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RESUMEN

CRUZ ROJAS KARINA. Informe final sobre las actividades realizadas durante
el Trabajo Profesional Supervisado en aves en la modalidad: Diagnostico en el
area de Aseguramiento de Calidad bajo la supervision de la Dra. Cecilia

Rosario Cortes.

Se describe las actividades realizadas en el laboratorio de Aseguramiento de
calidad en donde se verifica la calidad de bioldgicos empleados en la industria
avicola. Dandole un enfoque general de como esta integrada y cada prueba
que se realiza en la produccion de estos ya que estan designados para la

prevencion y control de enfermedades en las aves.
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Introduccion

La industria avicola mexicana ha logrado consolidarse a lo largo de los afios
como la actividad pecuaria mas importante de México. Su crecimiento y
desarrollo se ha fundamentado en el esfuerzo de los avicultores mexicanos,
quienes han procurado mantener una industria fuerte y vanguardista en todos
los niveles productivos; como parte de su fortaleza esta la tasa de crecimiento
anual sostenida de alrededor de 5%, cuya produccién registré un valor superior
a los 54 mil millones de pesos en el 2005.

El sector avicola mexicano participa con el 63.2% de la produccidén pecuaria,
33% aporta la produccion de pollo, 30.1% la produccion de huevo y 0.20% la
produccion de pavo.

De 1994 a 2005 el consumo de insumos agricolas ha crecido a un ritmo anual
de 3.9%, cabe destacar que la avicultura es la principal industria
transformadora de proteina vegetal en proteina animal. México cuenta con una
parvada de mas de 130 millones de gallinas ponedoras, 243 millones de pollos
al ciclo y 865 mil pavos por ciclo (1).

La produccion de aves en confinamiento y de manera intensiva (caracteristica
principal de la avicultura industrial), aunada a la genética enfocada a la
obtencion de mejores resultados de rendimiento, crea la necesidad de controlar
rigurosamente las enfermedades.

Con el alto precio de los productos farmacéuticos, la industria tiende a reducir
considerablemente los esquemas terapéuticos, por lo que es preferible el uso
de métodos profilacticos, evitando en la medida de lo posible los tratamientos
medicamentosos. Los métodos preventivos o profilacticos comprenden una
serie de medidas sanitarias y de higiene como el aislamiento de las parvadas,
sistemas de produccion todo dentro—todo fuera, limpieza, desinfeccion, dejar
vacias las casetas entre parvadas, control sistematico del transito en la granja y
las vacunaciones. Las vacunas para las infecciones virales pueden ser
elaboradas con virus activos o0 inactivados en laboratorio. Estos
microorganismos se administran a las aves con la finalidad de prevenir la
aparicion de enfermedades, o por lo menos, de los signos indeseables como
mortalidad, diarrea, estornudos o estertores (1).

Cuando se vacuna a un ave todo su sistema inmune (o de defensa) se

movilizara para reconocer al virus presente en la vacuna, que en este caso es



un antigeno extrafio al organismo del animal. Este agente sera atacado y de
alguna manera expulsado o eliminado por el sistema inmune. Después de este
proceso, el organismo del ave guardara informacién en ciertas células de
memoria para que esté apto pera defenderse eficazmente y responder en
forma adecuada a la infeccion cuando se presente una segunda agresion

causada por el mismo agente.

Vias de Administracion

Cada frasco del biolégico posee un numero determinado de virus, que precisan
ser manejados adecuadamente durante la aplicacion de la vacuna a la
parvada. En la avicultura industrial existen varios métodos de vacunacion
empleados en la practica para proporcionar a cada animal una dosis efectiva
de la vacuna.

Las vias de administracion se pueden clasificar en individuales o masivas. De
manera general, las vacunas individuales proporcionan una mejor proteccion,
aunque la mano de obra es mas costosa. La vacunacion masiva es mas
ventajosa en lo referente a la mano de obra, pero no proporciona un nivel de
proteccion uniforme

Vias de administracion individuales:

1. Ocular

2. Nasal

3. Puncion a través de la membrana del ala

4. Inyectable

Vias de administracion masiva:

5. Agua de bebida

6. Aspersion

Desde otro punto de vista, podemos clasificar a las vacunas en dos grupos:
Vacunas activas: Pueden ser congeladas (para uso en la incubadora) o
liofilizadas (para uso en la incubadora o en el campo).

Vacunas inactivadas: Pueden tener un vehiculo acuoso u oleoso. Las vacunas
elaboradas con bacterias muertas se denominan bacterinas, pero si contienen

virus se les conoce como vacunas inactivadas (19).



Vacunas inactivadas

Las vacunas oleosas desempefian un papel muy importante en la industria
avicola, su uso estimula un alto nivel de proteccion inmunoldgica y de larga
duracion. En las granjas de reproductoras permiten la proteccién de la progenie
desde el primer dia de edad mediante anticuerpos maternos.

Una emulsion es una mezcla estable de dos liquidos incompatibles. Las
vacunas oleosas estdn compuestas con aceite, agua (que contiene al antigeno)
y surfactantes. La fase acuosa, en la que esta incluido el material antigénico se
dispersa en la mezcla en forma de globulos microscopicos y se le denomina
fase interna o discontinua. El aceite envuelve a los microglébulos de agua y se
llama fase externa o continua. La mayoria de las vacunas oleosas contiene
aceites minerales que no son metabolizables. Los surfactantes se agregan a
las dos fases para ayudar a formar la emulsién y dar estabilidad a la mezcla.
Este tipo de vacunas se debe almacenar entre 2 y 7°C, y es necesario evitar la
congelacion o el calentamiento. Si durante el almacenaje de las vacunas
oleosas no existe un adecuando manejo de la temperatura, la emulsiéon puede

deshacerse y terminar asi con la “vida” de la vacuna (19).

Objetivo General

Participar en la realizacion de los métodos de prueba empleados para verificar
la calidad de las vacunas emulsionadas durante el proceso de elaboracién de
las mismas para asegurar que los productos cumplen con las caracteristicas

requeridas para su uso.

Contenido

Durante el desarrollo del trabajo profesional, se realiz6 una estancia en una
empresa que fabrica productos biolégicos para aves. Segun la Norma oficial
mexicana NOM-052-Z00-1995, un biolégico es aquel producto elaborado a
partir de organismos vivos, sus componentes o productos de su metabolismo,
asi como de hemoderivados, que se emplean en el diagndstico, prevencion o
tratamiento especifico de las enfermedades infecciosas de los animales.

Entre los productos que se elaboran en esta empresa se encuentran las
vacunas emulsionadas para las enfermedades de Newcastle, influenza aviar,

bronquitis infecciosa, cOlera aviar y coriza infecciosa. La estancia se realizé en



el area de aseguramiento de calidad. En ésta se lleva a cabo el conjunto de

actividades necesarias para asegurar que los productos cumplen con las

caracteristicas requeridas para su uso. La estancia realizada tuvo una duracién

de 5 meses durante los cuales se efectuaron las siguientes pruebas:

* Pruebas de producto en proceso

(0]

o

0]

0]

Recepcion, inspeccidén, muestreo y evaluacion de materia prima.

Titulacion de liquido alantoideo para los virus de Newcastle,
influenza aviar, bronquitis infecciosa, y bacterias como
Haemophilus paragallinarum, Pasteurella multocida y P.
haemolytica.

Prueba de esterilidad en los bidones inactivados para los virus
antes mencionados.

Pruebas de inactivacién para los virus antes mencionados.

Preparacion de medios de cultivo.

* Pruebas en producto terminado

0]

O O O O

Prueba de esterilidad de vacunas emulsionadas.

Prueba de estabilidad de la emulsién.

Porcentaje de formol residual en vacunas emulsionadas.
Estabilidad de la emulsion.

Determinacién de volumen de las vacunas.



INSPECCION Y PRUEBAS DE PRODUCTO EN PROCESO

Este procedimiento incluye todas las actividades de inspeccion durante el
proceso, asi como la verificacion de los elementos involucrados durante el
mismo; tiene como objetivo asegurar que la calidad de los productos y las
condiciones de operacion cumplan con los requerimientos establecidos por la

empresa, a través de la inspeccién que durante el proceso de fabricacion.



La funcién de los analistas de calidad es aprobar y liberar cada uno de los
procesos y productos durante la fabricacion, asi como verificar que se cumpla
con lo establecido en el método de inspeccion y analisis correspondiente, en
las especificaciones aplicables y los respectivos procedimientos estandar de
operacién, ademas de los métodos de prevencion aplicables para cada
caracteristica critica. Paralelamente, el personal de produccién también es
responsable de realizar las inspecciones correspondientes y necesarias para
asegurar la calidad del producto y prevenir en lo posible cualquier falla o
discrepancia. Es importante recordar que la calidad es responsabilidad de
todos, pero sobre todo del que produce la vacuna.

De acuerdo a las necesidades propias del proceso de fabricacion de cada
producto y en funcidn a los puntos criticos de ciertas caracteristicas de éste,
se han definido los métodos de inspeccion aplicados directamente en el

proceso de elaboracion por el gerente de aseguramiento de calidad.

Vacunas con virus o bacterias inactivados
Debido a sus caracteristicas, la mayoria de las inspecciones para estos

productos son de tipo analitico, por lo que se realizan las siguientes pruebas:

Prueba de hemoaglutinacion (HA)

Mejor conocida como la prueba de HA, se realiza en microplaca a las 48 y 72
horas de la inoculacién del virus en el embrion de pollo y durante la cosecha.
Esta misma prueba se realiza a los bidones que han permanecido durante

mucho tiempo en el cuarto frio.

Prueba de inactivacion
Esta prueba es realizada 72 horas después de que el virus o la bacteria han
sido inactivados, para verificar que se mantiene estéril después del tiempo
trascurrido y que cumple con los requerimientos establecido por los métodos
internos de la empresa.

Titulacion



Esta prueba se realiza directamente en una muestra de liquido alantoideo del
embrion de pollo inoculado para verificar el titulo de la cosecha y asi prever el
nivel que alcanzara la misma para cumplir con los requerimientos del producto

y en su caso, tomar las acciones correctivas necesarias.

Prueba de esterilidad

Basicamente, esta prueba se realiza a todos los virus y bacterias almacenados
en bidones para verificar que no existe contaminacion de algun patégeno
extrafio hasta ese momento, y que se encuentren listos para ser utilizados en la

preparacion de las distintas vacunas inactivadas.

Verificacion de la esterilidad durante el proceso de muestreo de bidones

Antes de iniciar el proceso, el personal de aseguramiento de calidad coloca en
varias zonas del cuarto de proceso 6 cajas de petri para realizar el monitoreo
ambiental y verificar que no existen contaminantes en el ambiente de trabajo

que afecten la operacion.

Preparacion de la vacuna

Durante el proceso de preparacién de la vacuna, el analista de aseguramiento
de calidad verifica que todos los elementos (fluidos, aceite mineral, botellas y
tapones) cumplan con los requisitos de esterilidad. Por otra parte, una vez
preparada y mezclada la vacuna, el analista de aseguramiento de calidad
verifica la consistencia de la vacuna, inspeccionando que se encuentre
debidamente homogenizada y que todos los ingredientes estén perfectamente

incorporados.

Llenado del frasco con el producto

Durante el proceso de llenado de vacuna, tanto analista de aseguramiento de
calidad, como el responsable del proceso, deben verificar que las condiciones
de asepsia y desinfeccion del area de llenado sean las adecuadas de acuerdo

a las instrucciones escritas en el manual de procedimientos.



Otra caracteristica que se revisa es el volumen de llenado para lo cual, el
analista procede a verificar que el contenido de los frascos sea el correcto
(normalmente 500 mililitros). Finalmente, el analista verifica mediante
inspeccion visual que el sellado y engargolado de los frascos sea correcto y no
se presenten fugas de producto, ademas la tapa de aluminio no debe presentar

roturas ni deformaciones.

Frecuencia de inspeccion

Debido a la naturaleza de los distintos productos que se fabrican, y tomando en
cuenta los puntos criticos en algunos procesos, no es posible establecer una
frecuencia definida o periédica de inspeccion, por lo que las frecuencias,
tiempos, intervenciones, muestreos, pruebas y recorridos quedan a libre criterio
y decision del departamento de aseguramiento de calidad, pero por lo menos
se debe tener registrado un evento de cada inspeccion referida en el

procedimiento.

Registro de la inspeccién

Con el fin de mantener un registro formal, centralizado y con un formato
definido que permita una consulta facil y rapida de los datos contenidos tanto
para el personal de aseguramiento de calidad, como de produccion o cualquier
otro interesado, los formatos aplicables son emitidos en cuadernos empastados

y con hojas foliadas para asegurar el adecuado control de los registros.

Identificacion del producto en proceso

De acuerdo a lo establecido en el procedimiento y dependiendo del resultado
de la inspeccién o prueba realizada al producto en proceso, el producto en
cuestion es identificado segun corresponda.

Control de los registros
En cumplimiento con lo establecido en el procedimiento, y para los efectos
correspondientes, los registros de las inspecciones realizadas son controlados,

resguardados y preservados apropiadamente por el responsable del area. El



manejo y registro en los cuadernos es de uso exclusivo del personal de

aseguramiento de calidad (10).

INSPECCION Y CONTROL DE INGRESO DE MATERIAS PRIMAS

Tiene como objetivo establecer los lineamientos y directrices generales a seguir
para la inspeccion, aceptacibn y en su caso rechazo de los materiales
utilizados por la empresa, con el fin de tener un mejor control, tanto de la
calidad, como de la cantidad de cada materia prima que ingresa.

Este procedimiento aplica a todas las materias primas productivas y materiales
de empaque utilizados en la fabricacién de todos los productos de la empresa e
involucra a las areas de compras, aseguramiento de calidad y produccién.

Para asegurar la calidad de los productos desde que las materias primas que
se reciben, es un requisito imprescindible que todos los involucrados cumplan y

se ajusten a los lineamientos y exigencias establecidas en este procedimiento.

Recepcion Administrativa

Horarios de recepcion

Salvo las excepciones gue seran analizadas y consideradas en su momento
para que su atencion y recepcion sea inmediata, todo proveedor de materias
primas productivas debe hacer la entrega de su mercancia dentro del horario
establecido y acordado por los departamentos de compras y de aseguramiento

de calidad.

Documentacion requerida al proveedor
Para efecto de recibir la mercancia de un proveedor, éste debe presentar en
cada entrega por lo menos los siguientes documentos:
e Factura original y por lo menos una copia de la misma, o en su
defecto, una nota de remision.
e Certificado de andlisis o de calidad del producto que se esta
entregando.
e Copia o referencia del numero de la orden de compra emitida por

la empresa.



e Hoja de seguridad del producto.

Al momento de que el proveedor llega a las instalaciones, es responsabilidad
de la recepcién notificar inmediatamente al departamento de aseguramiento de
calidad, tanto la raz6n social, como el producto que viene a entregar, para que
el analista de calidad prepare la informacion pertinente para recibir el producto.
Si el proveedor cumple con los 4 documentos requeridos, el analista de calidad
procede a revisar que dichos documentos contengan los datos minimos del
producto como:

e Datos del destinatario con su respectiva direccion.

e Descripcion clara y precisa del producto a entregar, y que corresponda
con lo estipulado en la orden de compra, incluyendo, en lo posible,
numero de catalogo, color, tamafio de particula, presentaciéon, nimero
de lote y fecha de caducidad.

e Cantidad que corresponda con lo indicado en la orden de compra (en
el caso de entregas parciales, se debe hacer la indicacion
correspondiente). Si se trata de material de empaque (cajas Yy
etiquetas), es posible aceptar un diferencial de mas o menos 10% por
cuestiones de tiraje.

e El costo unitario y costo total deben corresponder a lo establecido en la
orden de compra. Si existen discrepancia en los costos, es motivo de

rechazo de la entrega.

Certificado de andlisis o calidad del producto

Se debe de realizar una descripcion clara y precisa del material a entregar que
corresponda con lo indicado en la orden de compra y la factura que ampara la
entrega, incluyendo en lo posible el numero de catalogo, color, grano y
presentacion. El incumplimiento de este requisito es motivo de rechazo de la

materia prima.

Hoja de seguridad
Debe ser elaborada por el proveedor y contar con nombres del producto,

caracteristicas fisicoquimicas como riesgos de fuego o explosién, reactividad,



riesgos para la salud animal, emergencias y primeros auxilios. Este documento

debe venir firmado por el emisor responsable.

Recepcion fisica
Para realizar la recepcion fisica de la materia prima, el analista de calidad debe
indicar al proveedor el lugar donde debe ser descargado el material para ser

revisado. Los puntos que se deben inspeccionar, son los siguientes:

Identificacion fisica del producto
El personal de calidad debe revisar que todos los bultos, recipientes,
contenedores estén debidamente identificados con los datos necesarios como:
e Descripcion del producto
e Contenido neto (litros, kilos, piezas)
e Numero de parte, clave o cédigo de identificacion
e Numero de lote
e Fecha de caducidad (si aplica y no debe ser menor a la vigencia

del producto terminado)

Cantidad de producto recibida

El personal de calidad debe revisar que la cantidad de producto indicada en la
factura y orden de compra corresponda a lo entregado fisicamente, por lo que
(en caso de ser necesario y con ayuda del almacenista) se debe pesar, medir o
contar el producto con ayuda de la bascula dispuesta en el area o contar el
namero de bultos, recipientes o contenedores entregados.

Presentacion del producto

Con ayuda de la informacién contenida en el formato “Método de inspeccion y
andlisis de la materia prima”, la persona de calidad debe revisar que la
presentacion o empaque del producto corresponda a lo indicado en el
documento de referencia, aunque no es un requisito indispensable, ya que de
no estar declarado en el contrato de compra, el proveedor se puede reservar el
derecho de cambiar dicha presentacién, siempre y cuando no afecte las
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propiedades, integridad ni calidad del producto. De igual manera, el personal
de calidad debe verificar que el empaque venga cerrado y sellado para
asegurar que el material no haya sufrido alteraciones o contaminacioén durante

el traslado.

Certificado de analisis o calidad

Este certificado es un requisito indispensable para toda materia prima
productiva que ingrese a la empresa, por lo que el incumplimiento de este
requisito es motivo de rechazo; ya que sin el documento no es posible conocer
la calidad del producto. El analista de calidad debe revisar que el documento
cumpla por lo menos con los siguientes requisitos:

e Que los datos de identificacion del producto en la etiqueta
(nombre y namero de lote) coincidan con los asentados en el
certificado.

e Que las pruebas realizadas y los resultados obtenidos sean claros
y satisfactorios.

e Nombre y firma del responsable de la emision del certificado y
que éste contenga las especificaciones de prueba y su respectivo
resultado.

e Certificado emitido que contenga el logotipo o la razon social
responsable del producto o del analisis al mismo (es indistinto si
es original o copia, con la condicion de que sea legible).

e La fecha de caducidad debe corresponder con lo indicado en la
etiqueta de empaque y tener una vigencia igual o mayor a la del

producto terminado

Liberacion previa de la materia prima

De acuerdo a lo establecido, si la materia prima cumple con los requerimientos
puede ser pre-liberada en el mismo momento de la recepcion fisica para que el
proveedor pueda tramitar su pago. Cabe hacer la aclaracién de que, el hecho
de realizar esta liberacion, no exenta al proveedor de la responsabilidad total

del cumplimiento del material en todas sus propiedades y caracteristicas por lo
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que cualquier discrepancia con lo establecido en las especificaciones puede

ser motivo de rechazo.

Muestreo de materia prima
Ya sea en el momento de la recepcién o posteriormente, se debe proceder a
muestrear la materia prima considerando las siguientes indicaciones:

e Para el caso de los materiales e insumos que se cuentan en
unidades individuales (frascos, etiquetas, tapones) son aplicados
directamente los criterios de muestreo indicados en las tablas de
referencia. Cabe aclarar, que aunque son unidades individuales, la
unidad de muestreo la determina el personal de calidad, segun el
empaque o presentacion de cada material.

El material de empaque para las vacunas se divide en primario (es el que esta
en contacto directo con la vacuna), como frascos y secundarios (no esta en
contacto directo con la vacuna), como tapén de hule, tapon de aluminio

etiqueta e instructivos.

Material de empaque primario

Frasco para vacuna

El frasco llega en bolsas de plastico
de 50 piezas (figura 1). Se obtienen al
azar 5 frascos de 3 paquetes, aunque
el nimero de muestra es determinado

por el analista de calidad.

El frasco debe tener las siguientes
caracteristicas

e Frasco tipo ampolleta de 500 ml

e Material: Polietileno de alta densidad

e Color: Natural

e Peso:72a74qr.

e En la parte superior debe estar marcado con nimero 500 ml.

e Debe tener las siguientes medidas:
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28.4-28.8 mm

Didmetro de 15.1 — 15.5 mm

51-55mm

76.0—-77.0 mm

Material de empaque secundario

Tapon tachuela

El tapon llega en cajas de cartdon con
4000 piezas (figura 5).

Se obtiene al azar 20 tapones por caja,
aunque el numero de muestra es

determinado por el analista de calidad.

El tapon debe tener las siguientes caracteristicas (figura 6).
e Material: Hule
e Tamafio: 30 mm
e Color: Gris
e Limpio

¢ Sin manchas
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El tapon debe tener las siguientes medidas (figura 7, 8)

Figura 8

3.43 mm

15.82 mm

Tapon de aluminio

El tapén de aluminio llega en cajas con
4000 piezas (figura 9).

Se obtiene al azar 20 tapones por caja,
aunque el numero de muestra es

determinado por el analista de calidad.

El tapdn debe tener las siguientes caracteristicas (figura 10):

Consistencia rigida

o Libre de rebabas

o Superficie externa mate
o Sin manchas

. Tamanfo: 30 mm

o Material: Aluminio

o Color: Aluminio mate

11.94 mm

51 mm
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El tapdn debe tener las siguientes medidas (figura 11, 12, 13)

15.09 mm

‘ 9.91 mm

Figura 12

Figura 1l

29.52 mm

Etiqueta

La etiqueta tiene una presentacién en rollo
(figura 14), y su nimero varia de acuerdo a
las necesidades de produccién. Estas
deben de compararse con el formato
interno de la empresa y presentar las

siguientes caracteristicas:

e Tiene una medida de 80

mm de ancho por 170 mm

B8O MM

de largo (figura 15)

170 MM

Figura 15
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e Elinstructivo no debe tener ningun error en la redaccion.

e El formato tiene en la parte inferior el niumero del color de la etiqueta, el
cual se compara con un abanico de colores utilizando un fondo blanco
(figura 16, 17).

Figura 16

Si el frasco, tapén de hule, tapon de aluminio y etiqueta
Figura 18

estan en perfectas condiciones se le coloca el sello de
APROBADO con los datos de la persona que reviso el
producto y la fecha de liberacién, una vez hecho esto, puede ser utilizado por

produccion (figura 18).
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PRUEBAS REALIZADAS EN EL PROCESO DE FABRICACION DE
VACUNAS EMULSIONADAS

El inicio del proceso de la fabricacion de las vacunas emulsionadas comienza
con la recepcion del embrién de 9 y 10 dias de edad. Posteriormente, el
personal del area de produccion inoculan los embriones con el virus de la
enfermedad de Newcastle, influenza aviar o bronquitis infecciosa, dependiendo
de las necesidades de la empresa y conforme a instrucciones de la gerencia de
produccion. Una vez que se ha inoculado el embrién, se incuba a 37°C por 72
horas, al final de las cuales se realiza la cosecha del liquido alantoideo y se
almacena en bidones de 20 litros a 4°C, los cuales son identificados con clave
y nombre del producto, asi como lote y fecha en que se realizé la cosecha.

Al inicio de la inoculacién, el personal de calidad debe obtener la muestra de la
semilla de trabajo para verificar la pureza del in6culo, la cual se siembra en
agar cerebro corazon y se incuba a 37° C; mientras que en agar dextrosa

sabouraud se incubaa?22°C
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TITULACION DOSIS INFECTANTE EN EMBRION DE POLLO 50% /ml DE
NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR

Una vez que el personal del area de produccion obtuvo la cosecha, el personal
de calidad debe obtener una muestra de 100 ml de todos los bidones del lote
para determinar la dosis infectante en embrién de pollo (DIEP) al 50%/ml de las
cosechas de virus de la enfermedad de Newcastle cepa La Sota e Influenza
aviar HsNo.

Se necesita revisar con el ovoscopio 40 embriones tipo
Alpes Il de 9 a 11 dias de edad (figura 19). Se debe
marcar el limite de la camara de aire y el punto de

inoculacion (un lugar donde no haya vasos sanguineos

ni el cuerpo del

embrion). Se debe
desinfectar la superficie del huevo con una
solucion de yodo e identificarlos con el
namero de lote y dilucion a inocular (Figura

20). Los embriones se mantienen en incubacion hasta su uso.

Posteriormente, se realiza la dilucion del fluido, para ello se
necesitan 10 tubos con 9 ml de PBS a una concentracion de

1% y se le agrega antibiotico, las actividades a desarrollar se

realizaran en la campana de flujo laminar. Se debe realizar .
e,

diluciones décuples seriadas (10" a 10%°) del fluido -
cosechado como se explica a continuacion: ﬁ
e Colocar 1 ml del fluido cosechado en el tubo nimero uno con
ayuda de una pipeta estéril.
e Mezclar con vortex la suspension durante 15 segundos (figura 21)
e Pasar 1 ml de la suspension del tubo namero uno al tubo nimero
dos y repetir el procedimiento hasta el tubo numero diez

cambiando de pipeta entre dilucién y dilucién y al final desechar 1

ml
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Posteriormente se perfora el cascardn en el punto de inoculacion, que esta a 2
milimetros en la parte superior de la marca que delimita la cAmara de aire.
Inocular la dilucién 10%°, 10°, 10®y 107 via cavidad alantoidea (figura 22 y
23). Se usan 5 embriones por dilucién inoculando 0.2 mililitros por cada uno, se
debe utilizar una jeringa de tuberculina con capacidad para 1 ml con aguja de
25 X 16 mm.

Inoculacion via cavidad alantoidea

Figura 23

Figura 22 Cortesia del MVZ Leo Dudnikov

La incubacién de embriones se realiza a
una temperatura de 37° C de 3 a 5 dias
(figura 24) y se debe registrar la mortalidad
diariamente.

Los embriones muertos durante las

primeras 24 horas post-inoculacién son

descartados, ya que se considera que la
mortalidad se debi6 a traumatismos (no a la enfermedad de Newcastle). Para
que la prueba sea estadisticamente aceptable, debera existir un 80% de
viabilidad de los embriones.

Prueba de hemoaglutinacion rapida en placa

Los embriones muertos a partir de las 48 horas post-inoculacion deberan ser
muestreados. Se deben de mantener en refrigeracién los embriones antes de
comenzar la prueba de HA, al menos durante 30 minutos y no se debe
congelar. Posteriormente, se corta el cascarén de
los embriones a nivel de la camara de aire,

comenzando por la dilucién 10*°. En una placa de




vidrio para HA, con ayuda de una jeringa con capacidad de 1 ml con aguja de
16 x 25 mm, se coloca 0.05 ml del fluido alantoideo de cada uno de los
embriones sobrevivientes después del periodo de incubacion. Se colocan dos
gotas de la solucion de eritrocitos al 2% sobre la muestra de fluido alantoideo
(figura 25). Mezclar la solucion mediante movimientos oscilatorios suaves
durante 10 seg. y repetir este procedimiento con cada una de las diluciones.

Interpretacion de resultados

El resultado se considera positivo cuando se presenta el fenomeno de
hemoaglutinacion; éste se observa a manera de grumos o granulos sobre la
superficie de la placa, en ocasiones, puede ser observado Unicamente en el

contorno de la mezcla (figura 26).

Negativa Figura 26 Positiva

Los resultados son anotados de acuerdo al nUmero de muestras positivas y el
namero de muestras probadas, y el titulo es obtenido, mediante la formula de
Reed and Muench (10).

Método de Reed y Minch

En el cuadro 1 se muestra la técnica de Reed y Minch. En la primera columna
se presentan las diluciones inoculadas, en la segunda el nimero de embriones
positivos a la replicacion viral. Las dos siguientes muestran el namero
acumulado obtenido de la segunda vy la tercer columnas. El nUmero acumulado
de embriones positivos es calculado asumiendo que si el huésped o sistema
inoculado resulta afectado a una determinada dilucién la siguiente (menor

dilucién), también afecta al sistema o huésped ya que contiene una
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concentracion mayor de virus. En forma similar, el nimero acumulado de
embriones negativos es calculado asumiendo que si el sistema o huésped no
fue afectado a una dilucion determinada, entonces la préxima dilucion mayor
tampoco afectard al huésped o sistema, ya que contiene una concentracion
menor de virus. Por esta razén, el nimero de embriones positivos es sumado
empezando por la dilucion mas alta, mientras que el niumero de huésped
negativo es sumado empezando por la dilucibn mas baja.

Una vez que las cifras acumuladas han sido determinadas, se calcula la
proporcion del numero total de huéspedes inoculados por cada dilucion; de lo
anterior se obtiene un porcentaje del nimero de huéspedes afectados y se
determinan las dos diluciones entre las cuales se encuentra el punto final 50%

Cuadro 1. Técnica de Reed y Minch

Dilucion + - + Acum | - Acum Total %
10" 0/5 0 5 0 10 0/10 0
10° 1/5 1 4 1 5 1/6 16
10° 4l5 4 1 5 5/6 83
10’ 5/5 5 0 10 0 10/10 100

Utilizando las cifras de la tabla, se encuentra que el punto final 50% se
encuentra entre las diluciones 10® (83%) y 10° (16%). Para calcular la
distancia proporcional entre 102 y 10 se utiliza la siguiente formula:
Dp =%>50% - 50 83 -50 = 33 = 049

%>50% - %<50% 83-16 67

Se toma en cuenta la dilucion mas alta al 50%, entonces tenemos como

resultado: 10%4°

a este resultado se le suma 0.7 para obtener la concentracion
final.

Titulo = 10 **° DIEP 50%/ml

Cuando la mortalidad de los embriones de cada dilucion, asi como de los
controles sea mayor al 20% la prueba debera repetirse, y los resultados se

determinan como no concluyentes. El titulo no debe ser menor a 10° DIEP
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50%/ml para ambas enfermedades segun la norma oficial mexicana NOM-052
y la norma oficial mexicana NOM-055 (11, 12).

TITULACION DIEP 50%/ml. DE BRONQUITIS IB-41 Y ZUMPANGO

Una vez que se obtuvo la cosecha, el personal de calidad debe obtener una
muestra de 100 ml de todos los bidones del mismo lote para determinar la
dosis infectante en embrién de pollo al 50%/ml de las cosechas de virus de
bronquitis infecciosa cepas IB-41 y Zumpango. La prueba se realiza por

duplicado.

Se revisan con el ovoscopio 50 huevos embrionados
tipo Alpes Il de 9 a 11 dias de edad para verificar que
estos se encuentran vivos, para ser usados en la
prueba de titulacion. Se marca el punto de
inoculacién en los huevos embrionados y el limite de

la camara de aire del huevo (figura 26). Se debe

identificar cada uno de los huevos embrionados que seran utilizados.

Las actividades a desarrollar se realizaran en la campana de flujo laminar. Se
deben llenar tubos con 9 ml de solucion PBS al 1% con antibiotico (penicilina-
estreptomicina).

Hacer diluciones décuples seriadas (10" a 10®) del fluido cosechado en los

tubos con la solucién de PBS.

Inoculacion del fluido diluido

Posteriormente se debe desinfectar la superficie a inocular con una solucion
desinfectante de yodo. Una vez que ha secado la solucion, se procede a
perforar el cascarén a 2 milimetros de la marca que delimita la camara de aire,
inocular 0.2 mililitros de la dilucion 10® 107, 10® y 10° por via cavidad
alantoidea en 5 huevos embrionados de pollo de 9 a 11 dias de edad por

dilucion, dejando 5 embriones como testigo.
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Inoculacién via cavidad alantoidea

A 4

Jeringa

Cémara de aire

A 4

Punto de inoculacién

A 4

Saco alantoideo,
liquido

corenalantoiden

Cortesia del MVZ Leo Dudnikov

Figura 27
Los embriones se incuban a 37° C por 7 dias, y se revisan diariamente

registrando la mortalidad, incluidos los testigos.
Los embriones muertos durante las primera 24
horas de incubaciébn son descartados y los
embriones muertos durante el periodo de 48 hrs.
a 7 dias se les extrae liquido alantoideo para
realizar la prueba de aglutinacion en placa para
determinar la ausencia de virus
hemaglutinantes. Posteriormente, se corta el
cascaron de los embriones vivos con ayuda de

unas pinzas curvas, eliminando las membranas

y fluidos embrionarios para extraer el embrion g

de cada huevo y se colocan sobre una cubierta plastica formando una fila (por
cada dilucion). El titulo es obtenido, mediante la formula de Reed and Muench,
el cual debe ser 10° DIEP 50%/ml. Este titulo es establecido por la empresa.
Los embriones muertos a las 24 horas no son contados, y sélo se consideran
positivos aquellos que presenten lesiones como: enanismo, encorvamiento,
malformaciones, hemorragias y muerte dentro de un periodo de 2 a 7 dias de

incubacion después de la inoculacion.

Los embriones muertos 24 horas después de la

inoculacién seran contabilizados como positivos
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solo si resultan negativos a la presencia de virus hemaglutinantes.

Cortesia de la MVZ Margarita Arreguin
Cuando la mortalidad de los embriones de cada dilucién, asi como de los

testigos, es mayor al 20% la prueba deberd repetirse, y reportarse los

resultados como no concluyentes (10).

TITULACION DE Pasteurella multocida o P. haemolytica
Cada lote de cosecha de Pasteurella multocida y P. haemolitica debera ser
titulada para obtener el titulo UFC al 50% /ml.
La muestra es obtenida de caldo nutritivo
enriguecido e inoculado con P. multocida cepas
1662, X73 y 1057 o P. haemoyitica, el cual es
preparado en garrafas de vidrio con capacidad para

dos litros aproximadamente, e incubadas a 37°C
(figura 30).

La muestra es obtenida tomando 5 garrafas
al azar de cada cepa elaborada de P.

multocida o P. haemolytica. EI muestreo es

realizado en esterilidad en campana de flujo
laminar (figura 31). La muestra se deposita

en un tubo estéril, el cual sera llevado al

departamento de calidad para su analisis.

Una vez que el personal de calidad obtuvo la muestra, el caldo es confinado
en bidones de plastico con capacidad para 50 litros, los cuales deben ser
lavados y desinfectados con soluciéon de formol al 37% previamente.
Posteriormente se llenan tubos con 9 ml de caldo nutritivo y se realizan
diluciones décuples seriadas (10 a 10°) del caldo cosechado. En una placa de
agar sangre se inocula 0.1 mililitros de la muestra obtenida directamente de las
garrafas para tenerla como testigo; mientras que en placas de gelosa sangre se
inocula 0.1 ml de las diluciones 10°, 107, 10® y 10 con ayuda de una pipeta

estéril con capacidad para 1 ml.
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10° 10° 10°
Figura 32
Las placas se incuban en una estufa bacterioldgica, a 37°C por 24 horas,

después de que transcurrié el periodo de incubacion, se realiza la lectura y se
registra el nUmero de colonias presentes para cada dilucién. El titulo se obtiene
en la dilucion mas alta en donde hubo crecimiento bacteriano, en este caso fue
de 4 UFC 10% 0.1 ml

TITULACION DOSIS LETAL EN EMBRION DE POLLO 50% / mL DE

Haemophilus paragallinarum (Avibacterium paragallinarum)

Para determinar la Dosis Letal en Embrién de Pollo al
50 % por ml (DLEP), de las cosechas de H.
paragallinarum cepas 221, B y Modesto, obtenido de
caldo nutritivo enriquecido, infectado y preparado en
garrafas de vidrio con capacidad para dos litros
aproximadamente e incubadas a 37°C. La muestra es obtenida tomando 5
garrafas al azar de cada cepa elaborada con H. paragallinarum con ayuda de
pipetas estériles con capacidad para 5 ml, el muestreo es realizado dentro del

F, T (5]
e [

i area de esterilidad de la campana flujo

' laminar (figura 34). La muestra es obtenida
2 en un tubo para cultivo, el cual sera llevado
al departamento de calidad para su analisis.
En una placa de agar infusion cerebro
corazon, agar dextrosa sabouraud y agar

gelosa sangre inocular 0.1 ml de la muestra
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obtenida. En el caso de este ultimo medio, se coloca una linea de la cepa
nodriza de Staphylococcus epidermidis.

e Incubar la muestra del agar cerebro corazén a 37°C de 24 a 48 horas.

e Incubar la muestra del agar dextrosa sabouraud a 20 °C de 24 a 48
horas.

e Incubar el agar gelosa sangre con la cepa nodriza a 37 °C y en
anaerobiosis por 24 horas para observar el crecimiento caracteristico de
satelitismo.

Posteriormente se deben llenar 10 tubos con 9 ml de caldo nutritivo, realizar
diluciones decuples seriadas (10" a 10 del fluido cosechado. Se deben
revisar 25 huevos embrionados Alpes Il de 7 a 9 dias de edad utilizando un
ovoscopio para verificar que estos se encuentran
vivos (figura 35). Marcar el punto de inoculacion en
los huevos embrionados en el centro de la parte
superior de la camara de aire del huevo. Identificar
cada uno de los huevos embrionados a utilizar para

cada dilucion. Posteriormente, la superficie de los

huevos embrionados es desinfectada con una solucién de yodo; una vez que
ha secado la solucion, se perfora el cascaron en el punto de inoculacién antes
mencionado. Para esta prueba se usan 5 embriones por dilucién. Se debe
inocular en saco vitelino 0.2 ml de la dilucién 10°, 10®, 107, 10°® con ayuda
de una jeringa con capacidad para 3 ml, utilizando una aguja de 20 X 32 mm.
Se dejan 5 embriones sin inocular como testigos. Los embriones son incubados
a 37°C por 72 horas (figura 36).
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Inoculacién via saco vitelino
Punto de inoculacién -

y N

Jeringa capacidad 3 ml.

Céamara de aire

Saco Vitelino (yema)

Cortesia del MVZ Leo Dudnikov

Figura 36
Una vez trascurrido el tiempo de incubacién, todos los embriones muertos a

partir de las 24 horas son contados como positivos, debido a que H.
paragallinarum causa mortalidad embrionaria a las 24 hrs. post inoculacion.
Todos los embriones muertos durante todo el periodo de incubacion deben ser
extraidos y se les realiza la prueba de aglutinacion en placa para descartar la
presencia de virus hemaglutinantes. Los embriones muertos son extraidos y
considerados positivos solo si al probarlos para virus hemoaglutinantes, son
negativos.
Cuando la mortalidad de los embriones testigos sea mayor al 20% la prueba
debera repetirse, determinandose los resultados como no concluyentes.
La determinacion del titulo dosis letal embrion de pollo al 50%/ml para H.
paragallinarum es obtenido por el método de Reed y Muench, el cual debe
tener un titulo de 10® DLEP 50%/ml., el cual es establecido por la empresa.
Una vez terminada la cosecha, y ya que el area de calidad obtuvo la muestra,
se prosigue a la inactivacion del fluido, que es la accion que se ejerce al
adicionar formaldehido, timerosal, etilendiamina u otras soluciones inactivantes
a los fluidos obtenidos, lo que ocasiona que no exista replicacion del antigeno,
sin perder su capacidad antigénica. En la inactivacion del virus se utiliza
etilendiamina 0.8%, tiosulfato de sodio y formaldehido.

O 80 ml de etilendiamina/ 1 Litro de fluido

Reposar durante 24 horas
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O 7ml de Tiosulfato de sodio

O Formaldehido al 0.3%
En el caso de las bacterias se emplea timerosal y en algunos casos
formaldehido.

O 5 g de timerosal/100 ml de agua/ 50 litros de fluido.
Setenta y dos horas después de la inactivacion, se realiza la prueba de
esterilidad de los bidones inactivados, en la cual se utilizan medios de cultivos

especificos como agar dextrosa sabouraud e infusion cerebro corazon.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

La preparacion de medios de cultivo a partir de medios deshidratados requiere
exactitud y atencidn en la preparacion. Los medios deshidratados se deben
almacenar a una temperatura de 15 a 30°C en areas oscuras y secas, a menos
gue se marque otra indicacién en el instructivo. Se debe anotar la fecha en la
que el frasco se abre por primera vez y verificar la fecha de caducidad, asi
como revisar que las caracteristicas del polvo sean las adecuadas como lo
marca el instructivo.

Para la preparacion de los medios se debe utilizar un matraz de vidrio, balanza,
potenciémetro, autoclave y otros equipos que se calibran frecuentemente. Para
la preparacion del medio se debe pesar exactamente la cantidad apropiada
conforme marca el instructivo y agregar
agua desionizada agitando hasta disolver
perfectamente. Al ser disueltos se debe
tener cuidado de no calentar
excesivamente. Los medios de cultivo no

deben calentarse en microondas. En el

caso de los medios liquidos estos se vacian
en tubos con 35 ml antes de ser esterilizados. Para que se lleve a cabo se
necesita una temperatura de 121°C a 15 libras de presién por 15 minutos.
Estas constantes son para 1 litro de medio de cultivo, en cantidades mayores,
se requiere mayor tiempo para completar su esterilizacion. Un tiempo excesivo

pueden causar que los nutrientes cambien su concentracion y generar
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substancias inhibitorias. Por ejemplo, se sabe que los carbohidratos se
descomponen por sobrecalentamiento, ademas se presentan problemas como
un pH incorrecto como disminucion de las propiedades de gelificacion del agar,
precipitacion del medio y oscurecimiento teniendo como resultado la pérdida
del valor nutritivo y las propiedades selectivas o diferenciales. Finalmente, se
realiza el vaciado de los medios sélidos en cajas de petri a una temperatura de
50 a 55°C, para evitar la formacion de agua de condensacion, ademas, durante
el vaciado se debe mezclar el medio constantemente para evitar la formacion
de grumos. Los medios preparados en placa se deben de almacenar en forma
invertida en una bolsa de plastico u otro contenedor en refrigeracion hasta por
dos semanas (8).
En el area de aseguramiento de calidad se preparan los siguientes medios de
cultivo:

e Agar infusion cerebro corazén

e Agar verde brillante

e Agar soya tripticaseina

e Agar dextrosa sabouraud

e Agar MacConkey

e Agar sal y manitol

e Caldo tioglicolato

e Caldo soya tripticaseina

En el area de calidad se utilizan el caldo tioglicolato, caldo soya tripticaseina,
agar infusiéon cerebro corazon y agar dextrosa sabouraud, los demas son

preparados para uso del personal del area de produccion.

Caldo tioglicolato
Se utiliza para el cultivo y aislamiento de anaerobios estrictos y facultativos,
gérmenes microaerdfilos y para ensayos de esterilidad. Las sustancias

reductoras, tioglicolato y cisteina, proporcionan una anaerobiosis suficiente,
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incluso para anaerobios exigentes. Los medios con tioglicolato son adecuados
para la investigacion de materiales que contengan metales pesados o
conservadores en cuya composicion participen dichos metales pesados. La
elevada viscosidad del medio de cultivo tioglicolato impide la penetracion rapida
de oxigeno. El eventual aumento del contenido en oxigeno se pone de
manifiesto por un viraje a rojo del indicador redox resazurina sodica. Los
gérmenes anaerobios crecen en la parte inferior del tubo de cultivo, mientras
que los aerobios crecen en la parte superior del tubo. Los medios de cultivo
preparados son claro de color amarillento. De ser posible, estos medios de
cultivo deben usarse recién preparados. El medio de cultivo tioglicolato ya no
puede utilizarse cuando los tubos presenten color rosa debido a la penetracién
de oxigeno, en mas del tercio superior. Cuando dicha coloracion no quede

eliminada por ebullicion (una sola vez), el medio se desecha.

Caldo de soya tripticaseina

Medio de cultivo universal, exento de sustancias inhibidoras e indicadores,
concebidos para su utilizacién en un amplio espectro de aplicaciones.

Por su rica y abundante base nutritiva, este medio de cultivo es adecuado para
el cultivo de microorganismos exigentes. Se utiliza como tal, o como base para

la fabricacion de medios especiales de cultivo (Agar sangre).

Agar cerebro corazén

Es un medio soélido rico en nutrientes, adecuado para el cultivo de varios
microorganismos exigentes entre los cuales se encuentran diversos tipos de
bacterias, hongos y levaduras.

Con la adicion de antibiéticos el medio se puede emplear para el aislamiento de
algunos hongos.

Agar dextrosa y sabouraud

Se recomienda para el cultivo y conservacion de hongos. La incubacion de las
cajas debe hacerse de 25 a 35 °C. Puede lograrse un sabouraud muy rico,

disolviendo el medio en 1 litro de infusion de Cerebro Corazon (9).
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Una vez hidratados los medios de cultivo
conforme al instructivo, se esterilizan en
una olla de presion con calor humedo a
121°C vy 15 libras de presion durante 15

minutos (figura 39).

Los principales métodos de esterilizacion
térmica incluyen calor himedo y seco. El calor destruye a los microorganismos
por desnaturalizacion o coagulacion de proteinas. El calor himedo es el mas
empleado en la esterilizacion de medios de cultivo ya que tiene la ventaja de
requerir menor tiempo a mas bajas temperaturas que el seco. Ademas es el
método de esterilizacibn mas econdémico, seguro y confiable. Aunque el agua
hierve a 100°C, se requieren temperaturas mayores para matar esporas
resistentes al calor de algunas bacterias en un tiempo razonable. La presion de
vapor de 15 libras por pulgada cuadrada y a esta temperatura ayuda a la
penetracion del calor en el material al ser esterilizado (8).

Muchos factores pueden afectar la esterilizacidon, incluidos el tamafio y
contenido de la carga y el tiempo de secado o enfriado. Algunos productos
pueden desnaturalizarse a temperaturas o ciclos mayores de tal manera que es
necesario validar adecuadamente las cargas.

Para obtener mejores resultados en la esterilizacion de medios de cultivo,
deben taparse los frascos o tubos con algodon no absorbente y capuchén de
papel o tapon de rosca que no quede completamente cerrado. Los tubos deben
colocarse en gradillas o canasta y los frascos nunca deben llenarse mas de dos
tercios; también es importante no sobrecargar el autoclave y colocar la carga
de tal forma que el flujo de vapor circule libremente alrededor del contenido. En
la operacion del autoclave, todo el aire de la camara debe salir y ser sustituido
por vapor. Para verificar que en el procedimiento de preparacion no hubo

contaminacion los caldos y agares se incuban a 35°C por 24 horas.

PRUEBA DE ESTERILIDAD EN FLUIDOS INACTIVADOS
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Tiene como finalidad determinar la presencia de bacterias y hongos viables en
cada uno de los bidones inactivados. El
fluido es depositado en bidones de
diferente capacidad y son almacenados
en refrigeracion a 4°C (figura 40). Se
debe muestrear en la campana de flujo

laminar, ademas todo el equipo que se

utilice debe ser estéril y el personal de
calidad debe utilizar cofia, lentes y cubreboca.

Se obtiene una muestra de 5 ml de cada
bidon con una pipeta estéril (figura 41). Se
inocula 0.2 mililitros en media placa de
agar infusion cerebro corazén y agar
dextrosa sabouraud (figura 42), las cuales
e N deben ser previamente identificadas con el
i 2 numero de lote y namero bidén. El resto de

la muestra del lote se colecta en un tubo estéril, el cual se utilizara en otras
pruebas y se debe conservar en refrigeracion.

El agar dextrosa sabouraud se incuba a 22°C y el agar infusion cerebro-
corazon se incuban a 37° C durante 5 dias.

De acuerdo al procedimiento interno del area de calidad, si se observa la
presencia de colonias bacterianas o crecimiento de hongos en cualquier caja,
se debe reportar de inmediato al personal de produccion para que aplique un
tratamiento con formaldehido y se debe volver a muestrear a las 72 horas. Si
no hay presencia de crecimiento bacteriano después de 5 dias, la prueba es
satisfactoria, y una vez que se concluyan todas las pruebas se coloca el sello
de aprobado con nombre del analista y fecha de liberacion para que puedan
ser utilizados por el personal de produccién para la fabricacién de vacunas. En
el area de aseguramiento, una vez que se termind la prueba de esterilidad el

analista debera verificar que el fluido este perfectamente inactivado (10).

PRUEBA DE INACTIVACION DE VIRUS DE INFLUENZA AVIAR,
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NEWCASTLE Y BRONQUITIS INFECCIOSA

Esta prueba permite descartar virus viables en el fluido, para ello se utilizan
embriones SPF y una solucion de eritrocitos de pollo al 2 % y se realiza con la
muestra obtenida en el procedimiento anterior. Se deben revisar 15 huevos
embrionados Alpes | de 7 a 9 dias de edad utilizando
un ovoscopio para verificar que estos se encuentran
vivos (figura 43). Marcar el punto de inoculacién y el
limite de la cAmara de aire e identificar cada uno de
los embriones a utilizar.

Inocular 10 embriones con 0.2 ml de la muestra en

cavidad alantoidea, dejando 5 embriones como testigo negativo.

Los embriones se incuban a 37° C durante 6 dias, y se revisan diariamente
registrando la mortalidad; aquellos que mueran a las 24 horas post inoculacion
son descartados. Debera existir un 80 % de viabilidad de los embriones para
que la prueba sea valida.

Posteriormente, se debe realizar una mezcla del fluido alantoideo de los
embriones que permanecieron vivos y de manera separada, otra de los
embriones muertos después de las 24 horas post-inoculacion y se revisan para
determinar la presencia de lesiones sugerentes a influenza, enfermedad de
Newcastle o bronquitis infecciosa en los embriones muertos. Esta mezcla se
emplea para inocular 10 embriones SPF de 9 a 11 dias de edad en cavidad
alantoidea con 0.2 ml de la mezcla de liquido alantoideo proveniente de
embriones vivos y 10 de los embriones muertos e incubar a 37°C durante 6
dias. Después del periodo de incubacion se realiza la prueba de
hemaglutinacién en placa (HA) para el liquido alantoideo utilizando eritrocitos
de pollo al 2%. No debe existir mortalidad, lesiones ni anormalidades atribuibles
al virus de Newcastle, influenza aviar o bronquitis infecciosa en los embriones.
La prueba de hemoaglutinacién del liquido alantoideo debera ser negativa
(11,12).

Una vez que transcurrieron los 12 dias y todas las pruebas se realizaron con

exito, el personal de calidad coloca los sellos de APROBADO vy la gerencia
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firma la liberacién del producto para que pueda ser utilizado por el personal del
area de produccion para la fabricacion de las vacunas emulsionadas, segun las
necesidades de la empresa. Posteriormente, los fluidos son almacenados en

refrigeracion a 4°C hasta su posterior emulsificacion.

Preparacion de la vacuna

Durante el proceso de preparacion de la vacuna, el analista de aseguramiento
de calidad verifica que todos los elementos (fluidos, aceite mineral, botellas,
tapones) cumplan con los requisitos de esterilidad. En el caso de los frascos,
se deben seleccionar tres y llenarlos con caldo tioglicolato o caldo soya
tripticaseina y colocar el tapon de plastico para incubarlos. Adicionalmente, se
toman 5 tapones y se colocan dentro de un matraz al cual se le adicional los
caldos antes mencionados para verificar la esterilidad.

Por otra parte, una vez preparada y mezclada la vacuna, el analista de
aseguramiento de calidad verifica la consistencia de la vacuna, inspeccionando
que se encuentre debidamente homogenizada y que todos los ingredientes
estén perfectamente incorporados, para ello una muestras es centrifugada a

3250 rpm durante 30 minutos antes del llenado de los viales para vacuna.

Llenado del frasco con la vacuna
Durante el proceso de llenado, tanto el analista de aseguramiento de calidad
como el responsable del proceso deben verificar que las condiciones de
asepsia y desinfeccién del area de llenado sean las adecuadas, colocando
placas de medios de cultivo en diferentes areas para verificar la esterilidad
durante el proceso.

Otra caracteristica a verificar es el volumen de llenado,
para lo cual, el analista debe verificar que el contenido
de los frascos sea el correcto (normalmente 500 ml).
Una vez que concluyo el llenado de los frascos, el
personal de calidad debe verificar el aspecto fisico,
esto es, realiza una inspeccion éptica al 100% de los

frascos y separa los que presenten defectos en el
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tapdén de aluminio, impresion o cualquier alteraciébn que afecte su buena
presentacion. El analista debe obtener una muestra de 20 vacunas al azar para
realizar las pruebas pertinentes en el area de calidad, de ellas, se envian 10 a

otro laboratorio para realizar las mismas pruebas de manera paralela.
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PRUEBAS EN PRODUCTO TERMINADO

Tiene como objetivo asegurar a través de la inspeccion final que la calidad de
los productos y las condiciones de entrega cumplan con los requerimientos
establecidos por la empresa y solicitados por los clientes. Esta actividad es
complementaria a las inspecciones realizadas a lo largo del proceso en donde

ya fueron verificadas todas las variables y condiciones de cada producto (10).

Notificacion del producto

Dentro del proceso normal de un producto, es obligacién del departamento de
produccion el solicitar el visto bueno de aseguramiento de calidad para cada
producto terminado que vaya a ser entregado al almacén; en el entendido de
qgue dicha aprobacién es un requisito imprescindible para que el almacenista
pueda dar entrada al producto en area de almacén.

PRUEBA DE ESTERILIDAD EN VACUNAS EMULSIONADAS

La prueba tiene como finalidad investigar la presencia de microorganismos
viables usando medios de cultivo adecuados, tiene una duracién de 14 dias y
se lleva e cabo en condiciones de esterilidad usando la campana de flujo

laminar para evitar la contaminacion de la muestra.
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Los medios de cultivo deben cumplir con las
pruebas de esterilidad, la cual se lleva a cabo

antes o en paralelo con la prueba de

=— esterilidad. En caso de que el resultado de

. . -
et Y1 NUE

L Wbt : . . - .
e N I R ésta no sea satisfactorio, se invalida.

| i Para realizar esta prueba, se utilizaran tubos

It
WL ol

- : con 35 ml de caldo tioglicolato y caldo soya

tripticaseina.

Cuando existe un lote de 400 piezas so6lo
se obtienen 3 muestras que se trabajan
en el laboratorio (figura 46) (3).

La prueba de esterilidad se realiza en la

campana de flujo laminar. Se debe

destapar la vacuna, se asperja con alcohol y se coloca directo a la flama para
desinfectarla, se obtienen 2 ml de la muestra (figura 47) y se siembra 1 ml en
el tubo de caldo tioglicolato y se incuba a 35°C, ademas se inocula 1 ml en el
tubo con caldo soya tripticaseina y se incuba a 22°C (figura 48).

Los tubos se deben revisar diariamente, para ver si existe algin cambio de
coloraciéon en estos. Si después de 14 dias alguno presenta turbidez, del tubo
contaminado se obtienen 3 ml y se siembra 0.1 ml en agar infusion cerebro
corazon y agar sabouraud y 1 ml en un tubo con caldo tioglicolato y caldo soya
tripticaseina (figura 49), y se incuban durante cuatro dias.
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De las muestras de retencion, se siembra nuevamente en caldo tioglicolato y
caldo soya tripticaseina, y después de
cuatro dias, si hubiese crecimiento, la
prueba de esterilidad se considera negativa,
por lo cual se debe rechazar el lote y
enviarse a produccion para su tratamiento
oportuno. Una vez que trascurrieron 14

dias, si no hay presencia de turbidez en los

tubos, la prueba de esterilidad es positiva,

lo cual indica que el lote se libera para su venta en el mercado.

Una vez sembradas las vacunas, se retira la
tapa de aluminio y el tapon de hule. Con la
ayuda de otra persona, la cual debe utilizar
un guante estéril, se colocara un tapon de
hule limpio (figura 50) y un nuevo tapén de

aluminio al frasco de la vacuna (figura 51).

De las diez muestras que se analizaron, ocho
se regresan a los refrigeradores y dos se
guedan como muestras de retencion para ser
utilizadas para pruebas alternas cuando éstas
sean requeridas por el laboratorio o por algun

cliente. Estas muestras deben permanecer

por lo menos 18 meses en el laboratorio (10).
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CALIDAD DE EMULSION (AGUA EN ACEITE)
El personal de calidad debe verificar que la vacuna sea una emulsién agua en
aceite para lo cual se utilizan dos tubos de
ensayo, uno con agua desionizada y el otro
aceite mineral, se adiciona aproximadamente
1 ml de vacuna emulsionada y se agita. En el
tubo con agua no se debe mezclar (se debe

separar en dos fases) y en el tubo con aceite

se debe dispersar (figura 52)
Figura 52

ESTABILIDAD DE LA EMULSION

La estabilidad de una emulsion se
determina por calentamiento de la muestra
y observando la estabilidad visualmente.
Durante la prueba de esterilidad se
obtienen 100 ml del producto en un frasco
del cual 50 ml se incuban a 37°C durante

30 dias (figura 53), en este tiempo no debe
presentarse la separacion de fases. Usualmente la emulsién que es estable al
calentamiento debe ser mas estable a temperatura de ambiente. Por otra parte,
5 ml de la muestra se centrifuga a 3250 rpm durante 30 minutos en donde no

debe presentarse la separacion de fases (10).

CONTENIDO DE FORMOL RESIDUAL EN LAS VACUNAS

Se realiza mediante la evaluacion quimica en el espectrofotémetro y se mide a
una absorbancia de 570 nm. La muestra debe tener un tratamiento previo a su
lectura, el cual es un protocolo descrito en los manuales de procedimientos
internos de la empresa. El contenido de formaldehido no debe ser mayor a
0.3% por especificacion de la norma oficial mexicana NOM-055 y la norma

oficial mexicana NOM-052 para la fabricacién de bioldgicos (3).
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VOLUMEN DE LLENADO (VERIFICADO POR PESO)

El volumen de llenado se calcula con la diferencia de peso del frasco lleno
menos el peso del frasco vacio, dividido entre la densidad del producto. Para
realizar esta prueba se necesita calcular la densidad de la emulsion que es la
relacion que existe entre el peso de una sustancia y el volumen de la misma a
una cierta temperatura (24 a 26°C) y se utiliza la siguiente formula:

DENSIDAD: Masa/ volumen

Se pesa un matraz volumétrico de 10 ml sin liquido y posteriormente se afora
con la emulsion para después realizar el pesaje. Se debe restar el peso del
matraz vacio al peso del matraz lleno para obtener el peso de la muestra.
Después se sustituye la formula utilizando un volumen de 10 ml con esto se
obtiene la densidad. Este resultado serd empleado posteriormente para obtener
el volumen de llenado de los frascos de vacuna. Para ello, se pesan 10 frascos
de vacuna con tapa de hule y aluminio vacios y limpios y se obtiene el
promedio de estos. Posteriormente, se pesan 10 vacunas y a cada una se le
resta el peso promedio obtenido anteriormente, este es el resultado de la masa
de la emulsion. Para obtener el volumen se utiliza la siguiente formula:
masa/densidad. El volumen final no debe ser menor a 500 ml y no mayor a 510
ml, la cual es una especificacion interna de la empresa.

Para dar cumplimiento a la politica interna, las exigencias normativas y de
mercado, se debe analizar el 100% de los lotes de fabricacion. Los resultados
escritos se conservan durante 5 afios, mientras que las muestras de retencién
correspondientes se deben conservar 6 meses después de la caducidad del
producto.

Para que el producto final pueda ser liberado a la venta, el personal de
aseguramiento realiza una inspeccion final del producto, realizar los andlisis

correspondientes y se asegura que las vacunas no hayan sufrido algun dafio.
Certificado de analisis

Los resultados obtenidos del muestreo y analisis final de cada lote de producto

son registrados siempre y cuando la disposicion sea de ACEPTADO.
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Para cualquier producto terminado que no cumpla con todas las exigencias
indicadas, no se emite certificado de andlisis, por lo tanto, no se permite su

ingreso al almaceén correspondiente y se deben tomar las medidas pertinentes.

Si el producto cumple con las especificaciones, se libera para ser almacenado
y se coloca un sello de ACEPTADO de color verde en la orden de produccion

correspondiente cumpliendo con lo establecido por la empresa.

Rechazo de producto terminado

En caso de que el producto terminado no cumpla con las especificaciones se
procede a rechazarlo. Posteriormente, se solicita al personal del area de
produccion que sea colocado en la zona de produccion de origen. El analista
de calidad identifica el producto con una etiqueta color rojo en cada caja con la
leyenda de RECHAZADO para posteriormente proceder segun lo establecido
en los manuales de procedimientos de la empresa, lo cual es un proceso
interno (10).

ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

La enfermedad de Newcastle (ENC) es una enfermedad viral, contagiosa y letal
que afecta a las aves domésticas y silvestres. En 1926, Doyle en Inglaterra y
Kraneveld en Indonesia, casi simultaneamente observaron y describieron esta
enfermedad de las aves como un proceso caracterizado por manifestaciones
clinicas que producian elevada mortalidad en pocos dias. En los Estados
Unidos de Ameérica, se describié la enfermedad de Newcastle en 1944 y en
México fue notificada por primera vez en 1946 por Olvera.

Desde entonces, esta patologia conocida como enfermedad de Newcastle (por
el condado de Inglaterra donde inicialmente se reportd), ha sido encontrada en
incontables paises y regiones de todos los continentes. En los afios 30 y 40 la
enfermedad se describia casi invariablemente, no sélo como muy letal, sino
caracterizada por marcados sintomas respiratorios y nerviosos acompafiado de

un cuadro de lesiones hemorragicas, capaz de afectar a los pollos de cualquier
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raza y edad. La profundizacion diagndstica y de investigacion permitid
establecer un amplio nimero de especies aviares susceptibles al virus de la
enfermedad, como aves silvestres, acuaticas y ornamentales, las cuales
contribuyen a la diseminacion viral. Dentro de estas investigaciones, ha tenido
particular interés la demostracion de la propiedad hemoaglutinante del virus y
su inhibicién ante los sueros de aves portadoras de anticuerpos promovidos por
la infeccidn o en respuesta en la vacunacion. De este modo, se desarrollo la
prueba conocida internacionalmente como HI que se emplea en los laboratorios
de manera sistematica por su eficacia, seguridad y bajo costo. En la década de
los 50, sobre estas premisas cientificas, se intensificO el uso de vacunas
activas contra la enfermedad con cepas estandares comercialmente
disponibles como Bl y La Sota. Paralelamente, se establecieron técnicas de
laboratorio para caracterizar las cepas de campo con base al tiempo promedio
para causar la muerte en embriones de pollos, los indices de patogenicidad
intracerebral e intravenoso en pollos de un dia o de 6 u 8 semanas de edad,
respectivamente.

La enfermedad es de reporte obligatorio segun la norma oficial mexicana NOM-
013-Z00-1994 Campanfa nacional contra la enfermedad de Newcastle
presentacion velogénica (13).

Etiologia

El virus de la enfermedad de Newcastle es un virus ARN de cadena sencilla 'y
envuelto. La forma de las particulas es esférica y su diametro medio es de 120
a 300 nm. Algunas cepas contienen particulas cilindricas muy grandes
(polinucleocapsida). La envoltura viral posee propiedades hemaglutinantes,
hemolizantes, e inmunogénicas, asi como actividad enzimatica (neuraminidasa
destructora de receptores). El virus pertenece a la familia Paramyxoviridae, del
género Avulavirus, es resistente a una temperatura de 56°C durante 30 minutos
pero se inactiva a la misma temperatura en 3 horas o a 60°C durante 30
minutos a un pH &cido. Es sensible al éter y se inactiva con formalina y fenol,
sobrevive largos periodos a temperatura ambiente, especialmente en las
heces. Algunas cepas permanecen viables y virulentas incluso después de 6
horas a 65°C.
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El virus de la enfermedad de Newcastle se divide por su grado de
patogenicidad y virulencia en cepas lentogénicas (baja patogenicidad, una vez
inoculado en el embrion de pollo muere a las 90 horas), mesogénicas
(moderada patogenicidad, mata al embrion entre las 60 y 90 horas post-
inoculacién) y velogénicas (alta patogenicidad, matan al embrion de pollo en
menos de 60 horas), estas ultimas, representan un serio problema sanitario y

de comercializacion para la avicultura nacional.

Epidemiologia
Los indices de mortalidad y morbilidad varian segun la especie de ave y cepa
viral. Las gallinas son las aves de corral mas susceptibles, mientras que los

patos y los gansos son menos susceptibles.

Transmision de la enfermedad

La transmisién horizontal es por contacto directo de aves enfermas con aves
sanas por estornudo, exudado, lagrima, heces y la forma indirecta es mediante
el equipo, material contaminado, lo cual se agrava por alta densidad de
poblacién, ademas de tener aves de diferentes edades y un deficiente control
sanitario dentro de la granja y casetas. La transmision vertical no se considera
importante debido a que el virus mata al embrién de pollo, pero si el cascaron
esta contaminado puede infectar el pollito al nacer.

La enfermedad tiene un periodo de incubacién de 4 a 6 dias con difusién rapida
y una morbilidad del 100%. La severidad de los signos esta relacionada con el
tipo de cepa involucrada, estado inmune del ave, ruta de exposicion, presencia
de otros agentes infecciosos y condiciones ambientales.

La severidad de los signos clinicos varia dependiendo de la especie, edad,
estado inmunitario, resistencia natural de las aves y virulencia de la cepa. La
mayoria de las especies muestra un periodo de depresion, diarrea y pérdida de
apetito que son mas pronunciados en aves susceptibles, se observa edema
facial, especialmente en el parpado inferior; presencia de exudado de color
amarillo en el pico u orificios nasales. Las dificultades respiratorias pueden

variar de leves a severas. Cuando el virus afecta sistema nerviosos hay

41



incoordinacion, paralisis de alas o patas, torticolis, contracciones ténico
clonicas, movimientos de la cabeza en forma de opistétonos, epistétonos y
bradistétonos.

Entre las lesiones macroscopicas encontradas se pueden observar
hemorragias a lo largo del tracto gastrointestinal, que tienden a ulcerarse y
conforme la enfermedad progresa, pueden presentar necrosis y éstas son
observadas mas comunmente en la union del eséfago y proventriculo y
tonsilas cecales, en ocasiones se observa presencia de edema en los tejidos
subcuténeos de la cabezay cuello.

Frecuentemente, en la necropsia las aves de ornato no muestra lesiones, o
bien, pueden no ser tan pronunciadas como las que se observan en las aves
de corral.

Debido a que la ENC no produce lesiones microscopicas patognomonicas, se
debe examinar a un gran namero de aves para realizar un diagnostico
tentativo. Para ello, se debe de llevar a cabo el aislamiento del virus y su
identificacion a partir de macerados de muestras de encéfalo, pulmon, traquea,
bazo y tonsilas cecales, o hisopos cloacales y traqueales, inoculando
embriones de pollo de 9 a 11 dias de edad por via cavidad alantoidea. La
mortalidad embrionaria se registra diariamente y al liquido alantoideo de los
embriones muertos, se les realiza la prueba de aglutinacion en placa con una
solucion de eritrocitos al 2%. Ademas, se puede llevar a cabo la prueba de
inmunofluorescencia, pero tiene la desventaja de detectar falsos positivos. Las
pruebas serolégicas que se realizan son inhibicién de la hemoaglutinacion y
ELISA.

Diagnostico diferencial

La enfermedad de cédlera aviar y bronquitis infecciosa, presenta signos
respiratorios pero no presenta signos nerviosos y digestivos. Por otra parte la
enfermedad de Laringotraqueitis, micoplasmosis no presentan signos
nerviosos, mientras que la enfermedad de Marek no presenta signos

respiratorios ni digestivos.
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Medidas de Prevencién

Se deben eliminar las aves infectadas y muertas, asi como desechar cualquier
otro foco de infeccion presente en la granja, posteriormente, realizar la limpieza
y desinfeccion de las casetas y se lleva a cabo un control de la fauna nociva.
Debe prepararse la caseta de inmediato para que pueda permanecer vacia por
una o dos semanas antes de introducir nuevos pollitos, de esta manera se

rompe el ciclo del virus.

Vacunacion

La vacunacion con cepas activas B1 y la Sota en agua de bebida o por
aspersion a partir de virus activo o bien, en emulsién oleosa por via subcutdnea
e intramuscular (en aves ligeras), puede reducir sensiblemente las pérdidas en
las explotaciones avicolas. Los pollitos en buen estado pueden ser vacunados
desde el primero hasta el cuarto dia de edad, pero la eficiencia de la
vacunacién aumenta si se espera a la segunda o tercera semana. Si hay
presencia de otras infecciones (por ejemplo Mycoplasma) puede agravar la
reaccion a la vacuna. En este caso, se utilizan vacunas emulsionadas, ya que
la respuesta inmune posterior a la vacunacion no es muy agresiva, es una

respuesta inmune lenta pero duradera (17).
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DISCUSION

El 4rea de la industria avicola es muy amplia ya que puedes integrarte en el
sector productivo, en un laboratorio de diagndstico y en la produccion o
verificacion de la calidad de los bioldgicos empleados para aves.

No solamente es importante tener un buen manejo de los biolégicos, sino todo
lo que hay detras de su produccion para que pueda brindar una proteccion
larga y adecuada al ave para que ésta alcance sus parametros productivos
segun su fin zootécnico.

Los recursos de cada explotacién, son diferentes por lo que se debe de
prevenir gastos innecesarios en tratamientos prolongados. Esto se puede evitar
teniendo un calendario de vacunacion adecuado, sobre todo en las
enfermedades de campafia como son: la enfermedad de Newcastle, Influenza
aviar y Salmonelosis. Todas las enfermedades son importantes pero se debe
tener cuidado en éstas, ya que se puede perder toda la produccion de la granja
e incluso en las granjas vecinas.

El area de aseguramiento verifica que los biolégicos cumplan con las
especificaciones de calidad para que el productor y el medico encargado de la
granja tengan un control de enfermedades y se alcance la produccion
esperada. Adicionalmente, para que esto se lleve a cabo, el personal de
calidad debe trabajar con el de produccién para que cada procedimiento en la
elaboracion de biologicos se lleve a cabo con las precauciones necesarias para

dicho fin.
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