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- NORMAS PARA
SUSTANCIAS BIOLOGICAS

1. Normas Generales para Fabricas y Laboratorios de Inspeccion
2. Normas para la Vacuna Antipoliomielitica (Inactivada)

Informe de un Grupo de Estudio

El Grupo de Estudio sobre Normas Generales para Fébricas y Labora-
torios de Inspeccién y sobre Normas para la Vacuna Antipoliomielitica
se reuni6 en Ginebra del 2. al 7 de junio de 19538.

En nombre del Director General de la Organizacién Mundial de la
Salud, el Dr. P. Dorolle, Director General Adjunto, abrié la reunién
y dio la bienvenida a los miembros del Grupo.

El Director General Adjunto indicé que la reunién del Grupo de
Estudio se habia convocado para preparar una recomendacion internacional
sobre las normas que deben reunir los preparados de vacuna antipolio-
mielitica para que se les pueda considerar como agentes profilacticos
inocuos, seguros y eficaces. La adopcién de una recomendacién interna-
cional a este respecto contribuird a facilitar el intercambio internacional
de vacunas, y servira de orientacion a los técnicos que deseen emprender
la producién de vacuna antipoliomielitica y que encuentren dificultades
para escoger métodos apropiados de valoracion e inspeccidn.

El Director General Adjunto expresé su confianza en que el Grupo de
Estudio llegaria a un acuerdo sobre las numerosas pruebas necesarias para
la adecuada inspeccion de la fabricacion de vacunas antipoliomieliticas y
manifestd que el logro de los fines sefialados a la reunién del Grupo seria
de la mayor importancia para el proyecto de la OMS de fomentar la uni-
formidad de los métodos de valoracion y de las normas aplicables a las
preparaciones bioldgicas importantes.

1. CONSIDERACIONES GENERALES

El Grupo de Estudio tomé nota del informe* del Grupo de Estudio
sobre Normas para Sustancias Bioldgicas (1957), y convino en que las
normas para la vacuna antipoliomielitica podian ajustarse al esquema
propuesto en dicho informe.

1 Documento de trabajo inédito WHO/BS/IR;27

-3 _
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En sus deliberaciones sobre las normas que podrian ser objeto de
recomendacién internacional, el Grupo de Estudio examiné el segundo
proyecto de Normas Generales para Fébricas y Laboratorios de Inspeccion,!
e hizo pequefias correcciones al texto. Las normas revisadas se reproducen
en el anexo 1.

El Grupo de Estudio examiné después un primer proyecto de requisitos
para la vacuna antipoliomielitica,? las recomendaciones formuladas en
el segundo informe del Comité de Expertos en Poliomielitis,® un documento
sobre la comprobacion de la esterilidad,* varios documentos relativos a
la comprobacién de la actividad,® y numerosos datos inéditos recogidos
por los miembros del Grupo.

El Grupo examind asimismo las reglamentaciones y normas vigentes
en varios paises: para la fabricacién y la inspeccion de la vacuna antipolio-
mielitica, que, en su mayor parte, se inspiran en los primeros requisitos
establecidos en los Estados Unidos de América. Ello no obstante, el
examen de los documentos sometidos a la consideracién del Grupo de
Estudio ¢ y de los datos complementarios comunicados por los miembros
del Grupo demostré que las normas en vigor varian mucho de unos paises
a otros. El Grupo llegd a la conclusion de que seria muy util establecer
unas normas fundamentales susceptibles de aceptacion internacional para
la fabricacion y la inspeccién de la vacuna antipoliomielitica.

El Grupo redacté las normas relativas a la vacuna antipoliomielitica
reproducidas en el anexo 2, que consideré susceptible de aplicacion general
a todas las vacunas que se usan en la actualidad y que, en consecuencia,
se basan solo en las vacunas trivalentes de virus inactivados. El Grupo
convino en que podria darse el caso de que una poblacion en su mayor

1 Secretaria de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/31

2 Secretaria de la OMS, documentos de trabajo inéditos WHO/BS/IR/29 y 30

3 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1958, 145

4 Eissner, G. y Bonin, O., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/36

5 Gard, S., Johnsson, T., Lycke, E., Melén, B., Olin, G., Salenstadt, R. & Wrange,
G., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/32 ; de Somer, P., documento de trabajo
inédito WHO/BS/IR /33 ; Lépine, P., Roger, F. & Sautter, V., documento de trabajo
inédito WHO/BS/IR /34 ; Krech, U., documento de trabajo inédito, WHO/BS/IR/38 ;
Benyesh, M. & Melnick, J. L., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/39; Estados
Unidos de América, Division of Biologics Standards, National Institutes of Health,
documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/42 ; Prigge, R., Giinther, O. & Bonin, O.,
documento de trabajo inédito WHO/BS/IR /43

6 Lafontaine, A., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/40 (Normas en vigor
" en Bélgica) ; Canadd : Laboratory of Hygiene, documento de trabajo inédito WHO/BS/
IR/41 ; von Magnus, H., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/35 (Normas en
vigor en Dinamarca) ; Lépine, P., documento de trabajo inédito WHO/Polio/23 (Normas
en vigor en Francia) ; Republica Federal de Alemania, Paul-Ehrlich Institut, Francfort
del Meno, tercer proyecto inédito del reglamento provisional para la inspeccion
nacional de vacunas antipoliomieliticas; Penso, G., documento de trabajo inédito
WHO/BS/IR /37 (Normas en vigor en Italia) ; Inglaterra y Gales, Therapeutic Substances
Amendment Regulations, 1956, Schedule, Part XV1I ; Estados Unidos de América, Code
of Federal Regulations, 1956, Title 42, Chapter I, Part 73
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parte sin inmunizar se viera amenazada de una epidemia causada por un
solo tipo de virus poliomielitico, y reconocié que en esas circunstancias
podria resultar conveniente el uso de vacunas monovalentes o incluso
bivalentes. Esas vacunas deberian reunir todas las normas pertinentes
establecidas en el anexo 2.

Al deliberar sobre las normas de inocuidad que deberia reunir la
vacuna antipoliomielitica, el Grupo de Estudio examind la importancia
que podria tener la presencia del virus de la coriomeningitis linfocitica,
del virus B y de otros agentes de enfermedades del mono en los cultivos
de tejidos utilizados para la producion de la vacuna, y llegd a la conclusién
de que los dos virus mencionados, a pesar de su patogenicidad para el
hombre, no plantean un problema grave desde el punto de vista de la
inocuidad, pues son mucho menos estables que el virus poliomielitico en
presencia de formaldehido y de otras sustancias quimicas. Si se considerara
aconsejable investigar la presencia de virus B, las pruebas deberfan prac-
ticarse lo antes posible después de la recogida del virus poliomielitico
destinado a la fabricacién de la vacuna.

2. RECOMENDACION PARA QUE SE ORGANICE UN ESTUDIO
INTERNACIONAL SOBRE LAS PRUEBAS DE ACTIVIDAD

Es imposible, de momento, establecer con el debido detalle normas
internacionales sobre la actividad antigénica de la vacuna antipoliomielitica.
A juicio del Grupo de Estudio, seria prematuro fijar con precision el
grado de actividad que debe considerarse aceptable. no sélo por la diversidad
de los principios y los métodos aplicados en las pruebas de laboratorio
que se emplean en la actualidad, sino por la falta de datos suficientes
sobre la relacion que existe entre los resultados de las pruebas de actividad
realizadas en el laboratorio y la eficacia practica de la vacuna.

El Grupo de Estudio tomé nota de que en varios paises se estd pro-
curando mejorar los métodos de determinacion de la actividad, consideré
que en esta fase la colaboracién internacional es posible y conveniente,
y recomendd que se organizara un estudio con la participacién de varios
laboratorios de distintos paises, cuyos métodos de practicar esa determina-
cién sean diferentes. Este estudio internacional permitiria comparar los
datos obtenidos por distintos laboratorios al ensayar una misma vacuna
por el método o los métodos que se especificaran y por los habituales de
cada establecimiento. Con objeto de obtener datos tan utiles como sea
posible, convendria que cada laboratorio participante en el estudio inter-
nacional valorara ademds de una vacuna de referencia que seria la misma
en todos los casos, otra vacuna y varias de sus diluciones, designadas
por los nimeros de una clave. También seria conveniente que se ensayara
la misma vacuna en el hombre.
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El Grupo tomé nota de que se estaba preparando un lote de vacuna
antipoliomielitica por encargo de los National Institutes of Health de
Bethesda, Maryland (Estados Unidos de América), con objeto de usarlo
como preparacion preliminar de referencia en un estudio nacional sobre
las pruebas de actividad, y de que parte de este lote podria utilizarse para
el estudio internacional propuesto. ‘

Un factor de importancia para el resultado del estudio internacional
es la estabilidad de las vacunas que se empleen, y especialmente de la
vacuna de referencia, en las condiciones de almacenamiento y transporte.
Convendria, por tanto, proceder a estudios sobre la estabilidad de las
vacunas después del transporte o de la exposicién a una temperatura que
pueda provocar su degradacién, tomando como término de comparacion
un antigeno infectante estable. '

El Grupo tomé nota asimismo de que el Comité de Expertos en Patrones
Bioldgicos habia adoptado algunas disposiciones conducentes a la adopcién
de una vacuna antipoliomielitica trivalente liofilizada y estable y pidio,
en consecuencia, que se sefialara a la atencién de dicho Comité la presente
recomendacion con objeto de que en el estudio internacional se use un
antigeno liofilizado, si se dispone de él.

Convendria pedir a los laboratorios participantes® que procedieran a
valorar las vacunas por medio de una prueba especificada de actividad
en el cobayo.? También deberian adoptarse las disposiciones adecuadas
para que algunos de esos laboratorios practicaran una prueba especificada
en pollos 2 y otra de combinacién con el anticuerpo.? Ademas, todos los
laboratorios procederian simultineamente a valorar por su método habitual
todas las vacunas objeto del estudio.

El Grupo de Estudio recomenddé que la Organizacion Mundial de la
Salud adoptara las dispesiciones necesarias para emprender el indicado
estudio internacional, y para reunir y evaluar sus resultados. Mientras
éstos no se conozcan, serd imposible establecer normas de actividad mas
detalladas que las que figuran en el anexo 2 del presente informe.

1 Los siguientes laboratorios se han ofrecido a participar en el estudio internacional,
practicando las pruebas que sean necesarias: Institut d’Hygiéne et d’Epidémiologie,
Bruselas (Bélgica) ; Statens Seruminstitut, Copenhague (Dinamarca) ; Institut Pasteur,
Paris (Francia) ; Paul-Ehrlich-Institut, Francfort del Meno (Reptblica Federal de Ale-
mania) ; Istituto Superiore di Sanita, Roma (Italia); The Poliomyelitis Research Foun-
dation Laboratories, Johannesburgo (Unién Sudafricana); Statens Bacteriologiska
Laboratorium, Estocolmo (Suecia); Biological Standards Control Laboratories, Londres
(Inglaterra) ; Division of Biologics Standards, National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (Estados Unidos de Ameérica); Instituto de Mosca para la Profilaxis de la Polio-
mielitis, Mosctt (Unién de Republicas Socialistas Soviéticas).

2 Todos los métodos de prueba que deberdn emplearse en el estudio han sido objeto
de especificaciones detalladas y recomendadas, que deberian comunicarse a los labora-
torios participantes.
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3. REVISION DEL TEXTO DE LAS NORMAS
PARA LA VACUNA ANTIPOLIOMIELITICA

El Grupo de Estudio deliberé sobre los procedimientos que cabria
recomendar para las revisiones del texto actual de las Normas para la
Vacuna Antipoliomielitica (anexo 2 al presente informe), y recomendd
a la Secretaria de la Organizacién Mundial de la Salud que sometiera
todas las observaciones que puedan formular los miembros del Grupo
u otros especialistas a la consideracion de grupos de estudio o de comités
de expertos de composicién adecuada, a fin de que fuera posible redactar
unas normas definitivas.

Convendria que el texto de las normas fuera objeto de exdmenes ulte-
riores a intervalos adecuados y que se tomaran las disposiciones necesarias
para publicar los textos revisados cuando fuere necesario.






Anexo 1

NORMAS GENERALES PARA FABRICAS Y LABORATORIOS
DE INSPECCION
(NORMAS PARA SUSTANCIAS BIOLOGICAS Ne° 1) *
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2. Locales e instalaciones . . . . . . . . . . . . . 11
3. Inspeccion de la produccion. . . . . . . . . . . 12
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9. Distribucién y expediciéon. . . . . . . . . . . . 15
10. Almacenamiento y fecha de caducidad . . . . . . 16
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1. Administracién y personal . . . . . . . . . . . 16
2. Locales e instalaciones . . . . . . . . . . . . . 16

3. Atribuciones . . . . . . . . . .« . . ... 1T

Consideraciones generales

Los procedimientos necesarios para la inspeccion de las sustancias bio-
16gicas durante su fabricacién son distintos de los que aplican a los pro-
ductos acabados los servicios nacionales de inspecién. La inspeccion en
la fase de fabricacion es un asunto de interés exclusivamente nacional,
mientras que la inspeccién oficial de los productos acabados, incluso los

* El proyecto original de estas normas fue preparado por el Grupo de Eswudio sobre
Normas para Sustancias Biolégicas que se reunié en Ginebra del 7 al 12 de octubre de 1957.
Los miembros de este Grupo de Estudio fueron : Dr. M. L. Ahuja. Medical Adviser to the
High Comissioner for India. Londres (Inglaterra) ; Dr. J. Desbordes, Service Central de la
Pharmacie, Bureau des Sérums et Vaccins. Paris (Francia); Dr. G. Eissner, Paul-Ehrlich-
Institut, Francfort del Meno (Republica Federal de Alemania); Dr. J. H. Gaddum. Director,
Pharmacological Laboratory. University New Buildings. Edimburgo (Escocia) ; Dr. L. Green-
berg, Chief, Biologics Control Laboratories, Laboratory of Hygiene. Ottawa (Canada) :
Dr. D. Iki¢, Director del Instituto:para la Produccion de Sueros y Vacunas. Zagreb_(Yugo-
slavia) ; Dr. M. Kurokawa, Jefe del Departamento de Andlisis General. Instituto Nacional
de Sanidad, Tokio (Japén); Dr. A. Lafontaine, Directeur, Institut d’Hygiéne et d’Epidé-
miologie, Bruselas (Bélgica) (Presidente); Dr. O. Maaloe. Director del Departamento_de
Patrones Biologicos, Statens Seruminstitut. Copenhague (Dinamarca) ; Dr. G. Penso, Jefe
del Laboratorio de Microbiologia, Istituto Superiore di Sanita, Roma (Iralia) ; Dr. W. L. M.
Perry. Director, Department of Biological Standards, National Institute for Medical Research.
Londres (Inglaterra) ; Dr. J. T. Tripp, Division of Biologics Standards. National Institute
of Health, Bethesda, Md. (Estados Unidos de América) (Vicepresidente). Actud de Secretario
el Dr. N. K. Jerne, Jefe de la Seccién de Patrones Bioldgicos. OMS.

9
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de importacién, puede tener consecuencias de orden nacional e interna-
cional.

Las normas generales formuladas en la parte A son aplicables a todas
las situaciones que pueden darse en la fabricacién.

La situacién ideal seria que los gobiernos de todos los paises aplicaran
las mismas medidas de inspeccién. Si asi ocurriera no habria ninguna
dificultad para la libre circulacion internacional de las sustancias biolégicas
y los servicios nacionales sélo tendrian que resolver el problema de la
inspeccion de las sustancias fabricadas en sus respectivos paises. Es nece-
sario, sin embargo, hacerse cargo de que habrdn de pasar muchos afios
antes de que se llegue a esa situacién ideal ; entretanto, los servicios nacio-
nales de inspeccién tendran que seguir ocupdndose no sélo de las sustancias
fabricadas en sus respectivos paises, sino de las importadas de otros.

Las normas generales formuladas en la parte B son aplicables a todos
los laboratorios de inspeccion en funcionamiento en las condiciones
actuales, cualesquiera que sean el nimero o la naturaleza de las sustancias
biologicas sometidas a inspeccién y tanto si han sido fabricadas en el pais
como importadas.

Cada una de las siguientes secciones del presente documento constituye
una recomendacién. Las partes de cada seccion que van impresas en
caracteres grandes se han redactado en forma de normas de manera que
las administraciones sanitarias nacionales que lo deseen puedan usarlas
como requisitos nacionales definitivos, sin necesidad de introducir modi-
ficaciones. Las partes impresas en caracteres pequefios tratan de extremos
sobre los cuales se ha juzgado conveniente hacer observaciones.

Convendria que los paises que adopten estas normas como base de
sus reglamentos nacionales relativos a las normas generales para la fabri-
cacién e inspeccién de sustancias biologicas afiadieran una disposicién
que permitiera introducir modificaciones, siempre que se haya demostrado
a las autoridades nacionales de inspeccién que tales modificaciones asegu-
ran un grado de inocuidad y de actividad de los productos por lo menos
igual al estipulado por las normas formuladas a continuacién. En esos
casos, la decision adoptada debe ponerse en conocimiento de la Organi-
zacién Mundial de la Salud.

Los términos «autoridad nacional de inspeccion » y « laboratorios
nacionales de inspeccion », tal como se usan en estas normas, se refieren
siempre al pais en el que se fabrica la vacuna. '

‘

Parte A. Normas generales para fabricas

1. Personal

La fabricacién debe ser dirigida por una persona que domine las técnicas
de la fabricacion de sustancias biolégicas y que conozca los principios
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cientificos en que se fundan esas técnicas. Esta persona debe tener ademds
la autoridad suficiente para mantener la disciplina entre el personal, en
el que debe haber especialistas con una formacion adecuada a los productos
fabricados en el establecimiento.

Asi, para abordar los problemas de fabricacién, es necesaria
la formacion en algunos de los siguientes campos o en todos :
bacteriologia, biometria, quimica, medicina, farmacia, veteri-
naria y virologia.

El personal encargado de las pruebas de inspeccidn debe ser
distinto del asignado al departamento de fabricacién y no debe
estar a las oOrdenes del jefe de esta ultima.

Todo el personal asignado a la fabricacién, a los ensayos
y al cuidado de los animales debe estar inmunizado con vacunas
especificas y someterse todos los afios a un reconocimiento
médico que permita diagnosticar los posibles casos de tuber-
culosis.

2. Locales e instalaciones

2.1 Locales

Los laboratorios, las salas de operaciones, los locales para los animales
y todos los demds locales y edificios usados para la fabricacion de sus-
tancias bioldgicas deben proyectarse de manera que reunan las mejores
condiciones de limpieza, higiene, proteccién contra el polvo, los insectos
y otras sabandijas, y construirse con los materiales mds convenientes para
esos fines. En todos esos locales habra instalaciones de agua corriente,
caliente y fria, y de desagiie. Se tomardn las precauciones adecuadas para
impedir la contaminacién del sistema de desagiie con efluentes peligrosos
y la diseminacion de microbios y virus patdgenos en el aire. El personal
dispondrd de los vestuarios y los demds servicios que hagan falta. Todos
los edificios y locales deben estar constantemente limpios y en las debidas
condiciones de higiene. Cuando los locales destinados a la fabricacion
de sustancias bioldgicas se empleen para otros fines, se limpiardn cuidadosa-
mente y, en caso necesario, se esterilizardn antes de volver a fabricar en
ellos dichas sustancias.

2.2 Salas de temperatura constante

Se instalarAn cdmaras frigorificas de capacidad suficiente, asi como
incubadoras o cuartos calientes, en los que pueda mantenerse una tem-
peratura uniforme dentro de los limites deseados.

La temperatura debe ser uniforme en todo el interior de las
camaras frigorificas v las incubadoras ; es preferible que estén
provistas de termografos.
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2.3 Salas estériles

Los locales estériles usados para los pases de cultivos y para la produc-
cién serdn de las menores dimensiones posibles, de techo bajo y superficies
lisas, con objeto de que se pueda limpiar a fondo cada vez que vayan a

utilizarse. Esos locales deben estar completamente limpios de poivo

y, a ser posible, dispondrdn de aire filtrado a mayor presién
que la de los locales adyacentes.

El personal que trabaje en las salas estériles debe disponer de un
vestuario especial. :

2.4 Instalaciones de lavado y esterilizacion

El establecimiento dispondrd de las instalaciones adecuadas para el
lavado de los aparatos. Se dispondra de autoclaves, esterilizadores de calor
seco y filtros antibacterianos para la esterilizacion de las materias primas,
los medios de cultivo y los aparatos.

Conviene que las autoclaves estén provistas de termégrafos.
Los demdas medios de esterilizacién, como los rayos ultravioletas

y los agentes quimicos, tiemen aplicaciones especiales y se
empleardn, cuando sea necesario, bajo la debida vigilancia.

2.5 Locales para los animales

La disposicion y los materiales de construccion de estos locales deben
permitir el mantenimiento de las debidas condiciones de limpieza y de
higiene y una proteccién eficaz contra los insectos y otros animales dafiinos.
Entre otras instalaciones, habra locales aislados para tener en cuarentena
a los animales recién adquiridos y almacenes para piensos debidamente
protegidos contra los animales dafiinos.

Conviene que haya medios para la desinfeccion de las jaulas,

a ser posible con agua caliente y vapor, asi como un horno para
incinerar los residuos y los animales muertos.

3. Inspeccién de la produccion

3.1 Métodos de produccion

Se prepararan instrucciones escritas, en las que se detallardn todas las
fases de la produccion y de la inspecciéon de cada producto. El personal
no se apartard de dichas instrucciones sin el permiso de la autoridad
competente.

3.2 Limpieza

Todos los aparatos, instalaciones y materiales usados en la fabricacion
deberan estar limpios y, en caso necesario, estériles y exentos de pirégenos.
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3.3 Orden

Todos los recipientes de sustancias biologicas llevaran en todas las
fases de la fabricacion un rétulo bien pegado, que permita identificar su
contenido.

3.4 Precauciones contra la contaminacion

Todas las operaciones con microorganismos esporogenos o virus se
efectuaran en locales exclusivamente destinados a este fin y dotados de
todo el material necesario que no podrd usarse fuera de esos locales.

Por cada virus que haya que manejar se dispondrd de una instalacién
distinta. Se evitard, sobre todo durante las centrifugaciones y mezclas,
la formacién de aerosoles que puedan transportar virus de una seccién
a otra. '

Las piezas anatomopatoldgicas que se reciban con fines diagndsticos
deberdn examinarse en locales exclusivamente destinados a ese menester
y distintos de los que se usen para la fabricacién de sustancias bioldgicas.

Durante el trabajo, los empleados deben permanecer en los
locales que les correspondan y llevar prendas de proteccion,
asi como calzado, gorros, etc., adecuados, que se dejardn en
esos locales. Los empleados que padezcan una enfermedad
infecciosa no deben reintegrarse al trabajo hasta que estén
completamente restablecidos.

Debe reducirse al minimo el ntimero de visitantes y, como
regla general, no se permitira a éstos la entrada a las salas
estériles.

3.5 Cuidado de los animales

Los animales que se usen en las operaciones de produccidon o en las
pruebas no deben presentar ningin sintoma de enfermedad transmisible,
y deben estar convenientemente alojados en todo momento. Se les dard
una alimentacién equilibrada y se los tendrd constantemente limpios y en
las debidas condiciones de higiene.

Los animales que se usen en las operaciones de produccién
o en las pruebas deben tenerse en cuarentena por lo menos
durante una semana, observiandolos a diario. En algunos casos
es conveniente tener los locales a la temperatura 6ptima para
la especie de que se trate v para la prueba que se practique.
También puede ser necesario disponer de razas puras de animales
de ensayo.

No se permitird la salida del establecimiento de ningin animal vivo
o muerto que pueda transmitir enfermedades.

Los animales muertos de resultas de una infeccion deben
destruirse, a ser posible en un horno crematorio.
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4. Envase y recipientes

4.1 Salas de envase

El envase debe hacerse en las salas exclusivamente destinadas a ese
fin, que se mantendrdn en las debidas condiciones de esterilidad y que dis-
pondran de instalaciones especiales para transvasar cantidades especificadas
de sustancias biologicas acabadas de los depdsitos donde se guarde el
producto a granel a los recipientes definitivos. Se adoptardn medidas rigu-
rosas de proteccion contra el polvo y de asepsia para evitar que el
preparado se contamine durante el envase.

Entre esas medidas estan las de precipitacion del polvo por
medio de vapor o rociamientos, el uso'de ropas protectoras, etc.

4.2 Procedimientos de envase

Las operaciones de envase se llevardn a cabo de manera que no se
produzca ninguna contaminacién o alteracion del preparado.

4.3 Recipientes

Los recipientes se cerrardn lo antes posible después de llenarlos. Los
tapones serdn de una materia que no provoque ninguna alteracion en la
sustancia bioldgica, y permitirdn. conservar el cierre hermético hasta la
fecha de caducidad del preparado.

5. Pruebas

Todas las pruebas que hayan de practicarse con una sustancia bioldgica
determinada, que exijan el uso de microorganismos vivos, se llevaran a
cabo en locales distintos de los destinados a la produccion.

A ser posible, todas las pruebas se practicardn en locales
cxc1u§ivamente destinados a ese efecto.
En Jas normas formuladas para cada sustancia biolégica,

se describiran las pruebas necesarias para determinar la ino-
cuidad, la pureza y la actividad de cada lote.

6. Registros

6.1 Memorias de produccion y registros de distribucion

Se llevardn registros permanentes en que se anotardn todos los datos
relativos a las diferentes fases de fabricacién, inspeccién, envase y
distribucién. Las memorias asi constituidas se conservardn hasta la fecha
de caducidad de cada lote del producto bioldgico, y estardn en todo mo-
mento a disposicién de las autoridades nacionales de inspeccion.

Deben anotarse en las memorias los datos necesarios para
seguir todas las fases del proceso de produccién e inspeccion
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de cada lote, entre ellos, los relativos a la esterilizacion de todos
los aparatos y materiales usados para la fabricacion. Los regis-
tros de distribucién se llevaran de manera que en caso nece-
sario se pueda retirar rdpidamente del comercio cualquier lote.

6.2 Registros de cultivos

Se anotaran en registros especiales todos los pases que se hayan practi-
cado con cada uno de los cultivos existentes en el establecimiento. Todos
los cultivos estardn rotulados y se conservardn con las precauciones y el
orden debidos.

7. Muestras

De cada lote se tomardn las muestras necesarias para enviarlas al
laboratorio nacional de inspeccién. Se retendran muestras adicionales como
material de referencia hasta la fecha de caducidad del lote, de manera que
éste pueda identificarse en cualquier momento.

Los fabricantes deben conservar suficientes muestras adicio-
nales para repetir las pruebas de inspeccion, si fuera necesario.

8. Rotulacion

Estando pendiente la formulacién de los normas generales
para la rotulacion aplicable a todos los productos biolégicos,
los datos que deben constar en las etiquetas pegadas a los
envases y a las envolturas. v en los prospectos que puedan
acompanar al envase se indicaran en las normas para cada
sustancia bioldgica.

9. Distribucién y expedicion
9.1 Autorizacion de distribucion

No se autorizar4 la distribucién de ningin lote de una sustancia bioldgica
mientras no se hayan practicado, resumido y evaluado todas las pruebas
necesarias y no se hayan cumplido los demads requisitos oficiales relativos
a Ja inspeccion. Entre otras pruebas se practicard obligatoriamente un
ensayo de identificacion del contenido de un recipiente definitivo de cada
tanda de envase, con objeto de verificar la exactitud de la rotulacién.

9.2 Expedicion

Las sustancias biologicas se expedirdn con las precauciones debidas
para que el producto conserve su actividad al llegar al punto de destino.

En la imposibilidad de enunciar reglas aplicables en todas
las circunstancias, serd necesario estudiar detenidamente cada
caso particular,
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10. Almacenamiento y fecha de caducidad

10.1 Condiciones de almacenamiento

Las sustancias bioldgicas se almacenardn a temperaturas constante-
mente comprendidas entre los limites mds favorables para su estabilidad.

Durante la distribuciéon, puede ser necesario autorizar la
exposicion del producto durante cortos periodos de tiempo a la
temperatura ambiente.

10.2 Fecha de caducidad

La fecha de caducidad de las sustancias bioldgicas se determinard y
se fijard con el visto bueno de las autoridades nacionales de inspeccion.

Parte B. Normas generales para laboratorios de inspeccion

1. Administraciéon y personal

El laboratorio de inspeccion dependerd, directa o indirectamente, del
servicio nacional de inspeccion.

La adopcién de medidas para garantizar la inocuidad, la
actividad y la pureza de las sustancias bioldgicas usadas en
un pais incumbe normalmente al departamento de sanidad del
gobierno del pais en cuestion, aunque naturalmente esa atribu-
cién haya de delegarse en el director del laboratorio de inspec-
cién, que debe disponer de todos los poderes necesarios y asu-
mir la plena responsabilidad de esa funcién.

El director del laboratorio de inspeccién debe ser persona competente
y experimentada en la inspeccion de sustancias bioldgicas.

El laboratorio dispondrd ademds de técnicos de todas las especialidades
necesarias para la adecuada inspeccion de las sustancias bioldgicas, pre-
paradas en el pais o importadas, que deban someterse a su aprobacion,

Sera necesario, por lo general, que el laboratorio disponga
de personas competentes en algunos de los siguientes campos
o en todos: bacteriologia, biometria, quimica, medicina,
farmacia, farmacologia, veterinaria y virologia.

2. Locales e instalaciones

Las normas para locales e instalaciones enunciadas en la seccion 2
de la parte A serdn aplicables, en general, a los laboratorios de inspeccién.

Los instrumentos y aparatos del laboratorio deberdn ser de alta preci-
sién. .
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El calibrado y la precisién de todos los instrumentos y
aparatos debe verificarse a intervalos regulares.

El personal del laboratorio debe disponer constantemente
de obras de consulta, tanto libros como revistas.

3. Atribuciones

El método de inspeccion mads eficaz es, sin duda alguna,
el de obligar a los establecimientos productores a obtener una
licencia oficial y someter sus instalaciones a inspecciones regulares
v los productos acabados a las necesarias pruebas de verificacion.
El desempefio de esas funciones incumbe al laboratorio de
inspeccion. que debe velar por la aplicacion de las normas
establecidas en la parte A para los establecimientos productores.

3.1 Expedicion de licencias e inspeccion

Los fabricantes se proveeran de una licencia especial para cada sustancia
bioldgica que vayan a preparar, licencia que podrd retirdrseles en las
condiciones que se determinen cuando no se atengan a las normas generales
y especiales establecidas para dicha sustancia.

El personal técnico del laboratorio de inspeccion debe girar
visitas periodicas a todos Jos establecimientos productores una
vez al afio o con mds frecuencia si fuera posible.

3.2 Pruebas que debe practicar el laboratorio de inspeccion

El laboratorio de inspeccién dispondré del personal y de las instalaciones
que hagan falta practicar todas las pruebas necesarias con muestras de
los productos acabados o en distintas fases de la fabricacion.

Las pruebas que practique el laboratorio de inspeccién con
los productos acabados serdn de ordinario las mismas que se
exijan al fabricante, pero el laboratorio debe estar facultado
para cambiar esas pruebas v para decidir si procede aplicarlas
a todos los lotes o solamente a algunos.

Las pruebas a que se somete con fines de inspeccién el
producto acabado son a veces casi idénticas a las que se practican
durante la fabricacion, pero en algunos casos no ocurre asi,
pues las formas comerciales de las sustancias bioldgicas, por
ejemplo, las mezcladas con otros ingredientes activos, con
sustancias coadyuvantes o con agentes de conservaciéon, pueden
plantear problemas muy complicados al personal que debe
llevar a cabo los ensayos necesarios. Es imposible establecer
reglas generales sobre los tratamientos que deben aplicarse a
las numerosas preparaciones comerciales de wuna sustancia
bioldgica a fin de poder practicar las pruebas propuestas para
esa sustancia. Los laboratorios de inspeccion tendran que
adoptar los métodos que consideren mas adecuados, para lo
que acaso convenga, como primera medida, que pidan los datos
necesarios al fabricante.
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El laboratorio de inspeccion aplicard en sus propios servicios medidas
eficaces para la interpretacion objetiva de los resultados de las pruebas
y para evaluar el grado de precision de éstas.

Entre esas medidas de « autoinspeccion», el laboratorio
puede adoptar las siguientes : la inclusién de muestras dobles
designadas por un niimero de clave entre los productos que se
hayan de analizar ; el ensayo simultdneo por personas distintas
de muestras de un mismo lote; el calibrado y la verificacién
sistemdtica de la precision de sus instrumentos.

El laboratorio dispondrd de animales sanos de varias especies y de
razas perfectamente determinadas, en mimero suficiente para llevar a cabo
todas las pruebas necesarias.

Los animales de ensayo deben ajustarse a normas mds
estrictas que las usadas en la inspeccion fabril, pues el numero
de muestras es limitado y hay que aspirar al maximo de
precisién en la practica de las pruebas. Los animales deben
estar en inmejorables condiciones de nutricion y de alojamiento
antes de las pruebas y durante ellas. Es indispensable ademas
que los animales de ensayo no padezcan ninguna enfermedad
infecciosa y para ello el mejor procedimiento es aplicar con
todo rigor las medidas de cuarentena.

3.3 Licencia.de circulacién y certificados de inspeccion

No se autorizara la circulacién de ningiin lote de una sustancia biologica
que no retdna las condiciones exigidas por el laboratorio nacional de
inspeccion.

En ciertos casos, el funcionario encargado del laboratorio nacional
de inspeccion debera extender, a peticién del laboratorio productor, un
certificado que acredite si un determinado lote de la sustancia bioldgica
redne o no todas las condiciones exigidas.

Por regla general, es imposible y acaso resulte superfluo
mds adelante que el laboratorio de inspeccion trate de someter
a su licencia o inspeccién a los fabricantes establecidos fuera
de su propia jurisdiccion.

La inspecciéon de las sustancias biolégicas importadas de
otros pafses ha de fundarse, por consiguiente, en las pruebas
que se practiquen con los productos acabados, completadas
con las memorias de las pruebas hechas por el fabricante y,
en ciertos casos, con un certificado acreditativo de que, a juicio
del servicio de inspeccioén del pais de origen, el producto retne
las condiciones debidas.

3.4 Investigacion y formacion profesional

Es conveniente organizar los laboratorios de inspeccion de
manera que, ademds de atender a sus actividades normales de
ensayo, pueda encargarse de trabajos de investigacién. El
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fomenio de las investigaciones no sélo permitird perfeccionar
los métodos de examen, sino que ayudard al laboratorio a
retener un personal interesado, eficiente y altamente calificado.
El nimero de especialistas que se necesitan en un pais para la
inspeccion de sustancias bioldgicas es demasiado pequefio para
justificar la organizacion de cursos universitarios especiales.
Es necesario, por tanto, organizar en los laboratorios de inspec-
cién programas eficaces de formacién profesional, en los
aspectos técnicos y administrativos de las actividades de inspec-
cién. Por regla general, el medio de adiestramiento mds eficaz
es la vigilancia inmediata del personal recién ingresado en el
laboratorio durante la realizacién de su trabajo, completado,
si las circunstancias lo permiten, con una Instruccién mds
sistematica.
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Consideraciones generales

La recomendacion de normas internacionales para la vacuna -anti-
poliomielitica inactivada presenta dificultades especiales, por la diversidad
de los procedimientos de fabricacién y ensayo seguidos en los distintos
paises. Esos procedimientos difieren sobre todo en las cepas de virus
empleadas, en los métodos de inactivacion v filtracién y en los agentes
de-conservacién y coadyuvantes empleados. A pesar de esas diferencias,
parece p051ble establecer ciertas normas esenciales relativas a la fabricacién
y a la inspeccién. Las recomendaciones que siguen se fundan en los métodos
actualmente usados, y serd necesario revisarlas mas adelante.

Cada una de las siguientes secciones constituye una recomendacion.
Las partes de cada seccién que van impresas en caracteres grandes se han
redactado en forma de normas, de manera que las administraciones sani-
tarias que lo deseen puedan usarlas como normas nacionales definitivas,
sin necesidad de introducir modificaciones. Las partes impresas en carac-
teres pequefios tratan de extremos sobre los cuales se ha juzgado conve-
niente hacer observaciones.
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Convendria que los paises que adopten estas normas como base de
sus reglamentos nacionales sobre vacuna antipoliomielitica afiadieran una
disposicion que permitiera modificar detalles de la fabricacién, siempre
que se haya demostrado a las autoridades nacionales de inspeccion que
tales modificaciones aseguran un grado de inocuidad y de actividad de la
vacuna por lo menos igual al estipulado por las normas formuladas a
continuacion. En esos casos, la decisién adoptada debera ponerse en cono-
cimiento de la Organizacién Mundial de la Salud.

Los términos « autoridad nacional de inspeccién » y « laboratorios
nacionales de inspeccién », tal como se usan en estas normas, se refieren
siempre al pais en el que se fabrica la vacuna.

Parte A. Normas de fabricacion

1. Definicion

1.1 Denominacion internacional y denominacion comiin

La denominacién internacional serd « Vaccinum poliomyelitidis inacti-
vatum ». Como denominacion comun se usard la equivalente de la inter-
nacional en el idioma del pais de origen.

La denominacién internacional debe reservarse para las
vacunas que satisfagan las normas formuladas a continuacién.

1.2 Definicién descriptiva

El vaccinum poliomyelitidis inactivatum consistird en una suspension
acuosa de virus poliomielitico humano* de los tipos 1, 2 y 3, proliferado en
cultivos de tejido renal de mono e inactivado por un método adecuado. La
preparacion debe ajustarse a todas las normas formuladas a continuacién.

1.3 Patrones, preparaciones de referencia y unidades internacionales

El Comité de Expertos de la OMS en Patrones Biol6gicos
ha tomado medidas para establecer un Patrén Internacional
para la Vacuna Antipoliomielitica.?

El Comité de Expertos ha establecido Preparaciones Inter-
nacionales de Referencia de Sueros Antipoliomieliticos de los
Tipos 1,2y 3.2

El laboratorio nacional de patrones bioldgicos de cualquier
pais puede obtener muestras de estas Preparaciones Internacio-
nales de Referencia del Laboratorio Internacional de Patrones
Biolégicos, Statens Seruminstitut, Copenhague (Dinamarca).

1 Comité Internacional de Nomenclatura, Subcomité de Virus (1954) Int. Bull. bact.
Nomencl. 4, 109 :

2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1958, 147, 14; 1959, 172, 12

3 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 172, 15
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2. Normas generales de fabricacién

Los establecimientos productores de vacuna antipoliomielitica obser-
varan, ademds de las normas para Sustancias Biolégicas N° 1,1 las
siguientes :

La vacuna antipoliomielitica se fabricard en locales independientes
provistos de personal e instalaciones exclusivamente destinados a ese fin.
La fabricacién de la vacuna antipoliomielitica inactivada se efectuardn
en locales distintos de aquellos en que se trabaja con virus activos.

La descripcion de los métodos que vayan a usarse para la fabricacion
de vacuna antipoliomielitica se someterd por escrito a la aprobacion de las
autoridades nacionales de inspeccién. No podrd introducirse en esos méto-
dos modificacién alguna que no haya recibido la aprobacién de las citadas

autoridades. Importa mucho que en cada establecimiento productor, la

produccion y la inspecciéon de la vacuna se encomienden a dos
departamentos distintos con atribuciones e independientes.

3. Inspeccion de la produccién
3.1 Inspeccion de las materias primas
3.1.1 Cepas de virus.

Las cepas de virus poliomieliticos que se usen en la produccion deben
identificarse por fichas de procedencia. por pruebas de infectividad y por
métodos inmunolégicos. Podrd utilizarse cualquier cepa siempre que la
vacuna obtenida se ajuste a las normas enunciadas en el presente documento.
La produccién de la vacuna se basard en un sistema de virus de siembra ;
el virus poliomielitico usado para la produccién de la vacuna no deberd
haber sufrido mas de 10 pases, a partir del cultivo de la cepa sobre el que
se hayan hecho las primeras pruebas de laboratorio y practicas.

Se dard preferencia a las cepas de escasa patogenicidad
para el mono.

Cualquier nuevo Jlote sembrado de una cepa de escasa
patogenicidad debe someterse a una prueba de determinacion
de la virulencia antes de usarlo como virus de siembra. Deben
depositarse en el laboratorio nacional de inspeccién muestras
de las cepas usadas. Los laboratorios especializados * facilitardn

1 Vease el Anexo 1.

* Los siguientes laboratorios se han ofrecido a proporcionar muestras de cepas
para este fin : Institut d’Hygiéne et d’Epidémiologie, Bruselas (Bélgica) ; Statens Serum-
institut, Copenhague (Dinamarca); Institut Pasteur, Parfs (Francia); Paul-Ehrlich-
Institut, Francfort del Meno (Republica Federal de Alemania);: Laboratorio de Micro-
biologia, Istituto Superiore di Sanita, Roma (Italia) : The Poliomyelitis Research Founda-
tion Laboratories, Johannesburgo (Union Sudafricana); Statens Bacteriologiska
Laboratorium, Estocolmo (Suecia) ; Biological Standards Control Laboratories, Medical
Research Council Laboratories, Londres, N.W. 3 (Inglaterra) ; Division of Biologics
Standards, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (Estados Unidos de América) ;
Instituto de Moscii para la Profilaxis de la Poliomielitis, Moscu (Unidén Soviética).
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directamente, o por conducto de la Organizaciéon Mundial de la
Salud, muestras de las cepas actualmente usadas para la fabrica-
cién de vacuna antipoliomielitica.

3.1.2 Monos

El tejido renal necesario para la produccién del virus poliomielitico
debe obtenerse de monos de especie apropiada y en buen estado de salud.
Los animales sacrificados se examinardn para ver si presentan signos de
enfermedad, y se desechardn si tienen alguna lesion patolégica que puedan
influir en la preparacion de la vacuna. Tampoco se usardn los monos que
hayan servido para estudios experimentales. A titulo de excepcidon podrén
emplearse los que se hayan utilizado en pruebas de inocuidad o de actividad
con resultados clinicos negativos.

Conviene tener a los monos en grupos tan pequefios como
sea posible con objeto de reducir la propagacién de infecciones
en la colonia.

3.1.3 Cultivo de tejidos para la produccion de virus

Los virus usados en la preparacién de la vacuna se obtendrdn por
métodos asépticos en cultivos de células renales de mono que no se hayan
propagado en serie. El medio de mantenimiento no contendra proteinas.
Si se usa suero animal para cultivar las células, la vacuna acabada no
debe contener ese suero en proporcién superior a una parte por millén.

Pueden emplearse antibiéticos adecuados en las concentra-
ciones minimas necesarias para asegurar la esterilidad. Si se
usa penicilina, su concentracién no debe ser superior a 200 uni-
dades internacionales por ml. Pueden afiadirse indicadores del
pH exentos de efectos toxicos, como el rojo de fenol a la
concentracion de 0,002 ;.

3.2 Precauciones que deben tomarse en la produccion

En la fabricaciéon de la vacuna antipoliomielitica se adoptardn las
precauciones generales de producciéon que se indican en la seccién 3 de
la parte A de las Normas Generales para Fébricas y Laboratorios de
Inspeccién.! _

Teniendo en cuenta el peligro de infeccion a que estan
expuestas las personas que trabajan con virus poliomieliticos
activos, se recomienda proceder, en caso necesario, a la inmu-
nizacién de todo el personal con vacuna antipoliomielitica.

La infeccion de virus B que padecen algunos monos es
tambien peligrosa y con objeto de limitar su propagacién se
recomienda reducir al minimo el contacto con los animales y
que en la medida de lo posible el personal utilice ropas y otros

1 Véase el anexo 1.
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dispositivos de proteccion. Tambien convendria emprender
investigaciones para obtener agentes profildcticos y sueros
protectores contra esa infeccion.

La experiencia demuestra que los monos pueden ser tambien
fuente de infecciones por Mycobacterium tuberculosis, por lo
que deben adoptarse las medidas de proteccién adecuadas contra
tales procesos.

3.3 Inspeccion de las fases monovalentes del producto

3.3.1 Tratamiento anterior a la inactivacion

Cada mezcla de virus monovalente deben filtrarse o clarificarse antes

de la inactivacion.

Se ha comprobado que la filtracién o la clarificacién de las
suspensiones brutas de virus son importantes para obtener una
mayor regularidad en el proceso de inactivacién. Por lo general,
la filtracién se hace en serie, o gradualmente mediante filtros
de porosidad decreciente. Como ultimo filtro se utiliza con
mucha frecuencia una almohadilla Seitz Sl, pero tambien se
obtienen resultados satisfactorios con otras clases de filtros, o
por procedimientos de clarificacién distintos de la filtracion.

3.3.2 Titulacion del virus

Una vez filtrada o clarificada la suspension y antes de proceder a la
inactivacidn se tomard una muestra de cada lote monovalente para
titular el virus poliomielitico infeccioso por métodos de cultivo tisular.
Esta titulacion se hard con diluciones sucesivas de razén 10, usando diez
tubos de cada dilucidn, o segin cualquier otro sistema de tubos y diluciones
que dé resultados igualmente exactos.

Todos los lotes monovalentes deben tener por lo menos un
titulo de 10% DICT;,* por ml en un bafio de cultivo de tejidos
de sensibilidad normal. Este resultado se confirmara mediante
una titulaciéon paralela de una preparacién de referencia de
virus poliomielitico, cuyo titulo se haya determinado de ante-
mano utilizando cultivos de tejido renal de mono.

La determinacién del titulo de los lotes de virus antes
de la inactivacién tiene por objeto principal la eleccion de los
que parezcan capaces de satisfacer, después de inactivados, las
normas de actividad.

Mientras no se disponga de preparaciones internacionales
de referencia de virus poliomieliticos, convendria que los
laboratorios nacionales de inspeccion facilitaran a los fabri-
cantes preparaciones de virus de referencia.

Aunque en teoria puede ser aconsejable el uso de prepara-
ciones de referencia para cada uno de los tpos de virus, la
comprobacion de la sensibilidad de los cultivos de tejidos puede
hacerse con una preparacion de referencia de un sélo tipo. Una

* DICTy, = Dosis infectante sobre cultivo tisular 30 %
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preparacion de referencia de virus poliomielitico del tipo 1 ha
resultado satisfactoria para esa comprobacion.

3.3.3 Pruebas para la investigacion de M. tuberculosis y de virus B

Antes de la inactivacion se practicard, usando muestras adecuadas de
cada lote monovalente, una prueba en el cobayo y en medios de cultivo
apropiados, para confirmar la falta de M. rtuberculosis. Si se demuestra
la presencia de esta bacteria, deberd desecharse cualquier producto hecho
a partir lotes. :

Si se practican pruebas para la investigacion de virus B,
las muestras de lotes monovalentes se tomardn antes de
empezar la inactivacion y a ser posible inmediatamente después
de la recogida.

3.3.4 Momento en que debe procederse a la inactivacion

La inactivacién se empezard lo antes posible y en ningtin caso después
de transcurridas 72 horas desde la filtracidén o la clarificacion.

Es preferible iniciar la inactivacion antes de las 24 horas.
Como la filtracion y la clarificacion tienen por objeto la elimina-
cion de las particulas y de otras sustancias pertubadoras que
pueden disminuir la eficacia del proceso de inactivacién, y
como los agregados tienden a aumentar si se deja reposar la
suspension después de filtrarla o clarificarla, se procurari no
rebasar el limite de tiempo indicado.

3.3.5 Moétodo de inactivacion

El virus de los lotes monovalentes debe inactivarse usando un agente
o un método que haya dado resultados constantemente satisfactorios en
el establecimiento productor.

La marcha de la inactivacién se vigilard determinando a
intervalos adecuados el titulo del virus.

El agente de inactivacién actualmente usado en la produccion
de todas las vacunas es el formaldehido, pero la mayoria de
los fabricantes han observado en el proceso de inactivacion
irregularidades de las que todavia no es posible dar una explica-
cién enteramente satisfactoria. Teniendo en cuenta que la
concentracion de aldehido libre disminuye en el curso del
proceso, se ha recomendado valorar periddicamente dicha
sustancia y mantener su concentracion al nivel debido mediante
reajustes -intermitentes.

Otro medio de uso mds general para reducir eficazmente la
frecuencia de esas irregularidades durante la inactivacion es la
practica de una segunda filtracion, lo que constituye una norma
en algunos paises. Con objeto de evitar la pérdida de antigeno
durante esa operacién, algunos fabricantes completan el tra-
tamiento inicial con el formaldehido con otro método de inacti-
vacion.
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Es de advertir que la regularidad con que se obtienen lotes
satisfactoriamente inactivados es un factor importante para
juzgar de la inocuidad de un preparado. Ello no obstante,
no pueden formularse normas concretas a ese respecto. En
algunos paises, la licencia de circulacion de la vacuna producida
por un fabricante se supedita a la obtencion de una serie de
cinco lotes trivalentes consecutivos o de 15 lotes monovalentes
también consecutivos, compuestos de cinco lotes de cada tipo,
en condiciones satisfactorias.

3.3.6 Prueba para verificar la eficacia de la inactivacion

Para excluir la presencia en la vacuna de virus pohomleh’uco infeccioso,
se verificard la eficacia de la inactivacién inoculando en cultivos de tejidos
dos muestras de 500 ml, como minimo de cada lote monovalente,
después de la extraccion o neutralizacion del formaldehido. Una de las
muestras se tomard al terminar el periodo de inactivacién y la otra durante
ese periodo, y en el momento correspondiente al tiempo necesario para
reducir la actividad del virus por lo menos a la millonésima parte de la
inicial. Cada muestra se inoculard en varios frascos de cultivos de tejidos
obtenidos como minimo a partir de dos lotes diferentes de células. No se
inocularan en cada frasco mas de 100 ml. La dilucién de la vacuna en el
liquido nutritivo no excederd de 1:4, y la superficie de la capa celular
serd por lo menos de 3 cm? por ml de vacuna. Se usardn como testigos
uno o varios frascos de cada lote de cultivo que contengan el mismo medio
y que se dejaran sin inocular.

El formaldehido contenido en Jas muestras de vacuna
destinadas a las pruebas en cultivos de tejidos se neutraliza
en general con bisulfito en el momento de la toma. De ordinario,
las muestras se someten después a una dialisis, operacion cuya
practica se recomienda, porque en las pruebas de inocuidad
conviene utilizar la vacuna en la méxima concentracién posible
y de preferencia sin diluir.

Aunque la didlisis no es indispensable para las pruebas en
cultivos de tejidos, se ha observado con frecuencia que el pro-
ducto sin dializar es toxico para las células incluso a la dilucién
1:4. La prueba se repetird con material dializado si se observa
una degeneracion inespecifica de las células, o una disminucion
de la sensibilidad del cultivo de tejidos.

Los frascos de los cultivos de tejidos primarios se tendrdn en observacion
por lo menos durante dos semanas. Con el contenido de cada uno de
esos frascos se hardn como minimo dos subcultivos, uno al terminar el
periodo de observacion y otro una semana antes, que se tendran también
en observacion por lo menos una semana.

Si en cualquiera de los cultivos se observan efectos citopatdgenos, no
se tomard ninguna decision respecto al empleo ulterior de la mezcla hasta
que se haya determinado la causa.
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Si se aisla virus poliomielitico activo, el lote monovalente no se
utilizard a menos que las autoridades nacionales de inspeccién permitan
un nuevo tratamiento. Si después del nuevo tratamiento no se ha conseguido
una inactivacion satisfactoria, no se usard el lote para la preparacion
de vacuna. Si, por el contrario, el nuevo tratamiento produce una inactiva-
cién adecuada, el lote podrd utilizarse a condicién de que lo autorice
el Laboratorio Nacional de Inspeccion.

El aislamiento de virus poliomielitico activo en un lote
monovalente debe considerarse en cualquier caso como una
solucién de continuidad en la constancia de los resultados.

Si se encuentran virus distintos del poliomielitico, se desechard el
lote monovalente en ensayo a no ser que se compruebe que los virus
no proceden de él.

]

La investigacion de virus activo residual en una vacuna y
la determinacion del titulo de virus infectivo en las suspensiones
no tratadas son problemas distintos. Se ha demostrado que el
virus poliomielitico sometido a la accién del formaldehido sin
llegar a inactivarse tarda mucho mds que el virus no-tratado
en provocar alteraciones citopatogenas. En las pruebas para
la investigacion de virus activo residual conviene, por tanto,
prolongar la observacién de los cultivos de tejidos todo el
tiempo que sea técnicamente factible. En esas condiciones, la
obtencién de un sistema de cultivo de tejidos satisfactorio para
este fin depende no sélo de la sensibilidad de las células usadas
para la preparaciéon de los cultivos, sino también del liquido
nutritivo, .

‘Las células renales de algunas especies de monos, por
ejemplo, las de 'los géneros Macaca, Cercopithecus y Papio
son mdas sensibles que otras. Si se usan otros sistemas de
cultivo de tejidos, debe comprobarse que su sensibilidad es
por lo menos igual a la de las células renales de las especies
indicadas.

Se recomienda, determinar la sensibilidad de cada lote de
cultivo de tejidos utilizdndolo para titular una preparacién de
referencia de virus poliomielitico (véase la Seccién 3.3.2) y
proceder al final de la prueba de inactivacién a una verificaciéon
de los cultivos usados mediante una pequefia dosis del virus
de referencia. ‘

Los cultivos pueden mantenerse en buen estado durante
largo tiempo mediante la adicién al medio de suero, prepara-
ciones de albumina, liquido amnidtico, etc. No se empleard
ninguno de esos aditivos sin comprobar de antemano que
estan exentos- de sustancias inhibidoras del virus y de anti-
cuerpos.

El mantenimiento de los cultivos en buen estado puede
obligar a renovar con frecuencia el medio de cultivo. Conviene
advertir, sin embargo, que‘la renovaciéon prematura del liquido
puede tener por resultado la extraccion de virus no adsorbido
y menoscabar la validez de la prueba.
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3.4 Inspeccion del preparado trivalente a granel

3.4.1 Prueba en cultivo de tejidos para investigar la presencia de virus
poliomielitico infeccioso

Se practicard por el procedimiento indicado en la secciéon 3.3.6 un
ensayo riguroso con una muestra de 1500 ml como minimo para comprobar
la falta de virus infeccioso. Si en esa prueba se aisla virus poliomielitico
activo, se desechard el preparado trivalente.

3.4.2 Prueba de inocuidad en el mono
Véase la seccidén 5.3.1

3.4.3 Agentes conservadores y otros aditivos

Los agentes conservadores y las demads sustancias que se afiadan a la
vacuna o se combinen con ella no deben ejercer ningtin efecto perjudicial
sobre el preparado.

4. Envase y recipientes

Ademads de las normas relativas al envasado y a los envases que se
indican en la seccidén 4 de la parte A de las Normas Generales para Fébricas
y Laboratorios de Inspeccion,! se observardn las siguientes :

Las operaciones de envase se hardn en locales totalmente separados
de los destinados al trabajo con el virus activo. Los envases serdn de vidrio
incoloro y completamente transparente para que pueda apreciarse cualquier
cambio de aspecto de la vacuna.

Pueden usarse envases de una o de varias dosis.

5. Inspeccion de la vacuna acabada

5.1 Prueba de identificacion

Se practicard una prueba especifica de identificacion usando muestras
de vacuna tomadas de los envases definitivos.
Puede usarse como prueba de identificaciéon la de actividad

que se describe en la seccién 3.4,

5.2 Pruebas de esterilidad

La vacuna definitivamente envasada debe ser estéril.
En cada tanda de envase de cada lote de vacuna se tomaran al azar
de los envases definitivos muestras para la prueba de esterilidad, procurando

1 Véase el anexo 1.
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que sean representativas de todas las fases del envase del producto a
granel. El nimero de muestras ensayadas por cada tanda de envasado
de un mismo lote no deberd ser inferior a diez. Si el volumen del envase
definitivo no excede de 1,0 ml, se cultivard todo su contenido ; en otro
caso, la cantidad cultivada no serd inferior a 1,0 ml.

Las muestras de vacuna se inocularan en medio liquido con tioglicolato
o cualquier otro medio igualmente eficaz para la proliferacion de aerobios
y anaerobios y en medio de Sabouraud o cualquier otro medio igualmente
eficaz para la proliferacion de levaduras y hongos. La dilucién final de la
vacuna en el medio destinado a determidar la esterilidad debe ser suficiente
para que el preservador no siga ejerciendo actividad bacteriostatica. Los
medios inoculados para identificar bacterias se incubardn a 30°-32°C
durante una semana como minimo o se dividirdn en dos porciones, una
de las cuales se incubara a 35°-37°C y la otra a 15°-22°C durante una
semana como minimo. Los medios inoculados para la identificacién de
levaduras y hongos se incubardn a 20-25°C durante dos semanas por lo
menos. Podrdn usarse otros métodos a condicién de que se sepa con certeza
que dan resultados iguales o mejores que el indicado.

Los requisitos generales para la esterilidad de los preparados
biologicos se formulardn como Requisitos para Sustancias
Biologicas N° 6.

5.3 Pruebas de inocuidad

5.3.1 Prueba de inocuidad en el mono

Se comprobara falta de virus poliomielitico infeccioso en la vacuna
definitivamente envasada, o en el producto trivalente a granel practicando
una prueba en monos del género Macaca o de otro de igual susceptibilidad.

Es muy importante que la prueba de inocuidad en €l mono
se haga con vacuna tomada de los envases definitivos, pero
en circunstancias especiales puede no ser aconsejable usar el
contenido de esos envases. Asi sucede, por ejemplo, cuando
se afladen a la vacuna sustancias coadyuvantes, pues estos
pueden reducir la infectividad del virus activo presente y dis-
minuir asi la precision de la prueba. En esos casos, se puede
admitir que la prueba de inocuidad en el mono se practique
con producto trivalente sin envasar, siempre que se tomen pre-
cauciones especiales para evitar la contaminacién de la vacuna
con virus poliomielitico durante las iltimas fases de la fabrica-
cion.

Se emplearan como minimo 20 monos que estén manifiestamente en
buen estado de salud.

Antes de practicar la prueba de inocuidad, conviene preparar
a los monos durante cuatro semanas por lo menos.
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Una muestra de suero tomada de cada animal antes de la inoculacion,
diluida a 1:4 y ensayada con una dosis no superior a 1000 DICTj;, de
virus, no debe contener anticuerpos neutralizantes de ninguno de los tres
tipos de virus poliomielitico. '

La inoculacién de la vacuna se hard con el animal en estado de anestesia
profunda por las vias intracerebral, intrarraquidea e intramuscular sucesi-
vamente. La inyeccion intracerebral se hard a razén de 0,5 ml en la region
taldmica de cada hemisferio, la intraraquidea con 0,5 ml en la dilatacién
lumbar de la médula, repartidos si se quiere en varios puntos, y la intra-
muscular con 1,0 ml en la extremidad posterior derecha. En el momento de
inocular la vacuna, se administrardn al animal dos inyecciones intra-mus-
culares; una de 200 mg de acetato de cortisona y otra de 300 000 unidades
de penicilina procaina. El acetato de cortisona puede administrarse en
dosis fraccionarias, en el curso de varios dias, comenzando- dos dias antes
de la inoculacién de la vacuna. Los monos se tendrdn en observacidén por
espacio de 17 a 19 dias y se anotard cualquier sintoma que pudiera ser
indicio de infeccién poliomielitica. Si el 60 %, como minimo de los animales
sobrevive a las 48 horas siguientes a la inoculacién, los animales muertos
en ese tiempo pueden sustituirse por otros en igual nimero. Cuando la
proporcion de animales que sigan vivos las primeras 48 horas sea inferior
al 60 %, o la de los que sobrevivan a todo el periodo de observacidén sin
perdida notable de peso no llegue a ser del 80 /. se repetird la prueba.

Al terminar el periodo de observacién, se tomardn muestras de tejido
nervioso para las pruebas de aislamiento e identificacién del virus. Se
examinaran cortes histologicos de las dos dilataciones de la médula espinal.

Si el resultado del examen histopatolégico ofrece dudas, serd necesario
a) examinar muestras de cortes practicados en varias regiones del cerebro
y de la médula espinal y ) hacer pruebas de aislamiento del virus en el
tejido nervioso previamente tomado del animal.

El 809 como minimo de los animales deben presentar sefiales de
traumatismo intrarraquideo debido a la inyeccion.

La prueba de inocuidad en el mono soélo se considerara negativa cuando
el examen histolégico y las demds observaciones demuestren sin lugar a
dudas que no ha habido infeccién poliomielitica. En caso contrario, se
desechard la vacuna.

Se ha puesto en duda la necesidad de completar la prueba
de inocuidad en cultivo de tejidos con otra practicada en el
mono, pero la experiencia adquirida parece indicar que esta
ultima prueba es una parte indispensable de los procedimientos
de determinacién de la inocuidad, pues en los casos de infec-
ciones achacadas a la vacunacién el aislamiento del virus a
partir de la vacuna se ha hecho en el mono y ha resultado muy
dificil en Jlos cultivos de teiidos.

En los laboratorios que usan cepas de virus poliomieliticos
de escasa patogenicidad para la obtencién de la vacuna se ha
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observado que la especie Macaca irus es algo més susceptlble
que la Macaca mulatta a esas cepas.

5.3.2 Prueba de atoxicidad

La atoxicidad de la vacuna definitivamente envasada se comprobard
mediante pruebas en el cobayo y en el ratén.

)

5.4 Pruebas de actividad

El producto final se someterd a una prueba de actividad aprobada por
las autoridades nacionales de inspeccion.

Mientras no se disponga de una vacuna internacional de referencia
estable, y no se pueda fijar un grado aceptable de actividad mediante la
oportuna recomendacion internacional, la accién inmunégena del producto
final se investigard por un método basado en la inoculaciéon de la vacuna
a varios grupos de animales y en la determinacion del titulo de anticuerpos
resultante. El método que se use permitird expresar numéricamente el
efecto inmunizante ‘de la vacuna contra cada uno de los tres tipos de virus
poliomielitico.

Los valores obtenidos no deben ser sensiblemente inferiores

"a los promedios obtenidos por el mismo método con una
vacuna de la que se haya comprobado que después de dos ino-
culaciones da lugar a formacion de anticuerpos en una gran
proporcién de nifios desprovistos inicialmente de anticuerpos
apreciables.

. Se han reunido ya numerosos datos sobre diferentes pruebas
de antigenicidad efectuadas en monos, cobayos, pollos y ratas.
Algunos de esos datos indican que hay una correlacién entre los
resultados obtenidos en los animales de laboratorio y la aptitud
de la vacuna para provocar la formacién de anticuerpos en
el hombre.

Los dos métodos de uso mds frecuente son : a) una prueba
de actividad en el mono, consistente en tres inoculaciones de
vacuna sin diluir a doce o mas animales y en la determinacion
de los titulos de anticuerpos resultantes, por comparacién con
sueros de referencia conocidos; b) Una prueba de actividad
en el cobayo consistente en dos inoculaciones de tres diluciones
distintas de la vacuna a grupos de diez o mas animales y en la
determinacion de la proporciéon de esos animales en los que
la concentracién de anticuerpos excede de un valor determinado.

En varios laboratorios se estan practicando y estudiando
pruebas analogas en el cobayo y en el pollo asi como pruebas
in vitro para investigar la presencia de antigeno.

No es posible por ahora proceder a una comparacién
satisfactoria de los criterios de aceptabilidad de la vacuna
funddndose en los resultados de las distintas pruebas disponibles.
Para proceder a esa comparacion, es indispensable cotejar los
valores de actividad relativa obtenidos por diferentes métodos,
utilizando esquemas experimentales en los que intervenga un
mismo antigeno de referencia estable, y los resultados practicos

. de Ja vacunacién.
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5.5 Contenido total de nitrégeno

El contenido total de nitrégeno de la vacuna antipoliomielitica no debe
exceder de 0,35 mg por ml.

6. Datos exigidos por el laboratorio nacional de inspeccion

La memoria relativa a la preparacion de cada lote de vacuna y a los
resultados de todas la pruebas prescritas se someterd, con el detalle requerido
por el laboratorio nacional de inspeccién, a la aprobacion de este orga-
nismo. '

Se comunicarin ademds al laboratorio mnacional de inspeccion los
resultados de las pruebas de comprobacion de falta virus en todos los
lotes preparados, aun cuando no se hayan incorporado a ninguna vacuna
acabada.

7. Muestras exigidas por el laboratorio nacional de inspeccion

Se enviardn al laboratorio nacional de inspeccién muestras de cada
lote de vacuna en cantidad suficiente para que puedan repetirse todas las
pruebas. En una fase de la produccién tan avanzada como sea posible,
pero antes del envasado y de la adiciéon de agentes de conservacion, de
coadyuvantes u otras sustancias, se tomard una muestra de la vacuna
a granel, neutralizando en cada muestra el formaldehido con bisulfito en
el momento de la toma. Una vez definitivamente envasada la vacuna, se
tomard otra muestra que sea representativa de cada tanda de envasado.
Todas las muestras se conservaran a una temperatura comprendida entre
0° y 10°C.

En el caso de la vacuna antipcliomielitica las muestras
tienen que ser bastante voluminosas: para las pruebas de
actividad y de atoxicidad se necesitan 2500 ml de vacuna
trivalente a granel y 200 ml tomados de los envases definitivos
de cada lote.

Para el caso de que por accidente, contaminacién, dificultad
técnica u otro motivo fuera necesario repetir alguna de las
pruebas prescritas, los fabricantes deberan conservar muestras
adicionales.

8. Rotulacion

En la etiqueta de cada envase deben constar los siguientes datos :

nombre y direccion del fabricante ;

denominacion internacional, denominacién comun o ambas ;

numero del lote y nimero bajo el cual se autoriza la circulacion del
mismo ;

fecha de caducidad del preparado.
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En esta etiqueta, o en la de las cajas que contienen uno o mas envases,
o en el folleto que acompafie a éstos, se hardn constar ademds los siguientes
extremos :

naturaleza del preparado y método usado para matar el virus ;

naturaleza y cantidad del agente de conservacién, si lo hubiera, y
cantidad de formaldehido que haya quedado sin neutralizar ;

naturaleza y cantidades de los antibiéticos usados en la preparacién
de la vacuna;

instrucciones para que la vacuna se almacene siempre a una temperatura
comprendida entre 0° y 10°C, pero que durante la distribucién
normal puede permitirse un periodo total no superior a siete dias
de exposicion a la temperatura ambiente ;

dosis individual recomendada e instrucciones para la administracién.

Las anteriores normas para la rotulacién se han proyectado
en espera de la formulacién de las normas generales sobre
rotulacién aplicables a todos los productos bioldgicos.

9. Distribucion y expedicién

Se aphcara la seccion 9 de la parte A de los Normas Generales para
Fabricas y Laboratorios de Inspeccion.

10. Almacenamiento y fecha de caducidad

10.1 Condiciones de almacenamiento

La vacuna antipoliomielitica se almacenard constantemente a una
temperatura comprendida entre 0° y 10°C.

10.2 Fecha de caducidad

La fecha de caducidad de la vacuna no serd posterior en mas de 12
meses a aquella en que se haya practicado la ultima prueba de actividad
con resultado satisfactorio, entendiéndose por fecha de la prueba de
actividad la de inoculacién de la vacuna a los animales de experlmen-
tacion. La fecha de caducidad no podra tampoco ser posterior en mds
de seis meses a la de expedicion de la vacuna por el fabricante ni,
cuando asi lo acuerden las autoridades nacionales de inspeccidn, en mas
de doce meses a la fecha en que se haya autorizado la circulacién de la
vacuna.
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Parte B. Normas Nacionales de Inspeccion

1. Normas generales

Se observaran las normas generales para laboratorios de inspeccion
establecidas en la parte B de las Normas para Sustancias Biologicas N° 1.

2. Pruebas que debe practicar el laboratorio nacional de inspeccién del pais
donde se haya fabricado la vacuna

Se aplicara la seccién 3.2 de la parte B de las Normas para Sustancias
Biologicas No 1.

3. Licencia de circulacién y certificado de inspeccién

No se autorizard la circulaciéon de ningiin lote de vacuna antipolio-
mielitica que no cumpla las normas establecidas en la parte A.

El funcionario competente del laboratorio nacional de inspeccién
extenderd a peticién del laboratorio productor un certificado que acredite
si el lote de vacuna ha sido preparado con arreglo a todas las normas
nacionales y a las establecidas en el presente documento. En ese certificado
constardn ademds la fecha de la 1ltima prueba de actividad efectuada con
resultado satisfactorio, el numero del lote, el de la licencia de circulacion
y el que figure en las etiquetas de los envases. Se acompafiard al certificado
copia de la licencia oficial de circulacion expedida por el servicio nacional

competente.
La finalidad del certificado es facilitar el intercambio de
sustancias bioldgicas entre los paises.

Véase el anexo 1.






