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NORMAS PARA LAS SUSTANCIAS
BIOLOGICAS

3. Normas para la Vacuna Antiamarilica
4. Normas para la Vacuna Anticolérica

Informe de un Grupo de Estudio

El Grupo de Estudio sobre Normas para la Vacuna Antiamarilica
y para la Vacuna Anticolérica se reuni6é en Ginebra del 1 al 6 de septiembre
de 1958.

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

El Director General Adjunto declaré que la reunién del Grupo de
Estudio se habia convocado con objeto de definir las condiciones que deben
reunir las preparaciones de vacuna antiamarilica y de vacuna anticolérica
para que se las pueda considerar como agentes profilicticos inocuos,
seguros y eficaces. Si se consigue el fin propuesto, se habrd dado un paso
decisivo para el proyecto de la OMS de publicar normas susceptibles de
recomendacion internacional y de fomentar la uniformidad de los métodos
de preparacion y ensayo y de las normas aplicables a las sustancias biolégicas

mds importantes.

*
* *

1. CONSIDERACIONES GENERALES

El Grupo de Estudio ha tomado nota del informe del Grupo de Estudio
sobre Recomendacion de Normas para las Sustancias Bioldgicas (1957)1
y ha llegado a la conclusiéon de que las normas que se recomienden para
la vacuna antiamarilica y para la vacuna anticolérica pueden ajustarse al
esquema propuesto en aquel informe.

En el curso de sus deliberaciones sobre las normas que podrian ser
objeto de recomendacién internacional, el Grupo de Estudio ha examinado
las Normas de la UNRRA para la Preparacién y Ensayo de la Vacuna
Antiamarilica, que fueron adoptadas en 1945 por el Comité Permanente
de Sanidad de dicha Organizacién® y que hasta ahora han servido de
base a la OMS para la aprobacién de los laboratorios de preparacién

1 Secretaria de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/27
2 Epidem. Inform. Bull., 1945, 1, 365
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de esa sustancia, y el primer informe del Comité de Expertos en Vacuna
Antiamarilica,! que contiene las propuestas de revision de las normas de
la UNRRA. El Grupo ha examinado también las Normas Generales para
Establecimientos de Preparacion y Laboratorios de Inspeccion, publicado
en Normas para las Sustancias Biolégicas N° 1,2 las disposiciones del
Reglamento Sanitario Internacional acerca de la vacuna antiamarilica,?
las Normas para la Vacuna Antiamarilica establecidas por las autoridades
sanitarias de los Estados Unidos de América? y algunos documentos de
trabajo.’

El Grupo de Estudio ha tenido en cuenta ademds las deliberaciones
del Comité de Expertos en Patrones Bioldgicos ¢ acerca de la normalizacién
de las vacunas, los antigenos y los sueros anticoléricos, las normas para
la vacuna anticolérica adoptadas en diferentes paises y los proyectos de
normas aplicables a la vacuna antiamarilica y a la vacuna anticolérica,
redactados por la Secretaria de la OMS.”

El Grupo de Estudio ha llegado a la conclusién de que las Normas
Generales para Establecimientos de Preparaciéon y Laboratorios de Inspec-
cién enunciadas en las Normas para las Sustancias Biologicas N© 12 son
aplicables a la preparacién y.la inspeccién de las vacunas contra la fiebre
amarilla y contra el cdlera, y de que las normas sobre vacuna antipolio-
mielitica enunciadas en las Normas para las Sustancias Biologicas No 28
podrian servir de modelo para la redaccion de las relativas a las vacunas
contra las dos enfermedades citadas.

Enterado de que las secciones de este tltimo proyecto se dividian en
una parte impresa en caracteres de mayor tamafio en la que se enuncian

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1957, 136
2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1

3 Bonnel, P. H. (1956) International regulation of yellow fever vaccination. En :
Yellow fever vaccination, Geneva, pag. 193. (Organizacion Mundial de la Salud : Serie
de Monografias N° 30). Existe también edicion francesa. World Health Organization
(1957) International Sanitary Regulations (Annotated ed.), Geneva, pag. 35

4 United States, Department of Health, Education and Welfare, National Institutes

“of Health, Minimum requirements : yellow fever vaccine (12 revisién, 18 de mayo de 1949)

5 Gallut, J., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR /47 ; Gallut, J., documento
de trabajo inédito WHO/BS/IR /48 ; Lahiri, D. C., documento de trabajo inédito WHO/
BS/IR /49 ; Macnamara, F. N., documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/50 ; Secre-
taria de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR /51 ; Panthier, R., documento
de trabajo inédito WHO/BS/IR/52 ; Lahiri, D. C., documento de trabajo inédito WHO/
BS/IR/53; Secretaria de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/54 ;
Secretaria de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/55 ; Unién Soviética,
documento de trabajo. inédito WHO/BS/IR/56 ; Kerr, J. A., documento de trabajo
inédito WHO/BS/IR/57

8 Org. mond. Santé Sér. Rapp. techn.; Wid HIth Org. techn. Rep. Ser., 1954, 86, 7.
Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1958, 147, 12

? Documentos de trabajo inéditos WHO/BS/IR/51, WHO/BS/IR/54 y WHO/BS/
IR /55 !

8 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 2
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las normas definitivas y en otra de caracteres pequeflos destinada a las
advertencias y a los datos complementarios, el Grupo de Estudio conviene
en que esa disposicion tipografica estd en consonancia con la finalidad
de las normas recomendadas, que es dar a las autoridades sanitarias que
lo deseen la posibilidad de incorporar el texto de las normas definitivas,
sin necesidad de modificarlo, a las respectivas reglamentaciones nacionales
sobre la materia.

Funddndose en los mencionados documentos y teniendo presente la
consideracion expuesta, el Grupo de Estudio ha redactado los proyectos
de normas para la vacuna antiamarilica y para la vacuna anticolérica
(véanse los anexos I y II al presente documento).

2. VACUNA ANTIAMARILICA

2.1 Normas recomendadas para la vacuna antiamarilica

El Grupo de Estudio ha examinado detenidamente las recomendaciones
formuladas en el primer informe del Comité de Expertos en Vacuna Anti-
amarilica! y ha tomado nota de los siguientes parrafos de ese informe :
«la eleccién de la cepa de virus que haya de utilizarse debe dejarse al
buen criterio de las autoridades locales, que tomardn su decisiéon teniendo
en cuenta la frecuencia de la fiebre amarilla en la localidad y la morbilidad
resultante. El Comité ha convenido en que mds vale practicar la vacunacion
en masa con vacunas de cualquiera de las dos cepas citadas que abstenerse
de vacunar.» Aun reconociendo que esa opinién es acertada, el Grupo
de Estudio ha sido del parecer de que. al establecer las normas, sélo
debieran tenerse en cuenta las preparaciones que, a juzgar por los datos
disponibles, reunieran las mdximas condiciones de inocuidad y actividad.
El Grupo de Estudio hace constar que, si bien en las normas se menciona
un solo tipo de vacuna, eso no quiere decir que no haya otras que, en
circunstancias especiales, puedan resultar utiles en las campafias de vacu-
nacién en masa.

El Grupo de Estudio ha llegado a la conclusién de que no procedia
incluir en las normas ninguna de las vacunas conocidas que se administran
por escarificacién cutanea. Se funda esa conclusion en el peligro de reac-
ciones postvacunales graves que presenta, especialmente en los nifios, el
uso de la Ilamada vacuna Dakar, cuya actividad antigénica estd fuera de
duda, y en las condiciones de antigenicidad poco satisfactorias de la vacuna
para escarificacién cutdnea preparada con virus de la cepa 17D, que, en
cambio, no se sabe que haya dado lugar a ninguna reaccién grave. Se ha
acordado en consecuencia que las normas (véase el anexo 1) serian exclusiva-
mente aplicables a la vacuna antiamarilica para inoculacién subcutdnea.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1957, 136
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En opinién del Grupo de Estudio, la preparacion de vacunas entera-
mente satisfactorias que puedan administrarse por escarificacion cutdnea
es un asunto de la mayor importancia, pues permitiria reducir el costo de
las campafias generales de inmunizacién y facilitaria las operaciones de
vacunaciéon. En consecuencia, el Grupo de Estudio recomienda a la OMS
que siga colaborando activamente en los programas de investigacion
— varios de los cuales estdn ya en vias de ejecucién — encaminados a
facilitar la preparacién de vacunas satisfactorias para escarificacion cutanea.
El Grupo de Estudio considera tan importante esta cuestion que ha pre-
parado una serie de propuestas preliminares (anexo 1, apéndice 2, pagina 33)
sobre las modificaciones que probablemente habria que introducir para que
las normas para la vacuna antiamarilica puedan aplicarse a las vacunas para
escarificacién cutdnea que retnan las condiciones debidas. A juicio del
Grupo, esas propuestas podrian ser una orientacién 1til para los investiga-
dores dedicados al estudio del problema.

2.2 Necesidad de establecer un servicio consultivo central

En el curso de sus deliberaciones, ¢l Grupo de Estudio ha llegado a la
conclusién de que seria muy conveniente para los laboratorios de prepara-
cién de vacuna antiamarilica, para las autoridades sanitarias nacionales
y para la OMS, que la Organizacién estableciera un servicio consultivo
central y un grupo de consultores, como primer paso hacia la creacion
de un laboratorio internacional de referencia. Ese servicio central, reforzado
con los necesarios servicios de laboratorio, podria contribuir al mejora-
miento y a la coordinaciéon de los actuales métodos de preparacion e

'‘inspeccién de la vacuna antivaridlica, que, segin reconoce el Grupo de

Estudio, dejan todavia mucho que desear. Serd necesario seguir estudiando
esos métodos (seccién 2.4) para mejorar mediante revisiones periddicas
las Normas para la Vacuna Antiamarilica.

Dada la dificultad de establecer entre los laboratorios de preparacion
un enlace adecuado en cuestiones técnicas de tanta complejidad, la creacion
de un servicio central consultivo seria muy bien recibida por numerosos
paises como un medio de intensificar el libre intercambio de informaciones. ‘
El servicio podria ademds orientar y estimular las investigaciones sobre
la preparacion de vacunas mas perfeccionadas, en particular de una vacuna
satisfactoria para escarificacién cutdnea.

2.3 Atribuciones de la OMS en relacién c¢on los certificados internacionales
de vacunacién contra la fiebre amarilla

Para que los certificados internacionales de vacunacion contra la fiebre
amarilla sean validos, es necesario que la vacuna administrada haya sido
aprobada por la OMS. Hasta la fecha, la OMS viene supeditando su
aprobacién al resultado satisfactorio de una investigacién muy detenida
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sobre el establecimiento preparador y sobre el preparado, cuya prictica
se encomienda a laboratorios escogidos por la Organizacién y a miembros
del Cuadro de Expertos de la OMS en Fiebre Amarilla. Una vez concedida,
esa aprobacion dura indefinidamente. Al deliberar sobre las normas que
deberian recomendarse para la vacuna antiamarilica, el Grupo de Estudio
ha llegado a la conclusién de que es indispensable encontrar un medio
que permita a la OMS comprobar si la vacuna preparada por los labo-
ratorios autorizados sigue siendo aceptable.

El Grupo de Estudio recomienda a la OMS que, a los efectos de la
expedicién de certificados internacionales vilidos de vacunacién contra
la fiebre amarilla, no apruebe el uso de ninguna vacuna para inoculacion
subcutdnea que no retna todas las condiciones establecidas en las Normas
para la Vacuna Antiamarilica (anexo 1). No siendo posible por ahora
recomendar normas para las vacunas que se administran por escarificaciéon
cutdnea, tampoco lo es establecer una base semejante para su aprobacion.

A juicio del Grupo de Estudio, el servicio central consultivo de que
antes se ha hecho mencién (secciéon 2.2) podria también ser muy til
como medio de reunir los datos que necesite la OMS para las verificaciones
ulteriores de la calidad de las vacunas preparadas por los laboratorios
aprobados. :

El Grupo de Estudio hace constar que las Normas para la Vacuna
Antiamarilica (anexo 1) se han preparado con arreglo al modelo seguido
por los otros Grupos de Estudio sobre Normas para las Sustancias Bio-
16gicas, con objeto de que puedan servir de base a las autoridades sanitarias
de distintos .paises en la inspeccion de las operaciones de preparacién
de esa vacuna. El Grupo ha expresado la esperanza de que ese procedi-
miento permita en su dia dar normas aplicables a todas las vacunas anti-
amarilicas que se preparen en el mundo. De momento, las atribuciones
de la OMS respecto de esos preparados se limitan a la aprobacion de las
vacunas en relacién con la expedicion de certificados internacionales
validos de vacunacidén contra la fiebre amarilla, pero la creaciéon de un
servicio central consultivo que pudiera facilitar cepas de virus y reactivos
uniformes permitiria a la Organizacién favorecer, silo considerase oportuno,
una regularidad en la preparacion y en la calidad de vacunas muy superior
a la que podria conseguirse con la simple aplicacion de las Normas para
la Vacuna Antiamarilica que se reproducen en el presente informe.

2.4 Recomendaciones relativas a la investigacion

El Grupo de Estudio ha tomado nota de las recomendaciones formuladas
acerca de los trabajos de investigacién en el primer informe del Comité
de Expertos en Vacuna Antiamarilica,* y del proyecto de emprender varios

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1957, 135
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estudios en América del Sur sobre la vacunacién por escarificacién cutinea
con preparados de cepa 17D.1

Se ha convenido en que la importancia de los problemas que plantea
ese método de vacunacion justifica que se les dé preferencia en los pro-
gramas de investigaciéon y recomienda a la OMS que siga facilitando y
fomentando los estudios sobre esa cuestion.

El Grupo recomienda ademds que se emprendan los siguientes trabajos :

a) un estudio comparativo sobre la influencia de distintos diluentes en
el resultado de las pruebas de actividad, y

b) un estudio comparativo sobre la susceptibilidad de diferentes razas
de ratones a la inoculacién de virus vacunal ; otro sobre las variaciones
de la susceptibilidad de los ratones de una misma raza en funcién
de la edad, el peso, el estado de nutricién y la temperatura ambiente,
y otro sobre la influencia del sitio en que se practica la inoculacién
intracerebral, de la profundidad de ésta y de las variaciones estacionales,
sobre la respuesta de los ratones ;

y que se continuaran las investigaciones sobre :

¢) lainvestigacion y la valoracion de los anticuerpos inmunes especificos
de la fiebre amarilla en el hombre y en otros vertebrados de sangre
caliente.

3. VACUNA ANTICOLERICA

3.1 Normas para la Vacuna Anticolérica

Al preparar las Normas para la Vacuna Anticolérica, el Grupo de
Estudio ha convenido en redactarlas de manera que su aplicacién quede
limitada exclusivamente a las vacunas actualmente en uso, es decir, a las
que consisten en una mezcla a partes aproximadamente iguales de sus-
pensiones de microorganismos muertos de los tipos Ogawa ¢ Inaba del
Vibrio cholerae. En el anexo 2 al presente informe se reproduce el texto
de las normas que se proponen para ese tipo de preparados.

Aun no tomando en consideracion mds que esa clase de vacunas, la
diversidad de los métodos actualmente seguidos para su preparacién es
tan grande que resulta en extremo dificil establecer normas definitivas.
Las cepas de V. cholerae usadas para la obtencion de la vacuna, los métodos
seguidos para cultivar y para matar los microorganismos y los sistemas
de conservacion de la vacuna varian, en efecto, considerablemente. A esas
variaciones vienen a sumarse las diferencias en los métodos seguidos para
determinar la virulencia de las cepas, el numero total de bacterias, la
toxicidad y, sobre todo, la actividad (véase la seccion 3.2).

1 Secretarfa de la OMS, documento de trabajo inédito WHO/BS/IR/57
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Esas diferencias de los métodos de preparaciéon y de la naturaleza de
las vacunas han obligado al Grupo de Estudio a redactar las normas
dejando al buen criterio de los laboratorios nacionales de inspeccion
muchos detalles de las especificaciones, con objeto de que puedan tenerse
en cuenta los métodos seguidos en los establecimientos de preparacion
de los paises respectivos. Ello no obstante, ha sido posible definir ciertas
caracteristicas que deben reunir todas las vacunas para que se las pueda
considerar aceptables.

Respecto de la prueba de actividad, para llegar a ese resultado fue
necesario idear un método completamente nuevo, que se describe en un
apéndice a las Normas. No se sabe todavia si ese método podrd tenet
aplicacion practica, por lo que el Grupo de Estudio recomienda a la OMS
que organice inmediatamente un estudio en colaboracién acerca de su
utilidad. La nueva técnica se funda en la comparacion con las preparaciones
internacionales de referencia y el Grupo de Estudio ha formulado ciertas
recomendaciones sobre el particular para que las tenga en cuenta el proximo
comité de expertos en patrones biologicos que se convoque (véase la
seccion 3.3).

La eleccién definitiva de una técnica entre las muchas disponibles y
autorizadas en las normas que se proponen dependerd de la eficacia relativa
verificada mediante ensayos clinicos de las diferentes vacunas que reunan
las condiciones exigidas en esas normas (seccién 3.2). En las circunstancias
actuales las normas cuya recomendacién se propone podrian, a juicio del
Grupo, contribuir a una solucién provisional del problema, en espera de
que se conozcan los resultados de esos ensayos.

3.2 Recomendacién para un estudio internacional sobre la correlacion
entre los resultados de las pruebas de actividad en el laboratorio y la
utilidad preventiva de las vacunas anticoléricas en la practica

El Grupo hace constar que el estudio en colaboracién sobre la nueva
prueba de actividad (seccién 3.1) tiene cardcter exclusivamente preliminar
del ensayo clinico, que es imprescindible para verificar si existe una corre-
lacién entre la eficacia profilactica de la vacuna anticolérica y el resultado
de las pruebas de actividad en el laboratorio.

El Grupo de Estudio ha tomado nota de que en varios paises se estaba
procurando asentar sobre bases mis seguras la determinacion de la actividad,
conviene en que la colaboracién internacional es no sdlo factible sino
conveniente en la fase actual de esas investigaciones y recomienda, en
consecuencia, que se organice un estudio en el que deberian tomar parte
varios laboratorios de distintos paises que estuvieran aplicando métodos
diferentes. Ese estudio internacional deberia organizarse de manera que
los datos obtenidos en los distintos laboratorios sean comparables. Con-
vendria ensayar varios lotes de vacuna, uno de ellos de una vacuna de
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referencia (seccion 3.3), por los métodos que se citan en las Normas para
la Vacuna Anticolérica redactadas por el Grupo de Estudio (en caso de
que el estudio en colatoracién cuya inmediata organizacién se propone
en la seccién 3.1 demostrase su utilidad practica), y por el método o los
métodos de uso corriente .en cada laboratorio. La determinacién de la
actividad, cualquiera que sea la técnica empleada, se practicard también
con las vacunas internacionales de referencia, con objeto de valorar la
actividad relativa de las preparaciones ensayadas. Los resultados que se
obtuvieran en los distintos latoratorios participantes deberian someterse
a una evaluacioén y a un estudio comparativo para que los lotes de vacuna
objeto del estudio internacional se puedan clasificar con arreglo a su
actividad bioldgica.

Paralelamente a los estudios de laboratorio convendria proceder a un
ensayo prictico que permitiera comparar la actividad bioldgica de la
vacuna, determinada en el latoratorio, con su eficacia profildctica en el
hombre. Funddndose en las evaluaciones preliminares de actividad practi-
cadas en los latoratorios, se emprenderia un estudio de experimentacién
clinica con tres lotes de actividad distinta de las vacunas ensayadas y,
a ser tosible, en una zona en la que haya epidemias de célera todos los
afios. Este ensayo prictico permitiria determinar cudl de las pruebas de
actividad guarda una relacién més estrecha con la eficacia profildctica de
la vacuna en el hombre.

En consecuencia, el Grupo de Estudio recomienda a la OMS que tome
las disposiciones necesarias para organizar el citado estudio internacional,
para informarse de sus resultados y para evaluarlos. Si el ensayo clinico
diera resultado satisfactorio, seria posible, por primera vez, establecer una
clasificacidon adecuada de las vacunas contra el célera, funddndose en una
prueba de actividad en el latoratorio. Si asi ocurriera, esa prueba podria
usarse para determinar la importancia de distintos factores de interés para
la preparacion, la valoracién y la conservacién de las citadas vacunas.

3.3 Preparaciones Internacionales de Referencia

Considerando que el estudio propuesto sobre las pruebas de actividad
en el latoratorio (seccién 3.1) tendria por consecuencia una disminucién
considerable de las existencias de las Preparaciones Internacionales de
Referencia, el Gruro de Estudio recomienda que el préximo Comité de
Expertos en Patrones Biol6gicos proceda a la mayor brevedad a adquirir
vacunas monoespecificas contra el colera en cantidades suficientes para
sustituir las actuales Preparaciones Internacionales de Referencia. Con-
vendria que las nuevas preparaciones se ensayaran también en el estudio
en colatoracién. El Gruro de Estudio propone también que, al mismo
tiempo, se constituya una segunda reserva de preparados del mismo origen,
tratados y almacenados de la manera mds parecida que sea posible y en
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cantidad suficiente para utilizarlos mds adelante en el ensayo clinico pro-
puesto. Asi podria efectuarse una comparacion directa entre el resultado
de una misma vacuna en las pruebas de laboratorio y en la clinica. Sin
embargo, el Grupo de Estudio hace constar que, si el acopio de nuevas
preparaciones en las cantidades necesarias pudiese retrasar el comienzo
del estudio en colaboracion sobre los métodos de ensayo, seria preferible
actuar sin demora. En ese caso, convendria que la obtencion de las vacunas
de referencia para el ensayo clinico y de las nuevas preparaciones inter-
nacionales de referencia se llevase a cabo en el mismo laboratorio y en
condiciones tan parecidas como fuera posible.

El Grupo de Estudio pide por tltimo al Comité de Expertos en Patrones
Bioldgicos que vea si las existencias de Preparaciones Internacionales de
Referencia de sueros aglutinantes monoszspecificos serfan suficientes en el
caso de que las Normas Recomendadas entrasen en vigor, y que adopte
las medidas necesarias para su reposicion si ésta fuera necesaria. También
propone que el Comité de Expertos en Patrones Biologicos estudie la
posibilidad de establecer una preparacion internacional de referencia de
suero O de Vibrio cholerae rugoso.
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das en el anexo 1, con objeto de hacer extensiva su aplicacién

a las vacunas que se administren por escarificacion cutdnea 33

Consideraciones generales

La presente recomendacién sobre normas aplicables a la vacuna anti-
amarilica se refiere exclusivamente a los preparados que se administran
por via subcutdnea. Ninguna de las vacunas disponibles para escarificaciéon
cutdnea reune las condiciones de inocuidad y de actividad enunciadas en
este documento. Las recomendaciones que siguen se basan en los métodos
y pruebas que se usan en la actualidad para verificar la inocuidad y la
actividad de la vacuna y tendrdn que ser objeto de ulteriores revisiones.

Cada una de las secciones siguientes constituye una recomendacién.
Las partes de cada seccidén que van impresas en caracteres de mayor tamafio
se han redactado de manera que las administraciones sanitarias que lo
deseen puedan usarlas como normas nacionales definitivas sin necesidad
de introducir modificaciones. Las partes impresas en caracteres pequeiios
tratan de extremos sobre los cuales se ha juzgado conveniente hacer
observaciones.

— 13 —
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Convendria que los paises que adopten estas normas como base de sus
reglamentos nacionales sobre vacuna antiamarilica afiadieran una dispo-
sicién que permitiera introducir modificaciones de detalle en los métodos
de preparacion siempre que, a juicio de las autoridades nacionales de
inspeccion y de la Organizaciéon Mundial de la Salud, la vacuna obtenida
por los nuevos procedimientos no fuera inferior desde el punto de vista
de la inocuidad y la actividad a la preparada con arreglo a las normas
formuladas a continuacién.

Los términos « servicio nacional de inspeccién » y « laboratorio nacional
de inspeccion » se referirdn siempre al pais donde se fabrica la vacuna.

Parte A. Normas de fabricaciéon
1. Definiciones .

1.1 Denominacion internacional y denominacion comin

La denominacién internacional serd vaccinum febris flavae. Como
denominacién comun se usard la equivalente de la internacional en el
idioma del pais de origen.

La denominacién internacional debera reservarse para las
vacunas que se ajusten a las normas que se formulan a conti-
nuacién.

1.2 Definicidn descriptiva

Se entenderd por vaccinum febris flavae una preparacion de virus de
la fiebre amarilla viable y modificado, que se ajuste a todas las normas
que se formulan a continuacion.

1.3 Patrones o preparaciones internacionales de referencia y unidades
internacionales '

No habiéndose adoptado todavia patrones internacionales
ni preparaciones internacionales de referencia de virus vacunal
de la fiebre amarilla ni de sueros antiamarilicos, no se dispone
de un término de comparacion para establecer normas de
actividad.

El Comité de Expertos de la OMS en Patrones Biolégicos
ha tomado medidas para establecer una preparacion interna-
cional de referencia de suero antiamarilico.l* %

El Statens Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca,! tiene
en deposito y distribuye por cuenta de la Organizacién Mundial
de la Salud cierta cantidad de suero liofilizado, de personas
no inmunes a la fiebre amarilla.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1958, 147, 18
2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 172, 16
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1 4 Terminologia

Lote de siembra : Cantidad de virus de composicion uniforme obtenida
en una sola operacién. En los establecimientos de preparacion se entiende
por lote de siembra primaria el que se usa para la inoculacién en los tejidos
destinados a la preparacién de todos los lotes de siembra secundaria. Los
lotes de siembra secundaria se obtienen sometiendo a un solo pase los lotes
de siembra primaria y sirven para la inoculacién de los tejidos destinados
a la préparacién de los lotes de vacuna. El procedimiento de obtencion
indicado recibe el nombre de sistema de lotes de siembra.

Lote de vacuna : Cantidad de vacuna acabada y definitivamente enva-
sada que, a partir de alguna fase de la preparacion, ha pasado por las
mismas operaciones y cuya composicién es, por tanto, uniforme.

Lote final : Lote o parte de un lote de vacuna uniforme en cuanto a
sus probabilidades de haberse contaminado durante las operaciones de
envase y deshidratacion. Por tanto, el lote final debe haberse envasado
en una sola sesién de trabajo y, si procede, haberse deshidratado de una
sola vez.

Vacuna preparada : Vacuna lista para la administracion.

Fecha de distribucidn : Fecha en que el establecimiento preparador
distribuye una porcién determinada de un lote de vacuna.

Fecha de caducidad : Fecha a partir de la cual no debe usarse la va-
cuna.

DLy, en el ratén : Cantidad de virus que administrada en inoculacion
intracerebral produce encefalitis especificas y mortales en el 50 %, de los
ratones de una variedad muy susceptible y de edad comprendida entre
4 y 6 semanas.

Cepa neurotrépica francesa del virus de la fiebre amarilla : Cepa neuro-
adaptada del virus de la fiebre amarilla que comuinmente recibe ese nombre.
Para obtenerla es necesario practicar muchos pases, y por lo menos los
doscientos ultimos por inoculacién intracerebral en el raton. La preparacion
madre del virus se obtiene con una suspension al 10 %, de cerebro de
ratén adulto en suero no inmune de hombre o de mono sin diluir inacti-
vado por el calor. La suspension se clarifica por centrifugacion, se liofiliza
y se conserva a una temperatura inferior a —20°C. La preparacion madre
no debe contener menos de 100 000 DL;, en el ratén por cada 0,03 ml
de producto rehidratado.

Diluente para virus de la fiebre amarilla : Solucién al 0,75 %, de albimina
de buey, fraccion V, en un medio liquido isotonico, regulado mediante
adicién de una solucién de fosfato a pH = 7.4 y formado de cloruro sédico
y agua purificada con resinas cambiadoras de iones o por destilacién en
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vidrio. Puede usarse cualquier otro diluente que, a juicio de las autoridades
nacionales de inspeccion, permita obtener resultados equivalentes.

Suero inmune de referencia : Suero o mezcla de sueros liofilizados y
tomados de uno o varios monos inmunizados por lo menos seis meses
después de administrarles una sola inyeccién subcutdnea de virus de la
cepa neurotropica francesa o de virus pantotrépico no modificado de la
fiebre amarilla. El poder de neutralizacién de este suero se determinard
mediante la prueba descrita en la seccion 3.1.4.1 (pagina 19) por compara-
cién con un suero inmune de referencia establecido al efecto o con la
preparacion internacional de referencia de suero antiamarilico inmune
cuando la haya.

Inmune : Calificativo que se aplica a las personas o animales cuyos

“sueros dan resultado positivo en la prueba de neutralizacién del virus de

la fiebre amarilla, que se describe en la seccién 3.1.4.1 (pagina 19).

Suero de no inmune referencia : Suero o mezcla de sueros liofilizados
de hombre o de mono cuya carencia de anticuerpos especificos de la fiebre
amarilla se ha verificado mediante la prueba cuantitativa de neutralizacién
del virus de la fiebre amarilla que se describe en la seccién 3.1.4.1
(pagina 19), por comparaciéon con un suero no inmune de referencia,
establecido como el que se menciona en la seccién 1.3 (pagina 14).

No inmune : Calificativo que se aplica a las personas o animales cuyos
sueros dan resultado negativo en la prueba de neutralizacién del virus de
la fiebre amarilla que se describe en la seccion 3.1.4.1 (pagina 19).

2. Normas generales de fabricacion

Los establecimientos dedicados a la preparaciéon de vacuna antiama-
rilica se atendrdn a las normas generales para los establecimientos de
preparacién enunciadas en las Normas para las Sustancias Bioldgicas
No 11y a las siguientes :

Todas las manipulaciones de cualquier virus o microorganismo distintc
del empleado para la obtencién de la vacuna se llevardn a cabo en locales
completamente independientes, provistos de instalaciones y medios de
limpieza y esterilizacién propios. '

Los establecimientos de preparacién someterdn por escrito a la apro-
bacién de las autoridades nacionales de inspeccién los métodos que hayan
decidido adoptar para la obtencién de la vacuna antiamarilica. No podra
introducirse en esos métodos modificacién alguna que no haya recibido
la aprobacién de las citadas autoridades y de la Organizacién Mundial
de la Salud.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf.‘ técr., 1959, 178, anexo 1



INFORME DE UN GRUPO DE ESTUDIO 17

3. Inspeccién de las operaciones de fabricacién

3.1 Inspeccién de las materias primas
3.1.1 Cepas de virus

S6lo se usardn cepas de virus modificado de la fiebre amarilla de un
tipo que no sea transmisible de una persona a otra por la picadura de un
insecto.

Se llevard un registro que permita identificar todas las cepas y subcepas
usadas para la obtencién de la vacuna. Las autoridades nacionales de
inspeccién deberdn comprobar que esas cepas y subcepas permiten preparar
vacunas inmundgenas.

Deberén usarse virus que protejan contra la fiebre amarilla
por un espacio de tiempo que empiece, a mds tardar, a los
nueve dias de la vacunaciéon y no termine antes de los seis
aflos.

Las cepas de uso corriente que retnen las condiciones
establecidas en el presente documento son las denominadas
cepas y subcepas 17D de virus de la fiebre amarilla, sometidas
a un nimero de pases no inferior a 200 ni superior a 300 en
tejido de embrién de pollo o de embrién de pollo en desarrollo.
Mediante ensayos cuidadosamente practicados, se ha compro-
bado que la cepa 17D determina la formacién de anticuerpos
protectores contra la fiebre amarilla en la sangre de mas del
959 de las personas que antes de la vacunacién carecian de
esos anticuerpos.

Las muestras de lotes ensayados de siembra primaria o
secundaria de virus de la cepa 17D que hagan falta para la consti-
tucién de un lote de siembra primaria destinado a la obtencién
de vacuna antiamarilica pueden pedirse a los laboratorios
especializados directamente, o por conducto de la Organiza-
cién Mundial de la Salud.*

3.1.2 Tejidos para la obtencién de virus

El cultivo de los virus necesarios para la obtencién de todos los lotes
de siembra primaria o secundaria, y de todos los lotes de vacuna, se hard
en tejido de embrion de pollo. Los lotes de siembra y los de vacuna no
deberan contener ninguna proteina humana ni suero afiadidos.

* Tos siguientes laboratorios se han ofrecido a facilitar con ese objeto muestras
de cepas : Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil ; Instituto de Estudios Especiales
« Carlos Finlay », Bogotd, Colombia ; The Wellcome Research Laboratories, Beckenham,
Kent, Inglaterra; Instituut voor Tropische Hygiene en Geographische Pathologie, Konin-
klijk Instituut voor Tropen, Amsterdam, Paises Bajos; Federal Laboratory Services,
Lagos, Nigeria ; Division of Biologics Standards, National Institutes of Health, Bethesda,
Md., Estados Unidos de América.
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El método de obtencion que se emplee deberd ser en lo-
esencial el que se describe en las publicaciones correspon-
dientes.?

Las colonias o granjas avicolas de donde procedan los
huevos usados para los cultivos deben estar exentas de micro-
organismos patégenos susceptibles de ser transmitidos al hombre
por la via de administraciéon de la vacuna.

3.1.3 Sistema de lotes de siembra

La preparacion de la vacuna se basara en el sistema de lotes de siembra.

Se preparardn lotes de siembra primaria y secundaria.

Inmediatamente después de la recogida y el tratamiento, todos los lotes
de siembra se deshidratardn en su recipiente definitivo por congelacién en
alto vacio y se conservardn en las condiciones 6ptimas para la estabilidad
de cada cepa de virus. Los lotes de siembra deshidratados se conservardn
a una temperatura inferior a —50°C. Si por cualquier causa no se va a
deshidratar el lote de siembra, habrd que conservarlo a una temperatura
constantemente inferior a —70°C.

Los lotes de siembra primaria se deshidrataran de manera que su
contenido de agua, determinado por el método del pentoxido de fésforo,
sea inferior al 1,0 %,.

Es preferible que el grado de humedad de los lotes de siembra
deshidratados sea inferior a 0,5 %.

El material que vaya a inocularse en los tejidos usados para la obtencién
de los lotes de vacuna deberd prepararse con un lote de siembra secundario.
El diluente que se use para la rehidratacién o la disolucién del virus del
lote de siembra no deberd contener ninguna proteina humana ni suero

afiadidos.

Con el sistema de lotes de siembra se tiene la seguridad
de que el virus de la vacuna ha sufrido un solo pase a partir
de un lote de siembra de inocuidad verificado mediante todas
las pruebas prescritas.

3.1.4 Prueba de inocuidad en el mono de los lotes de siembra primaria
Y secundaria

Después de introducidos en sus recipientes definitivos, los lotes de
siembra primaria y secundaria deberdn dar resultado satisfactorio en una

! Fox, J. P., Kossobudzki, S. L. y Fonseca da Cunha, J. (1943) Amer. J. Hyg., 38,
113 ; Hargett, M. V. y Burruss, H. W. (1945) Amer. J. trop. Med., 25, 19 ; Hargett,
M. V., Burruss, H. W.y Donovan, A. (1943) Publ. Hith Rep. (Wash.), 58, 505 ; Panthier,
R. (1956) Bull. Soc. Path. exot. 49, 616 ; Penna, H. A. (1956) En : Yellow Fever Vaccina-
tion, Geneva, pag. 67 (Organizacién Mundial de la Salud : Serie de Monografias, N° 30)
Existe también edicién francesa ; Smith, H. H. (1951) En: Strode, G. K., ed. Yellow
Fever, McGraw-Hill, New York, pag. 612; Theiler, M. y Smith, H. H. (1937) J.
exp. Med., €5, 767
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prueba practicada en el mono, con objeto de determinar su, viscerotro-
pismo y su neurotropismo.

Para esta prueba se utilizardn monos de la especie Macaca mulatta
(Macacus rhesus) o de otra de susceptibilidad y reactividad iguales. Antes
de inocularles el virus de siembra, se comprobard que no son inmunes
a la enfermedad ni hijos de una mona de inmunidad conocida, que estin
sanos y que no han sufrido previamente ninguna inoculacién por via
intracerebral o intrarraquidea. No han debido sufrir ninguna inoculacion
con virus neurotrépicos o con antigenos afines a los de la fiebre amarilla.
En cada prueba se emplearan 10 monos como minimo. La dosis de prueba
tendra un volumen de 0,25 ml y una actividad de 5000 DL;, en el raton,
evaluada por el método que se describe en la seccién 5.4 (pagina 24).
La inoculacién se hard en el 16bulo frontal y los animales se tendrdn en
observaciéon durante 30 dias por lo menos.

3.1.4.1 Viscerotropismo

En lo que respecta al viscerotropismo (indicado por la cantidad de
virus presente en la sangre), las condiciones que deben exigirse son las
siguientes :

A los dos, a los cuatro y a los seis dias de la inoculacion se tomard
suero de cada uno de los monos inoculados y se administrard por
inyeccion intracerebral en porciones de 0,03 ml, sin diluir y en dos
‘0 mas diluciones de razén 10, a grupos de 6 ratones como minimo
de las mismas caracteristicas que los usados para la prueba de actividad
que se describe en la seccion 5.4 (pagina 24). Deberd comprobarse la
presencia de virus por lo menos en una muestra de 0,03 ml de suero
de nueve 0 mas monos, pero la actividad del suero no debera exceder
nunca de 500 DL;, ratén por 0,03 ml y sélo en un caso podrd haber
mas de 100 DL;, ratén en esta misma cantidad de suero.

Se extraerd el cerebro a uno o a varios de los ratones que se hayan
inoculado con una de esas muestras positivas de suero y que presenten
sintomas de encefalitis especifica, y se desleird en 9 veces su peso de diluente
para virus de la fiebre amarilla. Después de centrifugar la suspensién a
unas 2000 revoluciones por minuto durante 10 minutos, el liquido que
sobrenade se someterd a la prueba de identificacion descrita en la seccién 5.1
(pdgina 21).

Para dar como suficiente la cantidad de anticuerpos neutralizantes del
virus contenidos en el suero, se seguira el criterio siguiente :

El niimero de monos de prueba que no havan adquirido inmunidad
en los 30 dias siguientes a la administracion de la dosis de prueba no
podra exceder de un 10 9. La presencia de inmunidad se determinara
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sometiendo el suero de los animales a la siguiente prueba de neutraliza-
cion del virus de la fiebre amarilla :

Después de rehidratar el contenido de dos o mas recipientes de virus
de la cepa neurotroépica francesa, se mezcla con una cantidad de disolvente
para virus de la fiebre amarilla igual a 10 veces el volumen inicial de la
suspension de virus en los recipientes. La mezcla se deja en reposo a la
temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién se prepara con
el mismo disolvente la dilucion de virus que haya de usarse en la prueba.
Esta dilucion se hard de manera que, después de afiadirse un volumen igual
de suero no inmune y de incubarla a 37°C durante una hora, la mezcla
de suero y virus resultante contenga aproximadamente 100 DLy, ratén
por 0,03 ml. Seguidamente se mezclan las muestras de cada suero de mono
que vaya a ensayarse con un volumen igual de la dilucion de prueba del
virus, cuidando que ninguna mezcla de suero y virus esté a la temperatura
ambiente mas de 15 minutos antes de la incubacién. Las mezclas de suero
y virus se incubardn al baflo de Maria a 37°C durante una hora y se
enfriardn después en un bafio de agua helada.

Los ratones, que deberdn estar sanos, ser de edades comprendidas
entre 4 y 6 semanas y de una variedad muy susceptible a la inoculacién
intracerebral de virus de la fiebre amarilla, se repartirdn al azar en grupos
de seis animales como minimo para la inoculacién de prueba y de doce,
por lo menos, para los grupos testigo.

Se administrardn por inoculacién intracerebral 0,03 ml de cada mezcla
de suero y virus a 6 ratones como minimo previamente anestesiados con
éter. Las inoculaciones empezardn inmediatamente después de la incubacion
de las mezclas de suero y virus y se efectuardn con la mayor rapidez posible.
Los ratones se tendrdn en observacion durante 10 dias. Sélo se tomardn
en consideracién para el recuento los animales muertos después del tercer
dia y cuya muerte pueda atribuirse especificamente a la inoculacién. Se consi-
derard que un suero ha dado resultado positivo en la prueba de neutrali-
zacién del virus de la fiebre amarilla si sobreviven mds de los dos tercios de
los ratones y si la valoracion demuestra que la dosis de prueba del virus con-
tiene mds de 50 DLg,. El resultado se considerard negativo cuando sobre-
viva menos de la tercera parte de los ratones y cuando la valoracién de-
muestre que la dosis de prueba contiene menos de 200 DL;,. Todos los
sueros que den resultados distintos de los dos que se indican volverdn a
ensayarse tantas veces como sea necesario.

Simultdneamente a la prueba descrita, se efectuardn las dos verifica-
ciones siguientes : :

Una determinacién de la DL, con cinco o mds diluciones decimales
sucesivas del virus mezcladas a partes iguales con suero no inmune de
referencia. Las mezclas se incubardn y se inyectardn a ratones del modo
antes explicado, pero usando grupos de 12 ratones por lo menos para cada
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mezcla, y preparando diluciones en numero suficiente para que la morta-
lidad resultante en los grupos vaya de 0 a 100 7.

Se hara una determinacion de la especificidad del virus por
valoracion de la actividad de un suero inmune de referencia. Para
esta valoracién se preparan series de seis o mds diluciones de
razén 4 del suero inmune de referencia en suero no inmune
de referencia sin diluir y se afiade a cada serie un volumen
igual de la dilucién de prueba del virus. Las mezclas de suero
y virus se incuban y se inyectan a ratomes en la forma antes
descrita pero usando grupos de 12 ratones como minimo para
cada mezcla, y haciendo diluciones en nimero suficiente para
que la mortalidad resultante en los grupos vaya de 0 a 100 Y%
El resultado de esta determinacion de actividad se comparara
con el poder de neutralizacién conocido del suero inmune de
referencia previamente establecido al efecto.

3.1.4.2 Neurotropismo

En lo que se refiere al neurotropismo — indicado por la frecuencia de
manifestaciones clinicas de encefalitis o por el porcentaje de mortalidad —
las condiciones que deben exigirse son las siguientes :

No deberd haber més de un 20 %, de monos que presenten sintomas
de parélisis o trastornos del equilibrio debidos a encefalitis, vaya ésta
seguida o no de la muerte del animal.

El comienzo y la duracién de la reaccion febril, asi como
los sintomas y el resultado del examen anatomopatologico, no
deben indicar ninguna modificacién de las propiedades del virus.!

3.1.5 Prueba de esterilidad de los lotes de siembra primaria y secundaria

Todos los lotes finales de virus de siembra una vez introducidos en
sus recipientes definitivos deberdn dar resultados satisfactorios en la prueba
que se describe en la seccién 5.2 (pagina 23).

3.1.6 Prueba de inocuidad en el cobayo de los lotes de siembra primaria
y Ssecundaria

Todos los lotes de siembra deben pasar la prueba que se describe en
la seccién 5.3 (pagina 24).

3.2 Precauciones que deben tomarse en la fabricacion

La preparacién de vacuna antiamarilica se hard con arreglo a las
normas generales enunciadas en la seccién 3 de la parte A de las Normas

para las Sustancias Biologicas N° 1.2

1 Fox, J. P. y Penna, H. A. (1943) Amer. J. Hyg., 38, 152
2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1939, 178, anexo 1
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3.3 Recogida y tratamiento del producto a granel antes de la deshidratacion

Los embriones de pollo inoculados con virus deben estar vivos y con
aspecto normal cuando se recojan. La edad de los embriones recogidos
se contard a partir de la primera introduccién del huevo en la incubadora
y no deberd exceder de doce dias.

El uso de las cabezas de los embriones para la preparacién
de la pulpa se deja al criterio del fabricante. No se dan normas
sobre la cantidad de disolvente que puede afadirse a la pulpa
de embrién o a la suspensién de virus, pero deben observarse
las establecidas acerca del contenido de proteina humana y
de suero afiadido y de la cantidad de nitrégeno proteinico
presente en la vacuna acabada y preparada.

4. Envase y recipientes

Ademds. de las normas referentes al envase y a los recipientes que se
enuncian en la seccién 4 de la parte A de las Normas Generales para los
Establecimientos de Preparacién y Laboratorios de Inspeccién (Normas
para las Sustancias Bioldgicas N© 1),! se observardn las siguientes :

Los envases definitivos de la vacuna serdn de vidrio neutro de calidad
superior, en particular por lo que se refiere a la resistencia a los cambios
de temperatura y a los golpes.

Antes del envase y otra vez durante la desecacion se verd si los reci-
pientes presentan grictas por donde pudiera salirse su contenido y se
desechardn todos los envases defectuosos.

Los envases de vacuna acabada se cerrardn a la ldmpara.

Lo antes posible después de la recogida la vacuna se dese-
cara por el mismo procedimiento que los lotes de siembra
primaria! Si la desecacién no se hace como es debido, se corre
el riesgo de que el producto se deteriore rapidamente, incluso
a 0°C.

Antes de cerrar los envases se practicara en su interior el
vacio o se llenardn de nitrégeno seco.

Pueden utilizarse recipientes de una sola dosis o de varias.

5. Inspeccion de la vacuna acabada

5.1 Prueba de identificacion

La prueba de identificacién se practicard por el procedimiento que a
continuacidn se indica, con el contenido de uno o mds envases definitivos
de cada lote de vacuna, después de reconstituir ésta siguiendo las instruc-

L Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1
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ciones del fabricante para la obtencién de la vacuna preparada para la
administracién al hombre.

Con la vacuna preparada se hacen diluciones sucesivas de razén 5 como
maximo, usando el diluente para virus de la fiebre amarilla, y se mezclan
partes alicuotas de cada dilucion de virus con volimenes iguales de suero
inmune de referencia. Otras partes alicuotas de cada dilucién se mezclan
con volimenes iguales de suero no inmune de referencia. Después de la
incubacién a 37°C, cada mezcla de suero y virus se inyecta a un grupo de
seis ratones por lo menos, en la forma indicada para la prueba de neutra-
lizacién del virus de la fiebre amarilla que se descrite en la seccién 3.1.4.1
(pagina 19). Todos los ratones inoculados se observardn a diario durante
21 dias y se anotaran todas las muertes que se produzcan en los grupos,
pero sélo se tendrén en cuenta las que se consideren especificamente debidas
a una infecciéon de virus de la fiebre amarilla. Los ratones en los que la
pardlisis se presente ¢l 21° dia se contaran como supervivientes. La dilucion
de virus que, seglin los cdlculos, deba producir una mortalidad del 50 %;
después de mezclada con suero no inmune deberd ser superior al décuplo
de la que produzca esa misma mortalidad del 50 7; una vez mezclada con
suero inmune.

5.2 Prueba de esterilidad

El contenido de todos los envases de cada lote final deberd dar
resultados satisfactorios en la siguiente prueba de esterilidad bacterio-
logica :

Témense al azar muestras del contenido de los envases definitivos de
cada lote final. Pruébese su esterilidad bacterioldgica, procurando que en
estas muestras esté representado todo el contenido extraido del deposito
de vacuna a granel. Se ensayardn por lo menos diez envases de cada lote
de envasado. Para el ensayo se tomard como minimo 1,0 ml de cada envase
o todo el contenido de éste si es menor de esa cantidad. Las muestras de
vacuna se sembrardn en medio liquido con tioglicolato o en cualquier otro
medio igualmente apropiado para el crecimiento de microorganismos
aerobios y anaerobios, y en el medio de Sabouraud usado para el cultivo
de levaduras y hongos. Los medios asi sembrados para la demostracion
de bacterias deben ser incubados a 30°-32°C durante una semana por lo
menos ; también se los puede dividir en dos grupos, uno de los cuales
se incubard a 35°-37°C y el otro a una temperatura comprendida entre
15° y 22°C durante una semana como minimo. Los medios de cultivo para
la demostracién de levaduras y hongos se deben incubar a 20°-25°C durante
un periodo minimo de dos semanas. Si en cualquiera de los cultivos aparece
una proliferacién de microorganismos, se podréd repetir la prueba con el
mismo numero de envases. Si se encuentra un mismo tipo de microorganismo
en mds de una prueba, se desechard el lote final, pero no se autorizara
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el uso de ningin lote a menos que en la prueba definitiva no se hayan
encontrado microorganismos en ningun cultivo.

En todas las fases de la preparacion el producto debe ser
estéril, excepto en lo que se refiere al virus de la fiebre amarilla.

Las normas generales de esterilidad de las sustancias bio-
logicas se publicaran en: Normas para las Sustancias Biol6-
gicas N° 6.

5.3 Prueba de inocuidad en el cobayo

Inyéctese por via intraperitonal a dos cobayos normales de peso com-
prendido entre 300 y 500 gramos el equivalente de 8 a 10 dosis clinicas
de cada lote de vacuna. Los animales deben seguir en buen estado de
salud durante 21 dias. Si los dos cobayos presentan reacciones se desechara
todo el lote de vacuna y si sélo las presenta uno, se repetird la prueba
con tres animales. Si en esta repeticion alguno de los tres animales presenta
reacciones, se desechard el lote.

5.4 Prueba de actividad (para determinar el contenido de virus activo en
la vacuna)

Se practicard esta prueba, en la forma que a continuacion se indica,
con el contenido de tres envases definitivos de cada lote de vacuna, que se
tomardn al azar y se ensayardn por separado.

Se obtendrd la vacuna preparada para la administracién al hombre
con la cantidad y clase de disolvente recomendadas por el establecimiento
preparador (véase la seccién 8, pagina 26).

Antes de diluir la vacuna preparada debe dejarsela en reposo

durante veinte minutos a una temperatura comprendida entre
20 y 30°C.

A continuacion se hardan diluciones decimales sucesivas de la vacuna
preparada, usando disolvente para virus de la fiebre amarilla.

Se administraran, en inoculacion intracerebral, 0,03 ml de cada dilucidén
de vacuna a ratones de una variedad muy susceptible y de edad comprendida
entre cuatro y seis semanas, previamente anestesiados con éter. Para cada
dilucién se usard un grupo de seis ratones como minimo. Las diluciones
se preparardn en nimero suficiente para que la mortalidad resultante en
los grupos vaya de 0 a 100 9.

La inoculacién se iniciard inmediatamente después de
preparar las diluciones.

Se anotardn todas las muertes sobrevenidas durante un periodo de
observacion de 21 dias, pero sélo se tomardn en consideracion para el
recuento los animales supervivientes y los que hayan muerto a consecuencia
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de una infeccién tipica de virus de la fiebre amarilla. Los ratones en los
que la paralisis se presente el 21° dia se contarin como supervivientes.
La determinacién de la actividad de la vacuna preparada debe dar un
resultado no inferior'a 1000 DLy, raton por cada dosis individual recomen-
dada por el fabricante para la administracién al hombre. (Véase la
seccién 8, pagina 25.)

Si el contenido de alguno de los tres envases ensayados diera resultado
negativo en la prueba, se desechard el lote de vacuna. Si entre los valores
de la actividad obtenidos para los tres recipientes el mayor fuera mds de
300 veces més grande que el menor, se ensayaran siete envases mds en la
forma indicada, y si alguno de ellos no diera resultado satisfactorio en
la prueba, se desechard el lote de vacuna.

La actividad de cada lote de vacuna que haya dado resultados
satisfactorios en esta prueba, se expresard por la media geomé-
trica de los valores obtenidos en DLj, raton por dosis clinica.

5.5 Contenido de nitrégeno proteinico

Ninguna dosis clinica de vacuna preparada debe contener més de 0,25 mg
de nitrégeno proteinico.

6. Registros

Ademids de las normas enunciadas en la seccion 6 de la parte A de
fas Normas Generales para Fabricas y Laboratorios de Inspeccion (Normas
para las Sustancias Biologicas N° 1)} se observardn las siguientes :

Se llevardn registros de todos los lotes de siembra y de todos los lotes
de vacuna preparados en cada establecimiento cualquiera que haya sido
el resultado de las pruebas de inocuidad y de actividad.

Los registros se llevardn con arreglo a un modelo aprobado al efecto
por las autoridades nacionales de inspeccion.

Convendria llevar tres clases de registros: @) para los lotes
de siembra primaria, b) para los lotes de siembra secundaria,
y ¢) para los lotes de vacuna. En cada uno de esos grupos los
lotes se numeraran consecutivamente, método que es de reco-
mendar porque permite comprobar mas facilmente la unifor-
midad de todos los lotes preparados (véase el apéndice 1).

7. Muestras

Ademias de las normas enunciadas en la seccién 7 de la parte A de
las Normas Generales para Fabricas y Laboratorios de Inspeccion

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1




26 NORMAS PARA LAS SUSTANCIAS BIOLOGICAS NOS 3 Y 4

(Normas para las Sustancias Bioldgicas N° 1)! se observarin las
siguientes :

Ademés de las muestras de lotes de vacuna, los laboratorios prepara-
dores conservardn muestras de todos los lotes de siembra, en las mismas
condiciones que el resto de esos lotes, hasta la fecha de caducidad de
todos los lotes de vacuna que se hayan preparado con ellos.

8. Rotulacién

En los rétulos impresos directamente sobre los envases o en las
etiquetas pegadas a éstos se haran constar, por lo menos, las indicaciones
siguientes :

Razén social y direccién del establecimiento preparador, abreviados

si es necesario ;

las palabras vaccinum febris flavae, la denominacién comun del pre-

parado o ambas cosas ;

el nimero del lote de vacuna ;

la fecha de caducidad del preparado.

Ademis de esas indicaciones, se hardn constar en el rétulo de cada
envase, en las etiquetas de las cajas de uno o varios envases o en el pros-
pecto que acompafie a éstos, los siguientes datos complementarios :

Declaracion de que la vacuna retne las condiciones establecidas en el
presente documento ;

las palabras « vacuna de virus vivo de la fiebre amarilla preparada en... »,
seguidas de la indicacién del tejido en que se ha cultivado el virus ;

las condiciones recomendadas para el almacenamiento y el transporte
del preparado (si a juicio del establecimiento preparador el transporte
a una temperatura superior a la recomendada puede ser perjudicial
para la actividad de la vacuna, se hard constar asi);

la clase y cantidad de disolvente que debe usarse para reconstituir
la vacuna ;

la dosis individual recomendada y la via de administracién (por inyeccién
subcutanea) ;

la advertencia : «la dosis es idéntica para las personas de todas las
edades » ; C

las instrucciones para la administracién y la advertencia de que la

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1
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vacuna preparada no puede usarse después de transcurrida una hora
desde el momento en que se abre el envase.

También puede advertirse que la vacuna preparada se debe
conservar a una temperatura proxime a 0°C. En el prospecto
se haran constar ademas las contraindicaciones de la vacuna-
cion y las reacciones que ésta puede producir.

Las normas que anteceden tienen caracter provisional y se
han enunciado en espera de que se formulen las normas generales
de rotulacién aplicables a todas las sustancias bioldgicas.

9. Distribucién y expedicion

Se observardn las normas enunciadas en la seccién 9 de la parte A
de las Normas Generales para Fabricas y Laboratorios de Inspeccion
(Normas para las Sustancias Bioldgicas N° 1).1

10. Almacenamiento y fecha de caducidad
10.1 Condiciones de almacenamiento

Hasta el momento de la distribucion por el establecimiento preparador
todas las vacunas se conservardn a una temperatura constantemente
inferior a —5°C.

’ A ser posible, el almacenamiento debe hacerse a una tem-
peratura inferior a —25°C pero, teniendo en cuenta que la
conservacién a esa temperatura de productos insuficientemente
deshidratados puede impedir la deterioracién que se produciria
a temperaturas superiores, deben guardarse siempre algunas
ampollas a una temperatura mas alta con objeto de apreciar
la estabilidad del preparado a las temperaturas a que puede
estar expuesto después de la expedicion.

El establecimiento preparador indicard las condiciones de almacena-
miento y transporte que deben observarse para que la vacuna preparada
se ajuste a las normas de actividad hasta la fecha de caducidad que figure

en el rétulo.

La vacuna distribuida debe conservarse de ordinario a una
temperatura inferior a 4°C, pero pueden permitirse temperaturas
superiores durante un corto espacio de tiempo. Ello no obstante,
si la temperatura de conservacién estd comprendida entre 0
y 4°C, la vacuna puede perder una parte considerable de su
actividad en el espacio de un afio.? Por eso, si hay que conservar
la vacuna a esa temperatura durante mas de tres meses, su grado
de actividad inicial debe ser bastante alto para ajustarse a las
normas enunciadas en la presente seccién.

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1

2 Burruss, H. W. y Hargett, M. V. (1947) Publ. Hith Rep. (Wash.), 62, 940;
Fox, J. P.y Gard, S. (1940) Am. J. Trop. Med., 20, 447 ; Hahn, R. G. y Bugher, J. C.
(1953) J. Immunol., 70, 352
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10.2 Fecha de caducidad

La fecha de caducidad de la vacuna no debe ser posterior en mas de
18 meses a la fecha de la dltima prueba de actividad que haya dado resul-
tados satisfactorios, entendiéndose por fecha de la prueba de actividad
la de inoculacién de la vacuna a los animales de experimentacion. La fecha
de caducidad no podrd tampoco ser posterior en mds de 12 meses a la
de expedicion de la vacuna por el establecimiento preparador.

Parte B. Normas para la inspeccién nacional

1. Normas generales

Se observardn las normas generales para laboratorios de inspeccién
enunciadas en la parte B de las Normas Generales para Fébricas y Labora-
torios de Inspeccion (Normas para las Sustancias Bioldgicas No 1).t

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1959, 178, anexo 1
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Apéndice 1
PROTOCOLO RESUMIDO DE LA FABRICACION
DE VACUNA ANTIAMARILICA

A. LOTE DE SIEMBRA PRIMARIA O SECUNDARIA

Razén social y direccién del laboratorio preparador

Numero de referencia del lote en el registro del laboratorio . .

Fecha en que se termind la preparacién . . . . . . . e e e
Indiquese si el lote de siembra relne las condiciones reco-
mendadas . ..

Datos sobre las operaciones de preparacion

1. Clase de virus con que se han inoculado los tejidos usados en la preparacién
del lote:

a) cepa y subcepa ..
b) niimero de pases
¢) origen y numero de referencia

d) observaciones.___ .

2. Fecha de la recogida
Niamero de envases llenados

w

4. Condiciones de almacenamiento

Datos sobre las pruebas de inocuidad
1. Prueba de inocuidad en el mono
a) fecha en que se inoculé a los monos

b) dilucién del lote de siembra rehidratado que se ha usado para Ja inoculacién

¢) Determinacién del titulo del material utilizado para la inoculacion (prueba en
el ratén)

Tasa de mortalidad (TM) Promedio del periodo de super-
(Namero de ratones[nimero viviencia (PPS) de los ratones
total de ratones) muertos en la prueba *

Dilucién en que se ha
inoculado 