan una concordancia buena, los demas lotes probados presentan una

concordancia débil.



6. DISCUSION

Un factor clave para el éxito y la eficacia de los programas de vacunacion, ademas
de la disponibilidad de infraestructura, logistica y recursos humanos adecuados, es
la utilizacién de vacunas de calidad. EI empleo de una vacuna de potencia baja o
inocuidad desconocida pone en peligro todos los demas esfuerzos y recursos
invertidos para lograr una cobertura de vacunacion alta (OPS/OMS, 2000). Por ello,
es muy importante el establecimiento y fortalecimiento de mecanismos que le

permitan al pais garantizar la utilizacion de vacunas de buena calidad.

La variabilidad intrinseca inherente a la fabricacién de bioldgicos, implica que sus
caracteristicas puedan variar de lote a lote. La prueba de potencia de los lotes de
una vacuna, es por lo tanto, una prueba importante dentro del control final del
producto para garantizar la consistencia dentro del proceso de produccion (McVey
et al., 2003).

La técnica utilizada en este estudio, para la determinacién de la potencia de la
vacuna, fue tomada del “Manual de Métodos de laboratorio para pruebas de
vacunas usadas en el Programa Ampliado de Inmunizacién (PAI)” (OMS, 1997). En
nuestros ensayos no se modificd el protocolo, unicamente después del periodo de
incubacion de las placas, estas fueron coloreadas con azul de metileno fenicado
segun lo descrito por Nates et al., con el fin de facilitar la observacion del efecto
citopatico (Figuras 5 y 6) que se da como consecuencia de la fusion de células,
inducida por el virus del sarampion (Nates et al., 1994), observando claramente las
células gigantes multinucleadas (sincitios), con gran cantidad de nucleos en el
centro. La utilizacion de este protocolo nos permitié obtener resultados altamente

confiables y reproducibles.



La lectura de placas supone un grado de experticia por parte del observador la cual
fue considerada por el grupo de investigacion al realizarse dicha lectura por tres

observadores diferentes obteniéndose los mismos resultados.

Es bien discutido que en este tipo de técnicas existen interferencias principalmente
si se realiza sobre vacunas multivalentes, en las cuales se supone que los demas
virus presentes pueden ejercer alteraciones en dos sentidos: a) Inhibicion en la
replicacion de virus y b) Formacién adicional del efecto citopatico. En cuanto al
primer punto, estudios previos de potencia realizados con vacuna trivalente
demostraron que, para el virus del sarampion no se da interferencia entre los
diferentes componentes de la vacuna en cultivo de células Vero, ya que no se inhibe
la replicacion del virus del sarampién por la presencia de los virus de rubéola o
parotiditis (Fukuda et al., 1990; Schalk et al., 2005). En cuanto a la formacion
adicional de efecto citopatico, el virus de la rubéola produce un efecto muy débil en
las células de Vero. (Grutadauria et al., 1998), por lo cual es dificil de evidenciar
bajo las condiciones de este ensayo, y se considera que la formacién de sincitios

fue causada solamente por el virus del sarampion.

Un punto adicional al control de la técnica tiene que ver con la precision de los
resultados ya que se debe tener en cuenta que las dos titulaciones obtenidas de una
misma vacuna no difieran en mas de 10°° (OMS, 1997) En nuestros ensayos los

resultados obtenidos se encuentran dentro de este parametro.

Teniendo en cuenta que los posibles sesgos producidos por la técnica fueron
controlados por lo anteriormente mencionado, se observo que los titulos obtenidos a
partir de la prueba de potencia presentaban muy baja concordancia entre los
diferentes lotes, asi como entre los titulos obtenidos de los viales de un mismo lote
de vacuna. Esta variacion en los titulos puede ser debido a factores como el
mantenimiento de la cadena de frio durante el almacenamiento, transporte o

distribucién de la vacuna a los diferentes puntos de vacunacion en todo el pais.

La baja concordancia de los titulos interlote, puede también ser consecuencia de

una falta de consistencia durante el proceso de produccion de la vacuna, ya que un



proceso de produccion debidamente validado, permite obtener un producto
uniforme. Eso significa que las caracteristicas criticas de la vacuna, generalmente
medidas por las especificaciones del producto durante el proceso y en el producto
final, estan siempre presentes en las distintas series de produccién. Asi pues, las
pruebas en el producto final se convierten en una demostracion de la uniformidad de
la produccién, con el fin de garantizar que cada uno de los lotes posea las mismas
caracteristicas de un lote cuya inocuidad y eficacia han sido demostradas en los
ensayos clinicos (Dellepiane, 2000). Adicionalmente los ensayos de potencia
pueden producir efectos sobre la variabilidad intra e interlote debido probablemente

a errores sistematicos en la medicioén.

En cuanto a la potencia de las vacunas, todos los lotes, excepto el lote EU903 X,
cumplieron con el minimo de 1000 DICTs, establecidas por el fabricante (p =0.94) y
el lote EU902 X, aunque fue estadisticamente significativo (p = 0.02), presento los

valores promedio mas bajos de potencia.

Segun lo establecido para el manejo de biolégicos (Arya et al., 2003), la vacuna
liofilizada pierde potencia durante el almacenamiento a altas temperaturas. Su vida
media entre 25°C y 30°C, 37°C o 41°C es 31 dias, 16.6 dias, o 3.3 dias
respectivamente, teniendo en cuenta que la procedencia de estos lotes es de la
ciudad de Yopal, es posible afirmar que las condiciones climaticas y geograficas de
esta ciudad pueden afectar el biolégico bien sea por fallas en la cadena de frio, en el
mantenimiento de estos o en el uso al momento de la vacunacién. Razones que
pueden hacer pensar que estos lotes no tuvieron adecuadas condiciones de

manipulacion.

Las repercusiones en la poblacion que es vacunada con lotes de baja potencia
pueden ser cruciales en los resultados del éxito a largo plazo de una jornada de
vacunacion, ya que estos individuos no desarrollarian anticuerpos capaces de
generar respuesta inmune adecuada que controle un brote. Es posible, que incluso
una pequena disminucion de la potencia de la vacuna pueda comprometer la
eficacia de esta, especialmente en regiones con alta incidencia de la enfermedad

(McVey et a., 2003). Adicionalmente, aunque el titulo de anticuerpos inducidos por



la vacunaciéon es mas bajo que tras la infeccion natural, los niveles de anticuerpos
que desarrolla una persona después de la primera inmunizacion también son mas
bajos. Sin embargo, los estudios indican que aunque la revacunacién puede
aumentar el titulo de anticuerpos en algunas personas, este titulo no es sostenido
con el tiempo (CDC, 2006).

En un estudio paralelo a este, realizado durante la Jornada Nacional de Vacunacion
2005, en poblacion entre 14 y 39 anos de edad, se demostré que existe una gran
proporcidon de anticuerpos prevacunales, indicando inmunidad previa por contacto
con el virus salvaje o con el virus vacunal (poblacibn mayor de 27 afos)
posiblemente debido a la continua exposicion a este en campanas nacionales que
se han realizado periddicamente en el pais desde 1993 que alcanzan coberturas
hasta del 97% en el grupo de edad de 9 meses a 14 afios (Mercado, 2006),
poblacién que al 2005 entro en la cohorte de vacunados. Ademas, en el mismo
estudio no se observé aumento en el titulo de anticuerpos antes y después de la
vacunacion, a pesar de que la prueba de potencia realizada al biolégico empleado
durante esta campana de vacunacidn muestra que este cumple con las

especificaciones dadas por la OMS.



7. CONCLUSIONES

La técnica utilizada para la determinaciéon de la potencia de las vacunas, fue
adecuada y puede ser utilizada por las autoridades reguladoras nacionales, para

realizar las pruebas de control de las vacunas.

Los lotes de vacuna producidos por el Serum Institute of India LTD presentaron baja

concordancia entre si.

El lote EU903 X (proveniente de Yopal), no cumple con las especificaciones de

DICTsq previamente descritas por el fabricante.

La utilizacién de vacunas en el pais, debe tener un adecuado control que pueda
garantizar la calidad y seguridad de las mismas, asi como las condiciones de

distribucién y uso de la vacuna en los diferentes puntos de vacunacion.



8. RECOMENDACIONES

Es necesario que la institucion competente en el pais, realice las pruebas de control
para la liberacion de cada lote de vacunas usado en las campafas de vacunacion,
que realice inspecciones de los fabricantes para evaluar el cumplimiento de las
practicas adecuadas de fabricacion; y se ponga en practica un sistema de vigilancia

durante la distribucion del producto a las diferentes regiones del pais.

Se recomienda estandarizar la técnica para la microtitulacion en placa del virus de la
rubéola en cultivo de células RK13, para ser realizada paralelamente con la
titulacion del virus del sarampion para el control de calidad de las vacunas

bivalentes que se utilicen en el pais.
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ANEXO 1
MICROTITULACION EN PLACA

Reconstituir cada vial de vacuna de Sarampién y Rubéola liofilizada, segun el
numero de dosis con 0.5 ml o 5 ml de diluyente.

\ 4

Preparar las diluciones seriadas de cada vial desde 10™ hasta 10* con medio
Eagle’s MEM sin Suero Fetal Bovino (SFB), manteniendo los tubos en hielo.

Adicionar a todos los pozos de la placa 50 ul de medio Eagle’s MEM sin SFB, y
100 pl de medio a los pozos control.

Adicionar 50 ul de cada una de las diluciones de la vacuna en los pozos
correspondientes para cada dilucién, iniciando desde la mayor dilucion. Realizar
el mismo procedimiento para cada uno de los 3 viales.

l

Adicionar a todos los pozos de la placa 100 pl de la suspensién de células,
preparada a una concentracion aproximada de 90.000 células/ml.

l

Incubar las placas a 36°C por 7-9 dias en incubadora con CO; al 5%.

\ 4

Descartar el contenido de las placas, y adicionar 100 ul de azul de metileno
fenicado a cada uno de los pozos. Dejar por 15 minutos a temperatura ambiente.

l

Descartar el colorante y enjuagar con agua destilada 3 veces. Finalmente,
observar en el microscopio la presencia de efecto citopatico, y registrar los
resultados.




Vacunas Sarampion-Rubéola (bivalente) Vacunas Sarampion-Rubéola (bivalente)
producidas por los laboratorios producidas por los laboratorios
Serum Institute of India LTD. Berna Biotech S.A.

Placa de microtitulacién de 96 pozos fondo N
plano. Coloracion de las placas con

Azul de Metileno Fenicado.

Placa de microtitulacion coloreada.



ANEXO 2
MANEJO DE CELULAS VERO

Sacar de la nevera todos los reactivos y medios a utilizar, y dejarlos atemperar
por un tiempo.

4

Encender y limpiar adecuadamente la cabina con alcohol, dejarla encendida con
luz UV durante 10-15 minutos antes de iniciar el trabajo.

\ 4

Revisar al microscopio las cajas donde se tienen en cultivo las células para
verificar su morfologia adecuada y ausencia de contaminacion.

l

Colocar dentro de la cabina los reactivos y elementos necesarios, limpiandolos
previamente con alcohol, incluyendo la caja de cultivo celular.

l

Descartar en un vaso de precipitado o fiola estéril el medio que contiene la botella

de cultivo, utilizando pipeta.

Realizar un lavado de las células agregando 2 ml de Tripsina-Verseno o PBS.
Rotar suavemente durante 15-30 segundos para retirar el resto de medio y
detritos celulares. Descartar totalmente el liquido, utilizando pipeta.

Agregar 0.5 ml de Tripsina-EDTA. Pasar suavemente esta Tripsina sobre la
monocapa Yy llevar a incubar a 37°C hasta que las células se desprendan (1-2
minutos). Verificar el desprendimiento completo observando al microscopio.

Agregar a la botella con las células desprendidas 10 ml de medio de crecimiento
y pipetear cuidadosamente varias veces para desprender los cimulos de células
y obtener una suspensién homogénea.

l




Realizar recuento de células en camara de Neubauer (Ver Anexo2) y agregar el
volumen de medio requerido para la concentracion de células esperada.

v

Si se requiere ampliar un cultivo de células, y cultivarlas en mas botellas, repetir
el procedimiento de tripsinizacién y ampliacion del cultivo cada vez que la
monocapa formada esté confluente Las botellas se subbcultivan cada 3-7 dias, a
37° C, con 5% de COs,.

Cajas de cultivo celular.

Microscopio Invertido

Incubadora de células a 36°C y 5% de CO..



ANEXO 3
RECUENTO DE CELULAS EN CAMARA DE NEUBAUER

Para un recuento preciso del numero de células presente en una suspension, se
puede utilizar la Camara de Neubauer; es importante que se tengan células
individuales, bien separadas de otras, lo cual se favorece pipeteando varias veces la

suspension antes de hacer el recuento:

1. Realizar una dilucién 1:4 de la suspensioén celular con azul de tripan (0,1 ml de

células + 0,3 ml de azul tripan).

2. Mezclar muy bien pipeteando varias veces. Dispensar el volumen suficiente para

llenar los dos lados de la camara.

3. Realizar recuento de células viables en cada uno de los 4 cuadrados externos
cuyo borde son tres lineas, tal como se muestra en la grafica. Las células viables se

observan claras y refringentes, no son coloreadas con el azul tripan.

4. Realizar el conteo de células en la otra parte de la camara. Para que el recuento
sea valido, el promedio de los conteos realizados en cada lado de la cdmara no

debe diferir en mas de un 20%.

5. Calcular la concentracién de células viables por mililitro usando la siguiente
férmula:
N=txthx ¥ x 10*

t = total de células viables contadas en los 4 cuadrantes

tb= 4 (factor de correccion de la dilucién realizada con el azul tripan, que fue %)

%, = factor de correccion para determinar el promedio del recuento realizado en los 4
cuadrantes

10* = factor de conversion para la cdmara de Neubauer

N = concentracion inicial de células por mililitro

Por lo tanto, se puede simplificar la formula asi:

N = total de células en los 4 cuadrantes x 10*/ ml



