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~RESUMEN

IERRY XSS

Con-la finalidad de identificar el comportamiento de

la vacuna Salmopella gallinarum cepa 9R a diferentes tempera

turas se procedié a realfzar pruebas de estabiliidad acelara-
da en esta vacuna2 a 4,20 y 37°C a los 0,7,10,14,22,24 y 31 -
dfas, la titulacifn de la vacuna sec evaluf mediante Cucntas-
viables uwtilizando el método de Lontrel de Calidad de PRONA-
BIVE (en botellas de di{luci6n de leche). Al iniciode la prug
ba la vacuna presentaba un titulo de 129,60 x 105 Unidades -
Formadoras de Colonia (U.F.C.)/DOSIS al dfa 31 los tftulos -
de Ja vacuna a 4°C fué de 106.%1 x 106 yFC/Dosis, a 20°C -
37.5 x 10% UFC/Dosis y a 37°C 5.12 x 10° UFC/Dosis. Expresa-
do en porcentaje la cafda de? tftulo a 4°C fué del 18%, a -
20°C 71.06% 'y a 37°C de 96.5%, Finalmente como medida compa-
rativa de estos resultados, a Yos 11 meses de aimacenado el
cproducto a 4°C fue realizada una reprueba ohbteni@ndose un va
lor de 1¢5 « 106 UFC ml, -

N ) Las resultados antertares indican que la vacuna - =
Saimonella gallinarum Cepa 9R es bastante establie a la tempg
ratura de almacenamiento {recomendada de 4°C) y el tftulo ba

~Jja considerablemente si ést; es sometida por largo tiempo a-

temperaturas mayores.



INTRODUCCION

EEEETEEE S X
"GEHERAL IDADES -

‘NDentro de 1a Industria Farmacéutica, tante en el -
afea de farmacta como de produccidn de bioldgicos, uno deo -
tos principales requisitos es obterer productes que cuenten

. con estabhilidad adecuada, En el area de biol'égicos la esta-
bilidad que muestre un producto es factor determinante en ~
sus. caracterfsticas inmunizantes (1,12,15).

Se han sugerido una serie de procedimientos para -
evitar la descomposicidn de vacunas, conservarlas entre 2 y
8°C, recomendar el uso de refrigerante y cajas térmicas pa-
ra el transporte del producto; estos pasos forman parte de-
la red frfa que es actualmente ¢1 proceso recomendadeo para-
el transporte de biolfgicos (8,18,19,23,25).

' Sin embargo se-sabe nque en muchas ocasiones este -
.—pFOCESu no-se¢ lleva a cabo adecuadamente, ya sea por descono
cimiento, por deficiencias o bien las distancios entre los-
iugares de distribucidn del producto y de uso del mismo son-
demasjado grandes y no permiten el acceso de un adecuado -
sistema de transporie como en et caso de muchas rancherfas-
y poblades que se¢ localizan cn provincia {2,4,11,21,27).

Existen factores para mejorar Ta estabilidad de un

producto ligados estrechamente a los laboratorios producto-




res, la. incorporacifn de un buen estapilizador, un procesn de

Ttiotilizacien que garantice una humedad baja 407 gomo vacfﬁ 7-
adecuado en 21 producto. Finalmente y dubi&o a la importancia
que tienen los biol6gicos en. vl &rca salud fstes deben cum- -
plir con requisitos estrictos en su control de calidad, entre
los gue se pueden menclonar, la titulacidn, inocuidad, cuenta
viable, disosiaci6n y pureza. Se Tlevan a caho también deter-
minaciones fisico-quinmicas como son pH, hGmedad y vacfo (12.
25). AQeis debe establecerse un fecha de caducidad y dsta -
ser corroborada al término por el laboratorio productor.

Lo determinacidn de la fecha de caducidad se basa en-
la estabilidad del producto y para esto es npecesario evaluar-
o a lo targo del tiempo de vigencia cstablecido, Otra mancra .
mds rédpida c¢s mediante el empleo de pruebas de estabilidad -
acelerada, las cuales poscen la ventaja de que permiten 1le--
var a cabo 13 evaluacidn del producto ante una serie de varia

bles como pH,., Himepdad y Temperatura en un tiempo menor (1,7).

1,1 CARACTERISTICAS HMORFOLOGICAS

Les microorganismos de) g&nero Salmonella son baci--

los méviles Gram negativos que en torma caracterfstica no fer

mentan la lactesa y que son patdgenos Qaruyc] hombre .y los -
animales por via oral.

t.as Salmonegllas con bacilos Gram ncgativos no esporu-

ladds, de tamafo, entre dos y tres micras por 0.4 a.0.6, ta -

mayorfa de 1as especies son mfviles debido a flagelos perftri




Salmonelias. crecen fictimente en los medfos de cultivo ordi
qarJos, son genaralmente resistentes a la congelacidn en - -
agua y a ciertos agentes qufmicos, por ejemplo, el Verde Brji
dlante. el Tetrationato Jde Sodio y el Deoxicolato de Sodio;-
tales compuestos inhiben a los bacilos caoliformes y son por-
1o tanto dtiles para el aislamiento de Salmopelias a partir- -
dé heces.

lLas especies de Salmonella pueden ser identificadas
por reacciones bioqufmicas y por pruebas serolfgicas. Diver-
sas cepas de la misma especie pueden ser clasificadas por 11
sis con bacteri6fagos especificos lo cual ayuda al rastreo -

epideﬁinldqico en los cascs de cuarentena (14).

1.2 PROPIEDADES BIOQUIMICAS

La {dentificacién de una bacteria como Salmoneilla -~
ﬁo ﬁresenta dificultades, pero una vez que se ha realizado -
jmp)1ca un complejo andliisis serolfgico (y en ocasiéncs 1a -
tipificacifn por fagos) necesario para identificar las ce--
pas con el detaile suficiente que puede ser de uti]idad en -
la determinacifn de una fuente de infeccién. E} andlisis se-
rolégico y 1a tipificacidn por fagos ne son procedimientos--
de rutina para un laboratorio clinico y los laboratorios de-
referencia estdn disponibles para ayudar en la mayor parte -
de Jos pafses. Han sido sugeridos esquemas simplificados de-
diagnbstice que emplean un nimero limitade de sueros y e¢sto

hace pnsible.1d serotipificacifn de la mayor parte de las -



5a1m6nel1g§ afsladas de materfal clinfco. La table Ho..l

muestra las principales prucbas bioqufmicas empleadas para

la identificacidn de Salmonglla yallinzrum (9).

1.3 ANTIGENDS

Existen tres antfTgenos principalesg:

1.- Los antigenos fligelares, "H" son jnactivados

por calentamiento 2 temperaturas superiores a 60°C, asf como

por pHs &cidos, para determinaciones serol6gicas se les pre-

para afiadiendo formalina a cultivos méviles jbvenes en caldo
tales. ant¥genos aglutinan rdpidamente con sueros que conten-
gan anticuerpos anti -~ H, formando grandes masas esponjosas.
Los antfgenos "H" contienen varios constituyentes inmunita--

rios; para una misma especie de Salmonella, los antigenos ->

flagelares pueden presentarse en cualqguinra de dos farmas o-

de ambas l1lamadas fase 1 y Tase 2, la fase 1 es compartida -

s6lo por unpas cuantas especies diferentes, Ta fase 2 por mu-
chas. Lus microorganisnns tienden a mudar de una fasc'a otra
y aesto :erle 1lama variaci6n de fase, los anticuerpos con=
fra tos antfgenos "H™ son predeminantementa Ig9G.

2.- Lous antfgenos "0" somdticos fotman parte de la -

pared de la célula btacterians y son resistentes al calenta--

miento prolongado & 1J0°C al ailcohol y a los &cidos ditujdos

Los antfgenos "0" se preparan a partir de bacflos itnmdviles-

por .tratamientc con calor y alcohol, con suerc que contenga-

anticuerpos anti-"0", tales ant¥genns seo aglutinan lentamen-

te en masas granulares, Los anticuerpos contra antfganos "Q0"



Tablp Ho. 1,

Prugbas bicquimicas para la identificactsn de
Salmonella gallinavum.

Motilidad - "Ramnosa {+}
- Pigmento - Salictn e
Crecimiento en

medio con KCH - Trehaloss +
Citrato como fuen

te da carbono - 0O NPG -
Gluconato .. Prueba V=P -
Malonato - Hidrolisis de 1la
Carbohidratos: escuatina .
gas de la glucosa - Indol -
Actido de: Hidrolisis de ta
Adonitol - qelatina <
Avabinosa + Ureasa -
Dulcitol + HZS del FTA .
Glicerol ) Deshidrolasa de

Inositol - la arginina (+)
Lactosa - Descarboxilasa de
Haltosa + ta Yisina +
Manitol + Basrarhavilacza dp
Catalasa o ' 1a ornitina -
Oxjidasa X - fenitalanina -

OBTENIDO DE COWAN y STEEL (9).
Siynificado vy egquivalente descriptivo

Simbolo
-+ g5-100%
d 16-84%
- 0-15%
(")

da

las cepas son posilivas {por

general todas). B
de las cepas son positivas,

de las cepas son positivas,

to tardfo.
No conocida,

io

Reaccidn retardada en una prueba o crecimien



7

:éon predominantemente IgK estos antfgenos posven 14 estructy
-ra«qeﬁéra1 siguiente: las cadenas especificas "n", fnrmadnsf
“por unidades repetidas (0ligosacdridos) se hallan unidos a -
un polisaclrido nuclear basal, el cual se halla & su vezr uni
do -al 1fpido A; este conjunto forma un lipopolisacdridn (LP5),
las diferencias en las cadenas espucificas O y en Tos antige-
nos flagelares y capsulaﬁ es la base para 1a servtipificacién

de -Salmoneila, c<on wds de 1700 serotipos adecuadamente {den-

tificados, ver figura No. 1,

Estas varifaciones en Ja cadena O especftica tambidn -
tiene impiicaciones biocldgicas debide a que sus caracteristi-
cas coenficren reconocimiento y especificidad antigénica al --
sistema inmunol8gico del huésped. €sta especificidad permite-
“ganto la respuestd humorsl como celular contra cualquier serg
tipo invasor de Salmonella y el desarrcllio de anticuerpos me-
diados al LP5S del serotipo especffico de Salmonella. Estructy
ralmente se le ha aseciade coer la invasividad de Ja bacteria, )
la produccidn de enterotoxinas y <on la gran sobrovivencia an
an{ﬁa\es infectados experimentalmente, en donde se ha visto -~
que cepas incpmpictas (rugosas) posecn poca habtlidad para «-
iﬁgad1r el epitelio de ta mucesa intestinal y ariginanp una -
resput¢sta inflamatoria muy d8bil, La estructura del LPS. tam-
bién ha sido asociade con la capacidad de algunas cepas de =

Salmanella typhimurium para colonizar el colon de ratfn y pug

‘de. influiv en la adhesin bacteriana a las células epitelia--

les del intestino,



Los efectos biolbgicos mis frocuentemente asocia-
dos con el LPS son los efectos medisdos por la cndotoxina, -
atribuidos a Ya porcidn d=! ‘¥nido A. Muchos de estos efpr--
tos pavecen scr debidos a T3 interaceidn endotoxina-macrdfa-
gos. Esta intevaccifn origina la liberacibn de mediadores, -
1os cuales originan los eventos asociados con el shock sépti
co, por momentos 13 Interleucins I, la cual es producida por
macrdfagos activados, estimula la actividad de linfocitos T-
y B y 1a produtcifn en higado de muchas protefnas séricas --
asociadas won el proceso de inflomacidn aguda y actda en ol-
hipotdlamo para inducir fiebre, otro macréfagu produce la ag
tivacién de diversas vfas metabGlicas incluyendo la sintesis
de prostaglandinas y la cascada de coagulacidén. Por’le tanto-
el LPS tiene un amplio espectro dp actividad bipldgica que -
origina la diversidad de signos clfnicos encontrados en ca--
sos de Salmonelosis cntérica (20).

3.- Loa antfgenos “"Vi", antfgenos k capsulares espe
ctalizados que se encuentran en la eoxtrema periferia de a -
bacteria, a menudo interfisren con 1a eglutindciln de cepas-
aisladas recientemente por los antisucres gque contienen pri-
mordisluents 23%v¢irinac anti.0. Los antfgenos Vi son des~ -
truqu§ por calentamienlo durante una hora a £0°C y por Yos-
fcidos y el fenol., Les cultives que poseen antigenos Vi tieg‘
den a ser mds virulentos que los que no 1os tiener. ATgunos-
antfgenos K se parecen a Jos polisaciridos capsulares de los

Meninqoecocos ¢ aemophilus,




Fig. No. i. E1 lipopolisachrido de 7a cubjerta de -
-la ' célula Gram megativa {LPS). A: Un segmento del polfuern -
mastrando los principales constituyentes. (8) fa gstructiura~
del fpido A,{C) dentro del polisacdride. {0) Wnidad Tipican
tterante (Salmonells newington).
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1.4 VARIACION

Las Salmonellas pueden parder antfgenos N y volver-

se inm8viles, ta pérdida del antigeno 0 estd asociada con el-
cambio de morfolagia colonial lisa a rugesa. EY antfyeno VI -
puede perderse parcial o totalmente, los antlgenos pueden ser

adquiridos o perdidos mcdiante el proceso de transduccidn.

1.5 TOXINAS

Como ¢n todas las bacterias Gram negativas, las mem=-

branas de las Salmonellas conticnen lipopolisac&ridos, que al

ser liberados por Lisis Celuler actdan. como endotoxinas (i4).

1.6 ENTEROTOXINA

La diarrea profusa que gener2imente acompaia a ja Sa)
monelosis dififere de la diarrca en animales 2 los cuales se -
Tes ddministra la toxina en forma cxperimental. Diversos sero-.

tipos de Salmonella, producen una enterotoxina que es similar-

a la producida por Vibrio cholera y Escherichia gpli. Estas -
“enterotoxinas se unen a las células epiteliales de 1a mucosa -
intestinal y estimulan el incremento del Monofoesfata de Adeno~-
sin Cfctico, el cual origina la secreci6n de ignes clorurn, sp
dio, agua y dependiendo del segmento del intestino afegtado, -
biﬁarbonato hacla el lumen intestinal, !o'cua| origina la '-
Vuiérrea Ta cual en combinacifn ¢on Jos efectos de . la éndutéxf;

na puede provocar una deteriorac{fn extremadaments r&pida (19),
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1.7. PREPARACION DE ANTVISUERQS ESPLCIFILOS

Cuando se inmunizan animgles con cepas nbviles de ba
tilos entéricos muertos por formal, los auntisupros contienean
anticuerpes anti-it y anti-0, los anticucrpns frente a H pre--

sentan goneralwente un tftulo mds elevado gue los anticuerpos
frente a  {esta diferencis puede deberse en mayor parte a la
inmunodenicidad det antfgeno proteice H comparzdo con et antf
geno pelisacdrfide U y en parte a la mayor seasibilidad do la-~
prueha de agluvtinacién H) si la cepa inmunizante posee ram~ -~
pifn un antfgeno capsular (¥i}, ol antisuverro contendrd ademds
antt-vi,

Las antfsueros gue veaccionan can antfgenos indivi--
dudles de superficie on tas pruebas de aylutinacidn se prepo-
ran mediante adsorcidn selectiVa. As¥, por cilempio, el antfi-=
cuarpe anti-H puede ser eliminado por adsorcifn mediante una-
suspensibn de flagelos homdlogos {eliminados por medions mecs-
nicos) o mediante suspensfones de mutantes que poseen 1os (lg
gelos de Yas células inmunogénicas sunque carcrcan de antige-
aos Vi 4 0, los anticuerpos anti-0 o anti-V¥1i{ pueden ser elimj

_nados de forma sclectiva vtifizando los uxtractos bacilares

'adecpgdu§.
1.8 CLASIFICACION

Las complejidades antigénicas de los bacilos entéri-

cos han sido ampliamente puestas de manifipste ea el género =

3almenella en gran parte como resultado de los estudios siste

mEticos de Kauffman en Dinamarca y White an Inglaterra; se -
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han fdentificado aproximadamente 1000 varfedades enretacifin-
cogn los antfgenos -especificos #, 0 y Vi mediante pruebas « «
exhaustivas de adsorcifn y reacciones cruzadas, mediante eos-
ta técnica a las veacciones de aglutinacitbn W,U0 y Vi sa ha -
conseguido identificar mds de 1000 tipos de Salmonella. G56-
1o 10s grandes centros de tipificacién de Satmonellas (Copen
haée, Laondres, Atlanta, etc.) disponen de las colecciones ne,
CESQrkas de antisueros especificos para tal trabajo, en 1a -
mayar parte de los laboratorios de diagnbstico tas cepas -
sen clasiflcadas {(nicamente por sus carpcterfsticas formenty
tivas ¥y reacciones de aglutinacidn practicadas con antlsug-=-
ros especificos de grupo {10).

Las reacciones cruzadas demuestran que cada antfge
no 0 de Salmonella posee dos o tres determinantes especffi--
cos, cada uno de 1oy cuales recive un nlkeerc y es compartido
do por otros antfgenos O, coensiderando ciertos determinantes-
de mayar capacidad reactiva las Salmonellas han side clasifi
ﬁadas en grupos O de los cuales los primeros 26 son designa-
dos mediante letras {A-Z) y los sigulentes mediante los nfme
‘rus- corvespondicntes a sus‘adtfguuus deterninantes de grupol
(50,51,52, ete,), cada yrupo poéec su determinante & princi-
pal .caracterfstico, asf{ por ejemplo en el grupo C (nntfgena-
‘d 6,7} el detevminante principal es ¢l factor 6, Alrededor -
de un 00% de las cepas aisladas on la especie humana corres-
ponde .a los grupos A a E, mediante el emples de determinan--

tes de menor importancia se pueden establecer divisiones den
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tro de cada grupo {(14).
Los miembros de cada grupo establecido en rela-
“¢cidn con los antfgencs O puenden subdividirse en especles, se-
gin. sus antfgenos flagelares proteicés H ep Ya clasificacibn-
“da Kauffmap-white los ant¥aenos flagelares de 18 fase ) se in
dican por letras mindsculas y los antigenos de ta fase 2 pare
nimeros {ver tatle No. 2). Ln el esquoma de hauf fman-Hhite, -
ta @laboracion Jdal amtfarno polisac8rido Vi, por una determi-
nada eébecic. se indica con las letras VY1, situadas convencia
naltmente despuds de los nidmevos que indican los distintos ane
tfgenos O ya que la cubierta superficial formada por Yi impi-
de Ya aglutinacién con anticuerpos anti{-G homdlegos (aunque -
permite la adsorcidn de anticuerpos) no puede estsblecerse ia

diferenciacidn en nste grupo a partiv de dicha reaceidn (10},

1.9, ENFERMEDAD KN LAS AVES,

Las Salmonellas tienen una yama muy amplia de . -

hudspedes animales, tanto domésticos como silvestres, 1a’in‘—
fecclifn pucde manifestarse cifnicamente o no, en ta forma sub
clfrica el animal pueds tene= uma infeccibn latente, albergﬂg
do 51 patdgane en. sus gangiios o puede'ser porcadnrry elimina
dor d¢e¢) agente por materias fecales en forma transitoria. in-
termitente o persistente, En los animales domést{cus existen-
varjas entidades clfnicas bien determinadas debidas a espe~ -
cies adaptadas a diferentes huéspedes, como por ejemplo Salme
pellapuliorum, otras infecciones con o sin manifestacida clf-

nica se deben a serotipos de hufspcedes miltiples.
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Tablas Ho. 2. Clasificaci6n serclégica (Kauffmann-White)

y qufmica de las especies m4as frecuentes de
Salmonella,

ESPEf!E‘ GRUPOG  ANTIGENO O* ANTIGERO H

’ FASE 1 FASE 2
S, paratyphi A A (1),2.12 a -
S. schottmuelleri B (1).4.(5),12 b W2
S. typhimurium B (1).4,(5),12 1
5. paratyphi C (o8 1 &,7,V1 c
S. choleraesuis ci 6,7 [+ .
S. montevideo Ci 6,7 g9,m,s -
S. newport [ 6.8 e.h . 1,2
S. typhi : D 9,12,vi d -
5. enteritidis D (1),9,12 g,m .
S. gallinarum [+ 1,9,12 - R
S. anatum E 3,10 e,h 1.6

0

>

btenido de Davis, et. al {18},

Los nimeros ‘en negrita corresponden a los ﬁéterm;;aﬂteé‘v-
‘principales (factorés) del grupo. Los determinantes corres
"~ ponden.a una subdivisibn de Jos antfgenos 0. Las-cifras en

paréntesis indican que el determinante es de diffci) deteg '

cidn,
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Muchas otras Salmonellas se aislan frecuentemen-
te en aves domésticas, por lo que se considera gue son uno de

"'sus. prineipales reservorios. Entre las especies de maltiples-

huéspedes que infectan a las aves Salmonella typhimurium es-
_esﬁécia]mente importante (6,21).

La pullorosis y Ya ficbre tifoidea son cnferme-

"dades ‘que producen graves pérdidas econdmicas en la avicultu-

ra. st no son adecuadamente controladas. Ambas tienen una dis-

tribucidn mundial y dan lugar a brotes con alta morb{lfdad y-

mortalidad (5). Salmonella gallinarum es responsable de la =~

fiebre tifoidea, esta bacteria se encuentra ampiiamente dis--~ -
‘tribufda afectando galTinas an tode el mundo, ademis se han -

descrito numerosos brotes en pavos y patos; cexistiendo pubti-

‘caciones que mencionan 1a infeccién en codornices, palomas y-

aves silvestres (6).

En gallinas se sabe que Iés razas pesadas son -~
mds susceptihles que las livianas; ademds ta mayoria de 10s =~
brotes ocurren en aves ponedoras. En los pollitos hay relati-

“vamente pocos casos de infeccidn, adn cuando ésta ocurre 2 --
tfgv&s‘de!‘haeva.an transmisidn ocurre después de ie inges--
"ri€16n~dq'a]iméntqs contaminados, les cuales desempeRan un pa--<
pel muy importaﬁfe 3] servir de vehfculo de la infeccién. Al-
“gunos ingredientes. tales como harind de huesos, de €arne o -
de pescado, son uspeéialmente incriminados, también ¢l agua -
‘contaminada puede ser fuente de infeccifn para el hombre y --

los animales, Adem&s la bacteria puede’ ser {ntroducida a laf
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parvada con los rapatos y la ropa del. personal que labors an~

tas granjas. La Salmonella gallinarum puede sobrevivir hasta.

siete meses, por lo que los animales que se alimentan de cad§
veres infectados pueden acarrear el microorganismg y disemi--

nar Ya enfermedad a otras granjos. £1 egquipo o implementos de

trabajo ewpleados en las granjas juega un importante papel en

el proceso de diseminaci6n de Ja tnfeccidn (21},

El perfodo de incubacién de 1a enfermedad varfa~

de cuatro a sels dfas, sin embargo, 1a muerte puede seurrir -

en las 48 horas sigufentes a 12 infeccifin., En brotes subagu.-

dos Tos sfntomas duran tiaco a seis dfas, Ta mortalidad varfa
notablemente pudiendo Ylegar a ocurrir entre ur 10 y un 50%.
£n-zonas endédmicas la presentacidn de 1a enfermedad es crbai-

ca y 1a muerte de Tas aves ocurre en Torma esporddica (15},

1.10 MANIFESTAGIONES CLINSCAS Y CAMBIOS PATOLOGICOS

En casos agudos la muerte sibita es el indicio de

Que

ble

existe la enfermedad an la parvada, un pnamero considara--

de aves presentan diarrea fétida, de colar amarfllento; -

hay pérdida de apetito y debilidad. £1 cuadra clfnico en geng

ral es sugestivo de un proceso septicémico,

12 mortalidad es-
elevada,

3 12 necrapsia se observan focos necrftices en hfga-
do 'y corazln ademSs hay esplenomegalia, los pulmones estdn --
-'~congesgiuna005 ¥ cdomatosos.

En aves ponedoras Yos ovarius prasantan degenera

ciones similares a. las que ocurren en casos de pullorestis, -

las cuentas de células sanguineas revelan leucocitosis 'y ane-
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mia. Es comdn la existcncia de portadores sanos, los cuales-
2] recuperarse de la enfermedad contfnuan excretando gérme--
nes- en sus deyecciones, la eliminacién a través del hueva -~
ocurre fambfén con _frecuencia y aunque 1os hrotcs en pollue-
1os son escasos, la mortalidad puede ser alta, La gravedad =
de esta enfermedad radica en la marcada reduccidn en los por
“centajes de pﬁstura. asf como en 1a escasa fertilidad e fn--

cubabilidad del huevo (6).

1.11 DIAGNOSTICO EN _AVES
a)} Cuando hay aves disponibles. ya sea muertas

0. en estados avanzados de enfermedad, csta deben ser envia--
das al laboratorio para que se realicen cultivos a partir --
de hfgado, heze, vesfcula biliar, ov&rios. puimones y cara--
z6n, los medios de cultive de eleccidn son inhibitorics como
Verde Brillante o Tetratfonato de Sodio, selectivos como - -
agar SS y agar de Citrato de Deoxicolato y finalmente me- -
dios diferenciales entre los que figuran los medios de Eosi-
na-Azul de metileno, agar Mac Conkey y Desoxicolato de So- -
dio (14).

: © 8) Laaien seroldgicos numernéns prqcedimientoé—
tendienteé a fdentificar la'presencia de anficuerpos contrax

Salmgnella particularmente Salmonella gallinarum y Salmone--

oo 11a pullorum en gaiiinas y pavos, han sido descritos‘en -
la Titeratura, Entre las pruebas mds cominmente empleadas se
" ..encuentran: Aglutinacibn, microaglutinacién, hemoagiutina- -

:‘cidn con antiglobulina asf como Ia'pruéﬁa de la microantiglg -
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bulina, Be estas tdcnicas ¥as que

st

usan con mds frecuencia
¥y que en Ya maysrfa de los patsos se Considers como prueba =
estindar de control, son las de aglutinacidn on tubo y 1a -«
prueba an placa con sangre completa en 1a cual se utiliza el
antigens X polivalente el cual posee 32 ventaja de no detecs
taf los snticuerpos producidos a consacuencia dp vacupacior-

nes ya que &5 preparado con cepas lisas (6.
1. Y27 TRATAMIENTO

Exi1sten numerosas publicaciones gue cofnciden en-~
recomnanddr €l empleo de furazolidona para el tratamiento de~
Salmonetesis, Gordan {6} sugtrif 1a administvacidn de cste -
medicamento en concantraciones de 0.04% en el alimento, de«-
biendo aplicarse durante dfas; esto proporciona buenos vesul
tados siempre y nuando se sdministre durante les priwcros o-
dfas de inictado el brote. La efectividad de Sulfas y anti--

btéticos, antre otros, ha sido investigada taniu in vive co-
ma in vitre. encontrindose en 13 mayorfa de los casos resul

tados poce alenladores; ya que logram controlar el brote deg
de el punto de vista cifnico, pero VJa mayer{a d¢ 1as aves --
desarrollan un estado de portadoras sanos, Es por ¢s5to que -
el usa de agentes gquimioterapbuticos debe gquedar supeditado-
a las condiciones prevalectientes en cada granja, tanto desde
el ﬁun;o de vista tdcnico como econdmico. Es muy recuwenda»—
fﬁlu Practicar pruebss da swasibilidad a los antibidtices, -
sulfas y nitrofuranos, con Yas cepas_aisladiz an la granja -

prosiema, con ¢} ohjeta de seleccionar ¢n forms’ sdectada el-



prodﬁctu que wuestre los mejores resultada,
» En 1287, Redd} y.colaboradores (21) evaluvaron la-
eficacia de fri-etroprim y Su]Fadiuzina‘y cancluyeron gque --
estos medicamentos a2l administrarse en 21 agua de bebida de-
. Jos animales en una concentracidn de 60 y I00 mg/l, disminu-
yen notab]e;ente 1as lesfones. postemartum y el nlmero de hag

terias aisladas de los Srganos de pollos infectados con Sal-
“monella galltnarum,.

1,12, CONTROL EN AVES .

Una vex que se establece el diagnﬁst‘éo. las -~
aves enfermas deberdn sacrificarse y sus caddveres dehen ser
1ncineradds o enterrados profundamente y cubiertos cen cal -
viva, les locales, vestuario del personal, babederos y demis
equipos importantes en la diseminacitn de Ja infeccidn deben
ser desfnfectados on forma adecuada (6).

En las condiciones actuales de c¢rfa de ganado y -
de aves, as{ como de transporte, comercializacién, concentra
~éi6n de animales antes del sacrificlo y pridcticas de procesa-
Vmiento-de alimentos na se puedeéen obtener alimentos de"arigen
Animél libres de SalmonéTTaé;por'hhora. el contrul,rad!éarén
“la proteccién al hombre de Ta {nfeceisn y de la reduceibn en
la prevalencia en los animales. La inspeccidn veterinaria de
carnes y del sacrificilo de aves, as? como la supervisibn de-
.3a leche y ﬁe produétus de hhevo, san importantes en 1a pro-
teccibn del cﬁnsumfdor. ' V ’
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En 1os animales el control de la Sa\idnelos1s con-
siste-en:
a) Eliminacidn de portaderes detectados por medio-
de.pruebis seroldgicas. . c
. . Y €ontrol bacteriolsgice de los alimentos, tales-
“cmo“harisa de pescado, de carne y de huesa,
c} Manejo apropiado del criadero de aves.
d} Adecuados precesos de inmuntzacifn con inmundge
nos de alta calidad(21}. .

1.14. VACURA oR

Smith en 1856, publicéd que puede provocarse una-
‘buena proteccidn contra 1a tnfeccifn oral de Salmonella g9alli
" narum, usando iamun8genos elaborados a partir de ctepe 9R, la-
cual se sometid a nueve pases continuos en medios semisintéti
cos incubados a 20°C y estghl]1zados en fase rugosa mediante-
el empleo de bacteribfagos (3).
o tas evidencias indican que las vacunas con micro
B 'orééﬁismos'muertus‘t%enen poca importancia en el control de -~
12 enfermedad. _ R - B
‘ Sil§u y colaboradores (25} al evaluar la protec-
ci6n obtenida con Ta cepa 9R en Eomparacidn con dos vacunas -

emulsificadas elaboradas tanto con una cepa‘lisa de Salmonella

: ggll{narum inactivada con heta—propiolactona y otra con cepa
. §Rivtmu, observaron que la vacuna inactivada produce una mae-
yor y més uniforme respuesta de anticuerpos, sin embargo el «

nivel de mortalidad en aves desafiadas no guarda correiacifn-
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con el nivel de protecci6n esperado, por lo gue considera que
la proteccidn depende probablemente de un mecanismo inmune me
diade por células, Menciona que las diferencias en 10s nive--~
les de antficuerpos entre las aves vacunadas con una cepa lisa
¥y que fueron mayares a 1os niveles mostrados por aves vacuna-
das con 9R puede servir para distinguir entre aves vacunadas}
y aves infectadas,

De igual manera se cbserva on base 2 lYos datos ob-
tenidos en el desafio de los animales y que fueron vacunados-
con 9R emulsificada, que esta eos la qué menos proteje, proba-
blemente por alguna interferencia del adyuvante oleoso, sin -
embarge  se sabe que el uso del adyuvante completo de Freund's

“aumenta la proteccifn de la vacuna.
En 1979, Camerpon (5) 21 evaluar las diferencias -
de proteccidn obtenida por una vacuna viva elaborada con cepa
9R y precipitada con polietilenglicol y una vacuna emulsifica

da elaborada con una cepa lisa de Saimonella gallinarum inace

tivada con formalina, plantea el siguiente esquema de fnmuni-
“:zaciﬁn en pollos de 10 semanas de edad:

a) Désis-Gnica de vacuna viva;.b) dos d8sis de_va-.
cuna viva, con un fntervalo de 14 dfas entre cada aplicacién-
y ¢} - D8sis fnica de vacuna emulsificada y posterior aplica- -
_éidn-de una dosis de vacuna viva a2 los 14 dfas. Una parte de-
cada grupo de estos animales fueron desaffados a los 2,4 y 6~
meses después de 1a inmunfzacidn y los animalesrsobrevivign--

‘tes asf como el resto de cada grupo recibieron un refuerzo de
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vacuna viva, encontrdndose que en los tres casos se muestra-
unrﬁivel de prqteccldn muy similar cuando se desafiaron a -
los dos y cuatrpo meses, de hecho la respuesta estimulada por
ia vacuna es buena y perﬁanecc con niveles altos durante dos
meses, despuls del cual disminuye entre los tres y cualro -
‘meses en aproximadamente un 50% y a los seis meses ya es. muy
'pubre sin embargo la aplicacidn del refuerzo-.restablece ¢l -
nivel en los tres grupos en aproximadamente un 50%, afvel -«
que persiste durante seis meses mfs, 10 que implica que Jjas-
aves inmunizadas a la edad de dos meses que es Ja recomenda-
da "deben ser reinmunizadas a los ochoc meses si1 es que van a-
estar expuestas & condiciones que favorezcan la enfermedad,-
sin embargo., bajo condicienes normales el nivel de exposi- -
ci16n debe ser mis bajo que el utilizado en una experimenta--
Acidn y es riramente necesario reinmunizar a las aves,

De igual manera menciona que los resultados ob
tenidos en los animales que recibieran dos aplicaciones de -
vacuna viva en forma censecutiva no concuerdan con la afirma
¢16n hecha de que este esquema de inmunizacién origina una -

disainucifn en ol nivel inmunoldgico en el animal (10).

Se tienen evidencias de que la vacuna 9% de Sa1

mgnella gallinarum induce una buena proteccién en aves de -

aproximadamente 18 dfas de edad contra Salmonella puilorum,-
ademfs de que los aislamientos de la cepa de desaffo en hfga
‘do. fué menor que-en aves sin vacunar sacrificadas 96 horas - -

- después de la infeccién. Smith (1956) reportdé que el grado -
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de proteccidn obtenido con cultives de Salmnanedla gullorum es

igual a) inducido por Salmonella gallinarum por lo que el cop

sidera que Salmonella pullorum es -una varfante de ngmoncilg-
gallinarum {13).

La vacunacidn cen 9R se recomienda stempre auna-
‘da’ a la aplicacidn de medidas sanitarias estrictas, y a la ==
eliminacidn previa de las aves gue resulten reactoras a la -
prueba de ug!qtinaciﬁn. Ta vacunacifn en parvadas que estan -
infectadas estf contraindicada gues solo se logra incrementar
la severidad del brote. La inmunizacibn en aves reproductoras:
‘solo ostd indicada en zonas enzooticas conm altes porcentafes-
de prevalencia (6}.

Flores Castro en 1975, encontrb que la vacupa- -
¢i6n de inmunégencs de Salmonella galliaarum cepa IR, no al-
tera la produccifn de huevo ni disminuye el peso de las aves=-
inmunizadas, asft mismo corrabar los resultados de otros auto

,fes en cuantn a 1a bueha respuesta inmune de la cepa SRy la

,;no c]im{nncidn de la @isma a partir de huevo y heccs en anima

Soves vacunados (3}. i

: En M&xico, la vacuna %R se produce dasde 1957 én7~‘
el Instituto Nacional de lavestigaciones Pecuarfas y en la ag

tualidaed es eleberada por la Productors Naéionnl de Biolbgi-~~
cos Veterinarios {PRONABIVE), donde e) producto se somete a -

rigurasas pruebas dea control de calidad, Dessfortunadamente -~

el mismo i{namunlgeno es preparado en forma clandestina por nu-

meresos tahboratorios en las que el Cantrol de Calidad no se -
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réuliza, o bien se efectda en forma muy superficial. Lo ante
_P{Dr ds como resultado el uso {ndiscriminado de un producto-~
.que bajo esas circunstancias podrfa llegar a producir mis da
fios que beneficios, un ejemplo de esto es que la vacunacidn-
se-esta. efectuando en forma masiva en aves reproductoras de-
“todas las epdades y sin 1a eliminacidn previa de aves reactﬁ-

ras ().

1.15 CONTROL DBE CALIDAD DEf LA VACUKA 9R DE Salmonella gaili-
7 narum
€% control de calidad de este nroducto, asf cu- 
mo los dem&s que se elaboran en la Productora Nacional de ;-
;Bioldgicus Veterinarios inicia desde el momento que ingresa-
la materia prima con la cual se llevarf a cabe su preduccidn,
asf como de los materiales necesarios como sen frascos de vi
drio, tapones y retapas. De 1gual manera, en el departamento
de produccidn son llevados a cabo los cuidados y métodos de-
asepsia mis estrictos tanto en Areas como en el material utl
lizado, con el fin de evitar probables contaminaciones en el
-produnto. o . .
‘ ta_vacuna_9R% debe de cumplir dos etdpns,imhortan-;
.tes an’su contrpl de calidad en cuantoya los requisitos esta-
blecidos por la empresa y a nivel nucioﬁni, estas son: a) Al
producto en proceso ¥y b) Al producto terminado. Durante estas
etapas se evalda tanto pureza como.disosiacidn Y cuenta via.~
ble, ademfs. de que el producto ya l{ofilizade es evaluado en-

cyanto 'a humedad, pH y vacfo, : -
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De {gual manera es estab]éclda una fecha de ca-
ducidad, la c¢ual define el Codigo Federal de Regulacidn iC.-
F.R.) como: una fecha que marca el final de el perf@do durnn'
te él cual, un prcductb bioltdgico. cuando es apropiadamente-
qluacenado Yy hanipulado. puede esperarse con cérteza'que-;ea

eficaz (7).




OBJETIVO

b dehk bk .

En base a la defin(clan del C.F.R, v qonsideran-
T do.que-. e] producto ne siempre es apropisdamente manipulado ¥~
'l1nnc&nndo. en este trabajo se lleva.a cabo Ja evaluaciSn de~

la estabtt{dad de 7a vacuna Salmonells gallinarum cepa 9R a -

tres #ifereutes temparaturas con ohjetb de conacer el posible
comportamiento del producte en condiciones adversas de tempe-
ratura, asf mismo, se estudlarf la inf!uenc{u de la presencia

o ausencta de vacfo en las condicionas menetonndas anterior-~
mente.
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3,0, MATERIALES Y HMETODOS

HA*ERXAL DE VIDRIQ Y EQUIPOD

Pipekas graduadas de 10 ml 1/10

Pipetas graduadas de 1.0 m1

Aias p;steur de vidrio

Cajas de Petri de 100 % 20 mm . . - ;
Botellas de diluci8n de leche de 160 ml. R
Cuenta Colonias marca Sol-Bat

Mecheros de Fisher

Aparato de Tessler

Proptpeta

REACTIVOS Y MEDIOS OE CULTIVO

Peptona de Carne Harca Bioxon
Tripticiseina Soya Agar Marca Bioxon
Cloruro de Sodie Harca Merck

T MATERIAL BIOLOGIGCO

“Yacuna Salmonella gallinarum cepa 98 No. de-Tote 131222:
"Diluyente de 500 m1, . ~No. de lote 131222
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4.0 PROCEDIMIENTO

LLa produccidn de 1a vacuna Salmonella gallinarum

“es. descrito en forma muy general por el siguiente diagrama. -

SEMILLA -

PREPARACLON
DE
INOCULO

de blnqucs.

- GORYROL

DE UREZA
CALIDAD INTERNO

FERMENTACION

COSECHA

AJUSTL DL
"CONCENTRACION

T

I e L LIOFILIZADO CONTROL PUREZA
e -1 DISOCIACION
ENGARGOLADO bE D ERCIACION

ENVASADO CALIDAD | __ VACIO

ETIQUETADRO

Una vez termminado el proceso de l1{ofilizacibn y engargo-
lade en la vacuna, e¢stas se sometieron a l1a prueba de vacfo --

. ut{lizando para ello el aparatoc de Tessler, en base a esto se-
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.reuliid 1a divisidn en dos grupos de 30 frascos csﬁa‘ugo. -
und,dg_]os grupos const{?uidn por producto con vacfo y el --
Otré éiﬁ vacfo.

Se tomaron dos frascos de cada grupe &‘se proce;-
7d16 é realfzarles cuenta viable, con objeto de establecer la

:oncenirqcidn inicial del producto.
PRUEBA DE ESTABILIDAD ACELERADA : Se colocaron-

diez frascos de cada grupo a temperituras de 4,20 y 37°C, -~
los cuales se eveluaron a lo largo de 3! dfas en su Cuenta -
Viable empleando la técnica de dilucliones decimales; lu‘vafg .
na fue reconstituida cons soluci8n Buffer Fosfatada y «lfuid.
en seis ocasiones en forma seriads empleando Solucisn Salina
Peptonada (pH 7.2). A continuacidn tres cajas de Petri que -
contenfan medio de Tripticaseina Soya Agar fueron inoculadas en
.. forma.estéril con 0.1 ml de cada-una de Tas-tres Gltimas di--
Juciones e-incubadas a 37°C durante 24 horas, al t&rmino de=
egté tiempo se.cuéntan las colonias, se obtiénen promed{o# ;
pq; dilucidn y se lleva s ‘cabo el cllculo de las Unidades --
‘Formadoras de Colnnia por mililitro (U.F.C./m1.)
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5.0 RESULTADOS
) La tabla No.3 muestra Jos valores de Cuenta Via-
bie obtenidos en cada grupo durante los 31 dfas de prueba a-
" las djferentes temperaturas de expo;icidn. a su vez, eﬁ las-
',fiﬁ?fﬂs.z 3,7 se encuentran graficados, la determinacidn del
orden ‘de reaccién se realiz6 en base al métado de substitue-
¢ctén prépuesto por Martiﬁ {16), siendo Esta de primer orden-

puf 1o que se puede plantear el siguiente modelo:

d kY
EC
) cz~Ct -
vlntegrando: dc ' t2=t
o= -K d~
Ci=Co t1-0

Resolviendo: 1In €t -~ In Co ~ ~ k t
Reagrupande: tn Ct » Tn Co - k ¢

Esta ecuacidn representa una ifnea recta donde:

In Ct » Logaritmo natural de la Cuenta Viable a un tiempo t
“1n Cu'=.Logaritmo natural de 1a Cuenta Viable tnicial
" K'= Constante de valocidad de Va disminucifn de ia Cuen=
ts Viable en ®) producto en funcidn del.tiempo.
-t = Tiempo .
'Si esta ecuaciOn se representa en forma logarft -
mica, obtenemos:

CtwcCoe ™ Kot
‘Ié cual a su vez explicarfa el comportamiento logarftmico de

la disminucidn de la Cuenta Viable en el producto,-
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CFISUHo. 4, Cuenta Viable Vs.. Tiempa
Vacuna a 4 °C con vacfo.

ey

3 Cuenta Vbl wigtuis.c lwk. -
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N FIG, No. S.-Cuenta Viable Vs. Tiempo
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Cuenta Viable Vs..Tiempo
Yacuna a 4°C sin vacfo
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En 12 tabla Ho, 4 se encuentran tabulados los-

vatores del Togaritmo natural de 1a Cuenta Viable y el tiem .

po enrqhe se'realiz6 13 prueba, los cuales se encuentran --

graficados en Yas figuras 8 a 13, En base & estos datos es-

posible calcular para cada vacuna tante la pendiente como-

12 ordenada al origen para poder establecer 1a ecuacifn co- -~

rrespondiente a cada temperatura,

Tabla Ho. 3. Valores obtenidos de Cuenta Viable { x 105 YFC/m1) a 1o -
’ largo de 30 dfas, en los dos grupes sometidos a diferen--

tes temperaturas,

Vacuna_a 37°C

Vacuna a 20°C

Vacuna a 4°C

Tiempo Con  Sin ton  Sin Con . Sin
(dfas) vacfo vacfo vacfo  vacfo vacfo vacfo
0 129.60 118,44 129.60 118,44 129.60 118.44
7 64.35 75.05 97.95 82.63- 116.10. 106.11
100 47,20 U57.65 86.67- 71,12 . 114.94 108.01

U 30.70 : 38.64 . 74,03 58.82 92.24° '85.87
2z 13.25 17,54 53,75 ..33.03 126,77 116.10
24 10.74  14.36 49,62 - 35,32 108,25 94.1%
31 5.1z 7.20 37.50° | 24.89 106.11

89.52
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C Tabla Ko, 4, Loﬁahitmo natura) de la cuenta Viable & los
. diferentes tiempos de prueba.

. Vacunk 3 37°C Yacuna a ZD°C Yacuna a 4%c
Tiempe ~€on Sin. ° n on n
" {dtas) vacfo vacTe vacYo vacTo vacfo vaclao
0 18.68 18,59 18.68 18,59 18.68 18.5%

7 17.98 18.16 i8.40 18.23 18.57 18.48

10 . 17.67 17,87 18.28 18,08 18,56 18.46

14 17.24 17.87 18,12 17,89 18,34 18.28

22 15.40 16.68 17.80 17.48 18.65 18.57.

24 16.19 16.48 17.72 17.38 - 18,50 18,36

n 15.45  15.79 17.44  17.03 1B.48 18.31
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FIG. No. 8, 1n de 1a Cuenta Viable Vs. Tiempo
’ Yacuna a 37°con vacfio
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FIG. Na. 10 Tn de Cuenta Viable Vs. Tiempo
VYacuna a 4°C con vacfo
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FIG. No. 11 1n de la Cuenta Viable Vs, Tiempo
Wacuna a 37°C sip vacto
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N FI1G, No.. 12 Tn de ta Cuenta Viable V¥s. Tiempo
—2 Vacuna a 20°C sin vaclo
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FIG. Mo, 13 14 de la Cuenta VYiable ¥s. Tie-npn
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Dbtenlen de 105 pardmetros de la rects rmediante el método de
Mfnimos Cuadrados (28)
37°C Con vagfo  Pendiente: -0.1046 £ 0.0013 dfas™®
Ordepada al ortgen: 18.70 ’
r o= -0.,9999
37°C_Sin vacig . Pendfente: -0.0988 * 0,0032 dfas™ "
Ordenada al orfgen: 18.85
r = ~0.9970
20°C Con vacfo fPendiente: -0.0400 ¥ 0.0015 dfas”
Ordenada a4l corizen: 18,68
r = -1.0
20°C_Sin vacfo Pendiente: -0.502 * 0.0008 dfas™!
Ordenada al arigen: 18.59
r==-1.0
4°C Can vacfo  Pandiente: -0.040 % 0.0042 dfas”}
Crdenada al origen: 18.60
1

_4°C Sin_vacio Pendiente: -0.0063 * 0,0040 dfas’
Ordenada al origen: 18.63

Por 1o tanto 1a ecuacidn que representarfa et conipor
tamiento a las diferentes temperaturas. serfa:

37°C Con vacfo In Ct = 18,70 - 0.1046 % 0.0013.¢

37°C_Sin vacfo 1n Ct = 18.85 - 0.0388 t 0.,0032.t

20°C Con vacfg In.Ct = 18.68 - 0.04 ¥ 0.0015.¢t
+

20°C"Sin vacfo In Ct = 1B.59 - 0.0502 1 0.0008.t
4°C Con vacfg In Ct = 18,60 - 0.004 ¥ 0042t
4°C Sip vacfo 1In Ct = 18,53 - 0.0063 t 0.004.¢

La figura 14 muestra la Cuenta Viable en funcidn del
tiempo de los dos grupos a ias diferentes temperaturas d= ex-
posicibn, de fgual manera la figura 15 muestra los valores: -

graficados del logaritme natural de 1a Cuenta Viable durante’d
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el perfodo de pruchba.

En-basé & las ecuaciones planteadas pars cada tompe-
ratura y ¢onoctendo los raspectives valeres de la constante -
de velacidad {K) es posible itevar a cabo Ya doterminacidin de

12 dependencia del producto <on respecto a &sta, utilizando -
la ecuacidn de Arrhontus {18) .

In k ~ 1n A - Ea/R * /Y
dande:

tn k = logaritmo natural de la constante de velocidad de dismi
nugifn de 1a Quenta Viabhle,
T < Yemperaturs es grades Kelvin.

~--3.En Ta tabla No. & se encuentran tabulados sl logarip
mo natural de la constante de velocidad (X} y el inverso de -
ls temperatura {en grados Ka\vin"). dichos valores & sg vez

se encuentran graficados en 1a figura Ke. 16 para el producto
con vacfo y en 1a figurs No. 17 para el producto sin vacfo.

Considerando que el requisito minimo establectido co-
mo satisfactorio es de 25 x 106 Y.F.C./mY, se puede realizar
up cl8lculo aproximado del tiempoe en el cual se alcanzarfa es
QE vp}nr 21 zameter el producto 2 las mismas cnnq€ciones de -
tempera£ura. para lo cual se ilcvs 2 cabo el despeje de 3a va
riable tiempoe de la ecuacidn currespond&énhe de primer orden.,

Para 37°C con-vagfe

in da ta Caenta Viahle dinfcial (129.60 » 108 UFC/m1) = 18.68

“Tn de 1a Cuenta Viabte deseada (25 x 10f Urc/mi) = 17.03
K = 0.1046 ¢fas”! i
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Por 1o cual al realtzar et despeje tendrfamos:
¢ w In Lo i In_Ct

';Sysfituyendo valores: t = l§é§§ﬁ%—lz'03

0.1 us

t = 15.77 dfas

tmpleando el mismo criterio para 108 dewmis valores -

se obtienen los valores mostrados en ta tabla Ho. 6,

La tabla No. 7 presenta el porcentaje de pé&rdida de
12 Cuenta Viable durante e1 tiempo de prueba a lasrdiferentes
temperatuyras de expasicidn. :




$0

Tabla No, 5. Valores empleados para 1a e]ahorauidn
. : de la . gr&fica de Arrhenius.

PRODUCTO CON VACIOQ

Yemperatura (*C in X [K“ (% 1079y
0 3 - 2.2576 3.2258
20 - 3.2183% 3.4129

4 - 5.521% 3.610%

PROBUCTO SIH VACIO®

7 - 2.3147 3.2288
20 - 2,9917 3.4129
q - §,0672 3.6101




g

s

FIG. No. 16. GRAFICA DE ARRHENIUS
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F16. No. 17. GRAFICA DEARRHENIUS
VACUNA. SIN YALLO
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;‘Tih}a'No.'G.- Tiempo estimado para gque el producto alcance

su réquisl(o minimo a las tres diferentes -

temperaturas dé prueba.

PRODUCTO Tiempo calculado (d‘\'as)+
Vacuna a 37°C con vacfo 16
_Vacuna a 37°C sin vacfo 16
VVacuna a-20°C con vacfio 44
Vacuna 3.20°C sin vacfo 3
H-Yacunﬁ a - 4°C con vacfe 412.5 14 meses
Vacuﬁa a 8°C cin vacfo 2§7.6 8.3 meses
+ Valdres redondeados,
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Ta’b‘la"No_. 7. Pérdida ‘en vpbrcentajc de la Cuenta. Viable a 1705 -
30 dfas de exposicidn-a las diferentes tempera-

turas de prueba.

VACUNA €ON YACIO

Temperatura Cuenta viable Cuenta viable Pérdida -
(°c) {nicial fina) (2)
a7 129.60 X 10% UFc/mi 5.12 x 105 uFc/mi 96.05
20 129.60 X 10% UrFe/mt 37.50 x 10% uFe/m 71.06
4 129.66 X 108 urc/mt 106,11 #108 ure/m 18.13

VACUNA SIN VACIO

37 118.44° X 106 UFC/m1 7.20°% 1()6 UFC/m3 93.92
20 118.44 x 108 UFC/m1 24.88 X ll')6 UFC/m1’ 78.99"
4 118.44 x 10° UFC/m] 89.52 ¢ 10° UFC/ml ©24.42
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6.0,- DISCUSION.

La tadla Ho. 7 muestra los resultados de Ta Cuents -
Viable inicial y f1nal durante los 31 dfas de exposicidn a 37,
20 'y 4°C, se puede aprectar que en la vacuna a 37°C con y siﬁ
vacfo disminuye considerablemente, 10 que es 18gico de esperar
ya que las pasttllas cerca de 1a etapz final de la prueba mos
traron varfacienes en su forma y tamafo debido a la desh1dra~_
tacién ortginada por la temperatura de prueba, 10 cual se ma~
nifestd en furma notoria en los resultados tan bajos.

A 20°C 1a vacuna no mostrd variaciones en 1a forma -
de la pastilla, sin embargo, presenta una disminuci8n en su -
Cuenta Variable en forma considerable, 1a cual, pese a que al
finalizar el perfodo de prueba muestra un vaior aceplable rei
pecta al requisito establecido de 25-150 X 10% yrc/ml. es se-
guro el esperar que sl se hubiera continuado durante un tiem-
po mayor, ésta hubtera descendido. Esta observacién serfa vid-
1ida también para el producto sin vacfo sometido a 1a misma «

Ctemperatura, al ﬁua! mucstra un Valsor de Cuenta Viablé myy -
‘cercand 2l requisito mfnimo.

A 4°C, el producto con vacfo conserva un Yalor dé =
Cuenta-Viable aceptable y muy cercano al valor de inicioc, sin
‘embargo el producto sin vacfo presenta una catda m&s drdstica
pesé.n‘que ntnguno de estos productos mostrd varlaciones en -
la pastilia. ’ :

Respecto a 105 resultados mostrados en la tabla No.

-6, referente a los tiempos estimados para que el producto al-
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cance su vequisito minimo a las diferentes temperaturas de =
prueba, se ‘observa que a 37°C pese a que el producto c¢on va--~

“cfe y sin vacto mustran el mismo valér, esto puede ser debido
a.la duracidn del ttempo de prueba y 2 que es un producto re-
cién elaborade.

A 20y 4%C, los resultados muestran que en ambos ca-
sos &1 producto sin vacfo alcanza primero este valor, To cual
manifiesta en farma mds marcada que un producto sin vac%o pe-
se a’'que se conserve A& una temperatura adecuada, disminuye en
forma notoria su Cuenta Yiable 2 medida que aumenta el tienpo.

Con obleto de evaluar mds a fondo el cfecto del vacfo
en las vacunas y cons tderando que las evalutciones no deben =
veallzarse exclustvamente por aprecifacidn directa en l1as gri-
ficas, en el anexo Uno se presenta la comparacidn de las pen-
dientes‘pﬁra los diferentes grupos de prueba mediante el em--
pleo de} andlisis de covartanza,

Se observa que se tlenen diferencias significativas-
{p < 0.65) en las vacunas sometidas a 37 y 20°C, mientras que
a 4°C no se presenta significancia entre las pendientes; es-=
“tos résultadus son. 18gicos ya que 4 '4°C por ser la tomperatu-
ra recomendada y debido al tiempo de prueba, la falta de va-=
éfo en el producto no alcanza 2 manffestarse plenamente,

Un aspecto tnteresante de esta prﬁeba se puede obser
var en.las vacunas sometidas a 20 y 37°C respectivamente ya -

que las dtferencias entre pendientes observadas para el pro-
ducto c¢on vacfo y sin vacfo en cada una de estas temperatu-«

ras son muy cercanas. Sin embargo, el ecstudio de covarfanza’ -
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muestra que $1 exlste diferencia significativa entre las pen-

dientes apeydndase en el hecho de la evaluacién de ias desvia -

ﬁtones en la regresidn que muestra. cada recta.

Finalmente debe considerarse que en estudfos de es-
tabilidad que muestren ctnética de primer orden se recomfcnda
el realizar vartaciones en la concentractén del producto al -
1n1;fo de la prueba, ya que esto permite establecer un ran-
go de tiempo en el cual el producto alcanzars su requisito mf
nima. ;

De igual manera los estudfos de estabilidad acelera’
da realizados en praductos bfolé8gfcos pueden tener aplicacio-
nes importantes en los respectivos procesos de produccidn, ya
que al conccer la constante de velocidad promedio de disminu-
cidn del tttulo. pueden carrelacfonarse los valores iniciales’
de concentracidn del producto mediante el empleo de l1a respec .
ttva curva de crecimtento, 1o que fmplicarfa un ahorro en los

tiempos de praduccidn.
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2,0 € LUSIONES

1.~ -La vacuna stn vacfo presenta disminuciones maynres en sy
Cuenta Viabte a medid2 que aumenta el tiempo,

2.~ . La prediccibn de una fecha de caducidad en bhase a este ~

' tipo de pruebas, debe ser confirmada mediante repruebas

a lo largo del pertfodo de vigencta establecido para el -
producto.

3.~ las pruebas de estabilidad acelerada deben de ser reaf1f
zadas durante un tiempo suficientemente largo, gque purmi
ta observar en forma notaorfa 1a disminucidn de: 1a Cuenta
Ytable del producto principalmente a 4°C.

4.~ £1 diseflo de este tipo de estudios débe ser realizado de
manera que permita el estahlecimiento de 1fmites de con-
fianza adecuados que aseguren la confiabilidad de Tos re
sultados,

5.- La evaluacidn de la Cuenta Vtable debe de ser realizada
de preferencia por un solo técnico para disminuir las Qi
riaciones en el grado de error en la realizacidn de la -

té&cnica.

6.~ La vaduna Salmonella galiinarum con vacfo muestra una ex
. celente estabilidad, al ser almacenada o manipulada ade-
cuadamente a la temperatura recomendada de 4°C.

7.-‘ El método es adecuado para la evaluacidn de la estabili-

dad de productos biol&gicos.
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COMPARACTON DE UIREAS oe,nesktsxon'PARA_LA VACURA

A 37°C CON VACIQ Y SIN VACIO.

Coef. DESVIACTIONES DE
Reg. REGRESION

g.1. 2 g.). . 5,6, C.M,

Jentra de:
Lon vacta 6 699,71 ~73.18 7.64 -0.1 5 -~ 0.01 ~0.002
Sin vacto ~0,09 5 0.02 0,004
10 6,01 0.001
GLOBAL 1388,42 ~138.28 13.72 0.09 12 6.056 0.004
DIFERENCIA ENTHE FENDIENTES 1 0,046 0.046

COMPARACIGN DE PENDIENTES: F = O-036

o661 46 {g.1. = 1,10} SIGNIFICAT?VA 7



“ b1

COMPARACION DE LINEAS DE REGRESION. PARA LA VA;CUNA
A 20°C COM YACIO Y SIN VACIO.

DESVIACIONES DE

REGRESION
2z 2 Coef. :

g.1. X XY Y Reg. g.lt S.C, - C.M.

DENTRO DE: R
CONVACIO 6  695.71 -27.88 1.11 -0.03 5 -0.008 -0.0016
USIN VACIO 6 (699.71 -35.15 1.76  -0.05 5 -0.005 -0.001
10 -0.013 -0.0013
GLOBAL 1399.42 -63.13 2.87  -0.04 12  0.022 0.001
DIFERENCIA ENTRE PENDIENTES "1 0.035 0.035°

COMPARACION DE PENDIENTES: F = 00003153 = 26,92 (g.1. = 1,10) SIGNIFICATIVA




62

_ COMPARACTION DE LINEAS DE REGRESTON PARA LA VACUNA
A 4°C COM VACIO Y SIN YACIO

DESVIACIONES DE

REGRESION
Coef.
: 9.1. 2 z ﬁﬁ;_ g.l.  5.C. C.M.
DENTRO DE:
CON VACIO 6 699.71 -2.79 0,07 -0.003 5 0.06 0.012
SIN VACIO 6 699.71 -4.38 0.08 -0.006 5 ° 0.05 0.01
10° 011 om
GLOBAL 1399.42 -7.17 0.15 -0.005 12 0.11 0.008
DIFERENCIA ENTRE PENDIENTES 1 0 0

COMPARACION DE PENDIEWTES: F = B_Oﬂ_ = 0 {g.1: = 1,10) NO SIGNIFICATIVA
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