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OBJETIVO GENERAL

Establecer los procedimientos para garantizar la calidad de los productos
inmunobiol6gicos mediante la prevencion de riesgos, la deteccion de posi-
bles desviaciones, la correccion de fallas, el mejoramiento de la eficienciay la
reduccion de los costos.

INTRODUCCION

Los laboratorios nacionales de control de calidad merecen especial atencién, ya que su campo de
trabajo se extiende mas alld de la realizacién de pruebas y la participacién en las diversas etapas del
proceso de autorizacidn, registro y control de las vacunas. En efecto, un laboratorio nacional de
control de calidad debe cumplir con los principios de buenas practicas de laboratorio (BPL), y las
pruebas que realiza han de estar debidamente normalizadas, validadas e interpretadas. Para ello,
debe establecer un sistema de calidad adecuado y definir la estructura organizativa, las responsabi-
lidades, los procedimientos, los procesos y los recursos necesarios para cumplir con los objetivos de
prevenir los riesgos, detectar las posibles desviaciones, corregir las fallas, mejorar la eficiencia y redu-

cir los costos.

El laboratorio puede ser parte integrante de la Autoridad Regulatoria Nacional (ARN) o constituir
una entidad separada. La puesta en funcionamiento de un recurso de este tipo es un proceso largo y
costoso, por lo tanto, algunas autoridades nacionales de control en sus inicios prefieren la contrata-
cién de servicios de laboratorios de terceros para satisfacer sus necesidades. Ademads, es posible que
sea necesario contratar diferentes laboratorios, pues no siempre un mismo laboratorio es competente

para realizar todas las pruebas que requiere el control de calidad.

UNIDAD 1. FUNCIONES DE UN LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD

OBJETIVO ESPECIFICO

Al finalizar esta unidad, los participantes estardn en condiciones de describir las funciones de un

laboratorio nacional de control de calidad.

La funcién primordial de un laboratorio de control de calidad es actuar en los ensayos analiticos

como soporte de la autoridad regulatoria y, por lo tanto, efectuar pruebas en las vacunas.

Estas pruebas se realizan con los siguientes objetivos:
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* revisar el cumplimiento de las especificaciones del producto terminado en el proceso de autori-
zacion para la liberacién de lotes,

e verificar si la vacuna para la cual se solicita la licencia se ajusta a las especificaciones descritas
en la solicitud, y

* corroborar la calidad de una vacuna ante la sospecha de un problema operativo.

Es una funcién esencial del laboratorio participar en el descubrimiento y desarrollo de métodos
con el propésito de evaluar la calidad de los nuevos productos, asi como para establecer metodo-
logias mas sensibles en sustitucién de las ya utilizadas. Es igualmente importante su participacion
en estudios colaborativos interlaboratorios para establecer metodologias innovadoras, nuevos
materiales de referencia (patrones) o ambas cosas, y procurar su conservacién y distribucién apro-

piados.

Ademas de contar con experiencia en todos los aspectos relacionados con los procedimientos ana-
liticos, el personal del laboratorio también debe poseer los conocimientos necesarios para participar
en otras decisiones reglamentarias, tales como el examen de protocolos resumidos de producciény de
control de calidad de un lote de vacuna como parte de la liberacién de lotes, la participacién en las
decisiones de concesién de licencias mediante el andlisis de la documentacién cientifica, y la asisten-
cia en las inspecciones de buenas practicas de manufactura (BPM). Asimismo, debe actuar principal-
mente en el drea de control de calidad y asesorar a la ARN sobre la calidad de las vacunas utilizadas

en el desarrollo de los ensayos clinicos.

En resumen, las funciones de un laboratorio como soporte o parte de un organismo de reglamen-

tacién son las siguientes:

* larealizacién de pruebas de laboratorio,
* el desarrollo de nuevos métodos de ensayos,

* l|a participacién en estudios de colaboracién entre laboratorios para establecer nuevos métodos,

materiales de referencia, o ambos,
e |a distribucién de materiales de referencia,
* el examen de protocolos resumidos de produccién y de control de calidad del producto,
* la participacién en las decisiones de concesién de licencias,
* |a asistencia en las inspecciones de buenas précticas de manufactura,
* el asesoramiento sobre ensayos clinicos,

* el examen de datos sobre la vigilancia posterior a la comercializacion.
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UNIDAD 2. SELECCION DE METODOS, PROCEDIMIENTOS Y PRUEBAS
DE LABORATORIO

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Al finalizar esta unidad, los participantes estardn en condiciones de:

1. Definir los métodos principales para confirmar el cumplimiento de los requisitos minimos de
calidad a fin de complementar la liberacién de lotes.

2. Describir los procedimientos establecidos para solicitar pruebas de laboratorio ante la apari-

cién de un evento supuestamente atribuible a la vacunacién o inmunizacién (ESAVI).

Los métodos analiticos son procedimientos técnicos adecuados para determinar una o mds caracteris-
ticas especificas de un producto o material compatibles con la naturaleza de la muestra a ser evalua-
da. En el caso de los inmunobiolégicos esto es sumamente importante dada la complejidad de los pro-
cesos de producciéon y control. Existen al menos cuatro opciones principales para la seleccién de los

métodos:

* Meétodos estdndares: son aquellos que han sido objeto de intensa investigaciéon y han demostra-
do su utilidad practica para alcanzar el objetivo propuesto. Se trata de métodos probados y vali-

dados exhaustivamente.

* Meétodos oficiales: son en general los descritos en compendios oficiales, tales como las farmacope-
as y las normas técnicas de organizaciones internacionales (por ejemplo, la Organizacién Mun-
dial de la Salud, OMS). También han sido validados antes de ser designados como oficiales.

* Meétodos de la literatura: son los provenientes de publicaciones especializadas que constituyen
una buena fuente de metodologias innovadoras, pero deben ser tratados con precaucién, pues

necesitan ser validados antes de su aplicacién definitiva.

e Meétodos desarrollados internamente: son los creados o modificados en laboratorios como resul-
tado de una investigacion para definir, mejorar o perfeccionar las pruebas o atender a las nece-

sidades y problemas particulares. Estos métodos deben ser validados.

Aunque se hayan convalidado los métodos oficiales y estdndares, si un laboratorio desea adoptar-
los para su uso rutinario por primera vez, se deben realizar pruebas de validacién para garantizar que
el desempefio sea el adecuado. Cualquier método nuevo o que haya introducido modificaciones signi-
ficativas en uno ya existente para su uso rutinario deberd someterse a un proceso riguroso de seleccién

que incluye su validacién.

Se ha de tener en cuenta asimismo si el instrumental es el adecuado, si el laboratorio posee la expe-
riencia requerida para realizar la prueba y si se podrdn cubrir los costos. Por estas razones, el método

de analisis elegido debe ser el apropiado para responder a estos criterios y debe poder reproducirse con
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resultados confiables. Para que una prueba se considere “validada” deberd cumplir los requisitos

siguientes:

e Precisidn: es la variaciéon de los resultados de acuerdo a la desviacién estdndar o al coeficiente de
variacion.
* Exactitud: es el grado de correlacién con el valor real.

* Sensibilidad: es |a respuesta por cada unidad de sustancia medida, es decir, la capacidad del pro-
cedimiento de prueba para detectar pequefias variaciones entre concentraciones. Se puede defi-
nir también como las caracteristicas de un método o de una técnica especifica que indican su

capacidad de medir o detectar la sustancia de interés.
* Reproducibilidad: es la precisiéon del procedimiento realizado en diferentes ocasiones.

* Especificidad: es el grado de unicidad de respuesta a la sustancia considerada. También se pue-
de definir como la caracteristica de un método o técnica especificos que indica que dicho méto-

do o técnica no responden a ninguna otra propiedad mas que la que se intenta medir.

* Robustez: es la habilidad de proporcionar resultados de exactitud y precisién bajo una variedad

de condiciones.

En caso de reemplazo de un nuevo método desarrollado por uno de uso rutinario, debe realizarse
un estudio para determinar la correlacién entre ambos, que ha de ser lineal. Los procedimientos de vali-

dacién mas aceptables para nuevos métodos son los estudios colaborativos interlaboratorios.

Las pruebas seleccionadas para evaluar los requisitos minimos de calidad del lote final de una vacu-
na estan directamente relacionadas con su formulacién y su proceso de produccidn. Existen tres tipos de

pruebas para realizar el control de calidad de las vacunas: de potencia, de seguridad y fisicoquimicas.

Las pruebas de potencia estan destinadas a evaluar el contenido del antigeno en el producto y se
pueden efectuar por métodos in vivo e in vitro. Los métodos in vivo son los mds utilizados para vacu-
nas de virus inactivados, como la vacuna DPT y la antirrdbica, y consisten en la administracién del pro-
ducto a animales de experimentacién para medir el grado de proteccién conferida por la vacuna. Se
trata de pruebas de larga duracién (entre uno y tres meses), y la potencia suele expresarse en Unida-
des Internacionales (Ul). Los métodos in vitro, tales como los cultivos de tejidos, son los mas utiliza-
dos para evaluar la potencia de vacunas de virus vivos atenuados (por ejemplo la antisarampionosa) y
se basan en la cuantificacién del efecto ocasionado por el virus vacunal sobre las células, lamado efec-
to citopatico. La potencia de la vacuna se expresa como dosis infectante en cultivo celular 50
(DICCS50), es decir, la dosis que infecta a 50% del cultivo celular. Este tipo de pruebas de potencia in

vitro tiene una duracién de alrededor de 10 dfas.

En el caso de vacunas a base de proteinas purificadas, como la vacuna contra la hepatitis B recom-
binante y la vacuna acelular contra la tos ferina, la determinacién de la potencia se efecttia por méto-
dos inmunoenzimdticos, que cuantifican el contenido antigénico, y la potencia se expresa en microgra-

mos por dosis (pg /dosis).
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Las pruebas de seguridad son principalmente las de identidad, esterilidad, toxicidad y pirégenos.
La prueba de identidad es una prueba de reaccién antigeno-anticuerpo que tiene el propdsito de corro-
borar que el contenido de la vacuna se corresponda con lo declarado en la etiqueta del envase. En el
caso de la vacuna antisarampionosa, por ejemplo, esta prueba permite comprobar que el contenido

de la vacuna es efectivamente el virus del sarampién.

La prueba de esterilidad tiene por objeto verificar la presencia o ausencia de contaminacién bacte-
riana o flingica (hongos) en el producto, mediante su inoculacién en medios de cultivo adecuados. Si
el producto esta contaminado se desarrollard turbidez en los medios de cultivo. La duracién de la prue-
ba de esterilidad es de 14 dfas.

Las pruebas de toxicidad (especifica y general), llamadas también de inocuidad, consisten en la
administracién del producto a animales de experimentacién, principalmente ratones y cobayos. Tie-
nen por objeto evaluar durante siete dfas la aparicion de cualquier reaccién extrafia en el grupo vacu-
nado comparado con el aspecto y comportamiento del grupo de control (animales no vacunados). En
el caso de la prueba de toxicidad especifica, se determina ademas el peso de los animales al inicio y al
final del ensayo. Un producto pasa la prueba si no causa reacciones inespecificas, disminucién del
peso al final del periodo de observacién o ambos efectos.

La prueba de pirégenos se lleva a cabo en conejos y permite determinar la presencia de sustancias
pirogénicas, por lo general endotoxinas, mediante la aparicién de fiebre en los animales de experimen-
tacién. Su duracién es de aproximadamente dos dias. Actualmente existe una prueba de pirégenos in
vitro que esta sustituyendo a la que se realiza en animales. Se trata de la prueba del lisado de amebo-
citos de Limulus (LAL), que permite determinar el contenido de endotoxinas en el producto y puede
realizarse en unas horas. Esta prueba forma parte del control de calidad de vacunas recombinantes,

fraccionadas y altamente purificadas, como la vacuna contra la hepatitis B.

Los métodos fisicoquimicos se emplean para determinar el contenido de adyuvante, hidréxido de
aluminio o fosfato de aluminio presente en las vacunas adsorbidas, como la vacuna DPT y sus combi-

naciones, los toxoides y la vacuna contra la hepatitis B recombinante.

El contenido de preservante en la vacuna (por ejemplo el tiomersal, muy frecuente en las presenta-
ciones multidosis) también se determina por métodos fisicoquimicos. En el caso de las vacunas liofili-
zadas, mediante estos métodos se debe determinar la humedad residual y verificar el contenido de

agua remanente.

Otra prueba fécil de realizarse y que aporta informacién valiosa sobre la calidad del producto es la
determinacién del aspecto. Existen diversas situaciones en las cuales puede producirse la alteracion del
producto, por ejemplo, cambios en la temperatura de conservacién, aumento de la humedad residual
o cambios de pH, que modifican el aspecto fisico del producto e indican que la vacuna no se debe uti-
lizar. Ademas, esta prueba tiene la ventaja de que puede realizarla el personal de salud antes de utili-

zar la vacuna.
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Los cuadros 1y 2 muestran las pruebas llevadas a cabo en un producto terminado, segtin las nor-
mas de produccién y control descritas en las Series de Informes Técnicos de la Organizacién Mundial
de la Salud.

CUADRQO 1. Pruebas aplicadas en un lote final de vacunas bacterianas, seglin normas descritas
en la Serie de Informes Técnicos de la OMS

Vacuna Pruebas biologicas o microbiolégicas Pruebas fisicoquimicas

BCG Identidad Humedad residual
Micobacterias vivas
Micobacterias virulentas
Reactividad cutanea
Termoestabilidad/esterilidad

TT, Td, DT y DPT Identidad/potencia Conservante
Esterilidad Adyuvante
Toxicidad

Haemophilus influenzae tipo b Identidad/potencia Humedad residual
Contenido de polisacarido Conservante
Esterilidad Adyuvante
Toxicidad
Pirégeno

Polisacaridos meningococicos Identidad Humedad residual

Contenido de polisacarido
Tamafio molecular
Esterilidad
Toxicidad/pir6geno

La Autoridad Regulatoria Nacional (ARN) puede requerir que se realicen pruebas de laboratorio
como parte de la verificacién del cumplimiento de las especificaciones del producto terminado en el

proceso de autorizacién de la liberacién de lotes:

e para verificar si una vacuna que esta en tramite de registro cumple con las especificaciones des-
critas en la solicitud;
* cuando se sospecha una desviacion en la calidad;

* cuando se observan fallas en la cadena de frio, ya sea en el transporte, la distribucién del pro-

ducto o el almacenamiento en los diferentes niveles.

La investigacién ante la aparicién de un ESAVI da lugar a la participacién de la ARN, y por ende de
su laboratorio de control. La ARN deberd contar, en ese momento, con todos los resultados y con la

informacién previa de las vacunas, ya que ha efectuado la liberacién lote por lote de la vacuna. Ante
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CUADRQO 2. Pruebas aplicadas en el lote final de vacunas viricas, seg(in normas descritas

Vacuna

Antipoliomielitica (oral)

Antipaperas, antirrubéola,
antisarampionosa y combinaciones

Antiamarilica

Antipoliomielitica (inactivada)

Antihepatitis B recombinante
Pir6geno
Antihepatitis A

Antivaricela

Antigripal

Antirrabica

en la Serie de Informes Técnicos de la OMS

Pruebas bioldgicas o microbiol6gicas

Identidad
Potencia
Termoestabilidad
Esterilidad

Identidad
Potencia
Termoestabilidad
Esterilidad
Toxicidad

Identidad
Potencia
Termoestabilidad
Esterilidad
Toxicidad
Pirégeno

Proteina de huevo

Identidad/potencia
Esterilidad
Proteinas
Toxicidad

Identidad/potencia
Esterilidad

Adyuvante
Identidad/potencia
Esterilidad
Pir6geno

Identidad/potencia
Esterilidad
Toxicidad

Identidad

Potencia (hemaglutinina)

Esterilidad
Toxicidad

Endotoxina bacteriana

Proteina de huevo

Identidad/potencia
Termoestabilidad
Esterilidad
Toxicidad
Inactivacion viral
Pir6geno
Toxicidad/pirégeno

Pruebas fisicoquimicas

Humedad residual

Humedad residual

Conservante
Conservante

Adyuvante

Humedad residual

Conservante
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la sospecha de un problema relacionado con la calidad de la vacuna, se requerird un analisis conjun-
to con el programa de inmunizacién que especifique el tipo de falla de calidad sospechada, y sélo
entonces se podra decidir si se justifica el chequeo por parte del laboratorio y qué tipo de prueba se
debe realizar.

La idoneidad de los profesionales del laboratorio de control de calidad es una condicién importante
para dilucidar si los ESAVI estdn directamente relacionados con el lote de la vacuna sospechoso o si inter-

vienen otros factores (aplicacién del producto, errores programaticos o un hecho por coincidencia).

No hay manuales que contengan reglas especificas sobre cémo deben tratarse estas situaciones uti-
lizando al laboratorio como una herramienta. Esto dependerd de cada tipo de producto frente a cada
situacion (cuadro 3).

En general, las pruebas de potencia son Utiles cuando se sospecha una posible alteracién del con-
tenido antigénico, como en los casos de accidentes en la cadena de frio o de evidencias de baja sero-
conversién en pacientes vacunados. En los casos de ESAVI, la determinacién de la potencia no es la
prueba adecuada, ya que la investigacion del contenido antigénico no aportard informacién relevante
ante situaciones que se relacionan directamente con la seguridad del producto.

En cuanto a la seguridad, la seleccién del ensayo que se ha de realizar dependerd en primer lugar
del tipo de vacuna implicada en el ESAVI y del tipo de evento. En algunos casos, la prueba indicada
puede ser un procedimiento fisicoquimico dirigido a determinar el contenido de adyuvante (hidréxido
o fosfato de aluminio) o de preservante (tiomersal), como en el caso de una vacuna adsorbida en la
cual podria requerirse, ademas, la verificacién de la estructura coloidal del hidréxido o fosfato de alu-
minio, que se altera al sufrir congelacién y que puede comprobarse mediante métodos microscépicos

o simplemente observando el aspecto de la vacuna.

CUADRO 3. Ejemplos de situaciones y pruebas requeridas segtn el tipo de vacuna

Situacion

Accidente en la cadena de frio

Posible congelacién

Problema de toxicidad

Reaccion febril

Reaccion local

Presencia de particulas, aspecto
heterogéneo

Cambio de color, aspecto himedo

Tipo de vacuna

Atenuada, inactivada, recombinante,
fraccionada

Vacuna adsorbida
Atenuada, inactivada, fraccionada

Atenuada, inactivada, recombinante,
fraccionada

Recombinante, fraccionada

Vacuna con preservante, por
ejemplo, tiomersal

Vacuna adsorbida

Atenuada liofilizada

Prueba de laboratorio

Potencia

Aspecto, estructura coloidal del adyuvante
Potencia

Toxicidad, esterilidad

Pirogenos/LAL

Determinacion del contenido de tiomersal
pH

Aspecto, estructura coloidal del adyuvante

Humedad residual
Aspecto



MODULO II. LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD

EJERCICIOS

Tema: Unidad 2

EJERCICIO 1

Se registraron varias notificaciones de eventos adversos del tipo “fuerte dolor” en el lugar de aplica-
cién, en relacién con un lote de vacuna antihepatitis B recombinante utilizada habitualmente en el pro-
grama de inmunizacién. ;Qué pasos hay que seguir antes de solicitar una prueba de laboratorio? ;Qué
tipo de prueba de laboratorio podria utilizarse para evaluar si hay alguna falla en la calidad de la vacu-
na? Comente su respuesta.

EJERCICIO 2
Durante una camparfia en la que se utilizé la vacuna DPT, se notificé un elevado niimero de crisis con-
vulsivas en los nifios vacunados. ¢Qué pasos hay que seguir antes de solicitar una prueba de laborato-

rio? ¢Cudles son las principales pruebas de laboratorio que deben realizarse para verificar si la vacuna
era adecuada para su uso?
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EJERCICIO 3

Debido a una epidemia de meningitis meningocdécica del tipo C en determinada zona de un pais, las
autoridades locales deciden aplicar una estrategia de vacunacién de bloqueo. Durante la vacunacién,
un gran nimero de vacunados presenté un cuadro febril elevado. ;Qué pasos hay que seguir antes de
solicitar una prueba de laboratorio? ;Qué tipo de prueba de laboratorio se puede realizar para evaluar
esta vacuna?

Las versiones actualizadas de los modulos se podrdn acceder en la pdgina web de la Unidad de Inmunizacion de la OPS:
http://www.paho.org/spanish/ad/fch/im/vacunas.htm.
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