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ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE VACUNAS AVIARIAS PREPARADAS CON VIRUS VIVO.

Sdnchez Reyes Karina.
Asesones: M. V.Z, Benjamin Lucio Marntinez,
Biol. Gloria Onalia Pacheco.

1.~ RESUM.EN.

la tifoidea y La pulonosis de Ras aves, ccasionadas pon el género Sabmonelfa, ne
presentan ur Setio problema pata La econemia avicofa mexicana. Una de £as probabfes
fowmas de transmision es pot medio de fas vacunas a viuws vivo preparadas en en- -
bidn de pello, por Lo cual se analizaron bacterfolbgicamente esias vacunas para de-
Leetar fa presencia de esfe gfwmen, con resultados negativos,

Sin embarge, se aisfaton otras bacterias: cocos Sram (+), cocos Gram (-}, baci-
Bos Gram (+} y bacterias de 205 siguientes géneros; Enterwbacter, Pseudomonas, ---
Ktebsiella y Levadunas,

Py Los nesultados obtenidos se puede wensar que £Las vacunas son efaboradas bafo
condéclones sanftarias deficientes.

Bt vista de fos nesultados obtenidos se obseaws que ef m&todo convencional apro-
bado pei el Departamento de Agniculiura de fos Estados Unidos de América es mds sen
84bLe en nwelacibn con ef mitodo de §iltracisn, ya que en el prinero se Lognb detec-
Lar un 80% de contaminacifn en vacunas muesireadas y o el de 4iltracibn 5080 se -~
detects el 45% de contaminzeidn.,



11,~ INTRODUCCION.

En México La tifoidea aviaria y La pulorosis de £a aves 3on dos de Los problemas
mEdicos de mds urgente resolucibn, ya que Las péndidas econdmicas se caleulfan en --
clentos de millones de pesos y neducen severamente £a productividad de £as gallinas
(11},

En La década de Los afos 1960 a 1970, México aleanzé autosuqlefencia naclonal en

La produccidn de huevo, pollo y reproductoras. Sin embargo, en Los anos de 1979, --

1980 y 1981, tuvo que dmponter pollfcto y neproductoras, debddo a £o4 problemas de -

tijoddea aviania y pulonoscs. Estas enfermedades venian afectando #an seriamente a4 -
fa avicultura nacional, que en el afo de 1978, La Jirecciln Genenal de Aviculituwia -

de vid en fa necesidad de formar un comité para ef control y earadicacibn de £a puf
ornosis o La tifodidea avianiat que apoyara Ra campaiia de avnedicacidn iniedada a ---

prinedplos de Ros afos 70.

La pulorosis y La Tifoddea aviaria son enjeumedades sistémicas que afecian prin-
elpalmente 2 Los aparatos digesitives y reproducter de fa aves, sin importar edad ¢
sexo y ambas flenen un curtso agudo ¢ endnico, sdendo este ABtimo ef que con mayor -
srecuencia afecta a das aves adulfas,

La pulerosis o Lo tifoidea aviania son producidas vor a Salmonella pullowm y -
£a Salmenelia gallinarum aespectivamente.

Estas bacterias son bacilos Gram (-}, anmerchbios facultives, {mméyiles, de 2z 4g
milia Enferobactecinceae, gue checen en agua verde brillaite, agat dextrosa, ager -
sulfite de bésmuto, calde selendito, agar de Yac Conkey, cte., no 4ermentan Za saca-
wha, saliedlnz, wfinesa y Laetosa (10, 12},

+Comwrieacidn persenal del Dn, JA, Nuintana, 1982,



‘Los polLitos enfermos pueden no mostran signos cuando han contraido fa enferme~
das a trhavés del huevo y mueren en conto tiempo. En aquellos que sobrevdiven se ob-
senva somnolencia, pérndida de apetito, tendencia a aglemeranse bajo £a criadora, =
plan constante, didniea blanca y aglutinacibn de excaemento #brededon. del-ang, que
con fhrecuencia impide La defecacibn.

En ponedoras hay bafa de La positunra, reduccifn de £a fertilidad e fncubabilidad
g en el macho se efecta La espematoglnesds.

Las vaes pesadas, como son £a Rhode lslan tojas, Vantress, efe., son ils sudcep
tibles a Lo tifoidea aviaria y La pulonosis.

Ambas ‘enfernmedades se transmiten en forma vertical - a través del ovarnio -, o -
en forma honizontal; pon medio de equipo, coma, agua y alimento contaminados {19,
12).

Los huevos {infectados Lienen gran imporniancia en fa transmisifn de fa enferme-
dad ya que infectan oinos huevos porn contaminacifn del cascarfn al ocurrnir explge
siones en La {ncubadona, o bien contaminan el ambiente dwwuante ef nacimiente y asi
Ainfectan al resto de Los pollitos por via nespiratornia, ast misme Lienen {mpontan-
cia ya que una ghan cantidad de wacunas a virus vivo son producidas en embribn de
pollo (6, 13}.

En Los estudios nealizados pon Gonrie (4), se demosing La presencia de Salmone-
£8a pullorum en una vacuna contra Lardngotraqueitis aviaria, pon Lo que debe consé
derarse a Las vacunas a viwus vive como un médio de difusibn potencial de fa en-
femedad.

Por otno Lado, 4e ha visio que aves sanas L{nmindzadas son vacumas contaminadas
con bacterias .antifbiicomesite -similanes "con La Salwonelld - pullorum y Salmonella
gallinvum, pueden desawrollan reacciones cruzadas en as pruebas serolbgicas que
se utilizan para La deteccibn de anticuerpos contra La pulonosis y La tifoidea <--
aviaria (13). ‘



L& cantidad de microonganismos contables en una vacuna no debe se mayon de 10 co
Larwu& vor dosisfave, y dehe estfar totabmente Libne de onganismos patbgenos, Las va
cunas pon Lo tanto, deben estar Libres de Safmonella pullorum y Sabmoneflfa azflfina-
Jum u otho génmen patlgeno, para evitan que Las gallinas enfermen o desarroffen --
reacclones senolfgicas cruzadas (13},

Un buen nimeno de Los brotes de tifoidea que se han presentado en México no tie-
nen una expficacifn convincente en cuanto a su transmisibn, pon Lo que debe de in-
vestiganse fas diferentes posibilidades (7),

En fa actualidad, en México se producen vacunas a virus vivo en embriones de par
vadas que no se ha centificado que estén Libres de Salmonella pulloaum o Safmonella

gallinarum,

S{ fa Salmonella pullonen y £a Salmoneffa gallinatum se transmiten a travéz def
huevo, se pueden pensan que £as vacunas representan un alto riesgo pofencial para «
Las parvadas de gallinas, especinfmente Las progeniforas y £as heproductonas,

En México, para La determinacibn de contaminacifn bacteriana de vacunzs, e em-
plea La téconica descnita por el Departamento de Agrnicultuna de Los Estados Unidos -
(DAEU}, (2, 9).

Este estudio tuvo por objeto determinan 34 algunas de Zas vacunas comerciales --
contra £a enfermedad de Newcastle, vinuela aviarn, Larningotraqueltis infecciosa y -~
bronquitis- infecciosa, efaboradas en huevos embaionados, esidn contaminadas con Los
agentes casuales de Ba tifoddea aviarin y 2a pulonosis,

AL usan fa téenica del DAEU exdste, sin embargo; ef niesgo de que ef antibifti-
co que se afade a Las vacunas pueda interdernin con el alslamiento de Los génmencs -
pailigenos, particularmente salmonelas, porn 20 que se propuso examinar el contenido
bacteriolfgico de algunas vacunas producidas en México, usando fa Téenica Ae 4{iftra
odn (5, 6, 8), que reduce el adlesge Ae que el antibiftico inhiba el crecimiento ==
baeteriana.



T¥1.- MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron un foial de clento veinte vacunas preparadas con virus vivo: cine
cuenta y cuatho contrr £a engenmedad de Newcastle, cincuenta y dos conira bronqui--
Ty dnfeccioda, cinco contra vinuela aviar, y nueve contra Laringotraqueltis infec-
ciosa, todas elfas de dijenentes mancas comerciales y de diferentes Lotes. Las vacu
nas fueron obtenidas tante en establecimientos comerciales como en Laboratonios de

- produceidn. Ciet de estas vacunas gueron analizadas usando £a téenica del Departa~-
mento de Aghicultuna de Los Estados Unidos (2), y veinte se estudiaron usando el -—
método de filtrzeidn descnito por Heff, J. y Fabrer, J. {6].

No. de vaeunas tipo de vacuna Téenica utilizada total
43 E.N.C. A 43
11 E.N.C B 11
4 B.T. A 44
B.1. B &
V.A. A
L.T. A
1 L.T. B
120 120

Las £8udeas utilizadas en el estudio bacterioldgico jueron dos : |

Téondea A.- Jeparimmanto de Agnicultura de 7208 EU.A. (2),
Toandex B.- Filtracidn (4).



Técnica A:

1} Se neconstituyl &a vacuna (1000 dosis) en 30 me de agua destifada esfénil,

2} Se inoeuts una caja de Petri esténik con 0.3 mb de La muestra previamente necons
3} Se veatienon 20 mk de agan infusibn cerebro-conazén a 45 °Cj se mezetld pe)ngwtz_z-‘

mente con movimientos rofatonios y se defs solidificar el medio.
4) Se .ncubd en posicifn inventida a 37 °C durante 4-6 dtas,

5} De fa muestra neconstituida, se tomé 1 ml y se sembnd en 5 me de caldo selenito.
6) Se .incubd a 37 °C dunante 24 honas.

Ténica B:
T} La vacuna Riofilizada fue neconstitulda en 30 mf de agua destiladr esitril,

2) Los 30 ml de vacuna fueron {iltrados, usando vaclo, a raves de un §i€tho de mem
brana de celulosa {Millipone Co., Bedford Mass.) de 25 mm de didmetro con porcs
de 450 nm de didmetro.

3) Despubs de pasar fa vacuna, se hicieron pasar a thavés de fa membrana 250 me de
aguz destilada esiténik.

4} La membrana de celulosa se sembrf por contacto en agar de Mac Conkey y agar in-
fusifn cerebro-corazdn,

5] Se coloed La membrana de celulosa en 5 mb de caldo selenito.

6) Las placas de agar se incubaton a 37 °C durante 5 dias, y el caldo selenito du-
nante 48 honas. ‘

7) Las muestras inoculadas en medios Liquidos g s6Lidos se nevisanon cadas 24 honas.
&) Cuando se obsews tunbidéz en Los medios Liguidos, se hesembraion en agar de Hae
Conkey y agan Ainfusiln cerebro-conazén,



9) En el caso en que fue observado crecimiento en agar de Mac Conkey y agar infu
s46n cerebro-corazbn, se procedil a identifican Los gérmenes por medio de --«
pruebas metabblicas (caldo urea, caldo nojo de fenol y sacarosa, medio de -~-~
S.1.M. , agar de KEigler, agar de hiewwo y Risina) (3). Ademts se nealizaron
pruebas serolbgicas con aquellos aisbamientos con caracterfsiicas que indica-
ba fa posible presencia de una bacteria def glnero Salmonefla,
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IV.- RESULTADOS.

Vacunas analizadas mediante La tfcnica A.

En el cuadro T se observa que fas vacunas contra La enferriedad de Neweastfe [E.-
N.C.] fueron £as mfs frecuentemente contaminadas (33/43) y Los contaminantes mis co
munes fueron cocos Sram (+}, Seguidos porn cocos Gram (-}, bacifos Gram (+) y en me-
not gaade Pseudomonas y Enferobactel.

Se encontnd que de fas vacunas contra bronquitis Lnfecciosa (B.1,}, 35/44 esta-
ban contaminadas, aislandose con mayor incidencia cocos Gram (+), cocos Gram (-) y
bacilos Gram (+) y en menox guade Levaduras y Klehsieffn louadro 1),

De fodas Zas vacunas analizadas, %as de Laringotraqueifis dinfecciosa (L,T.) mos-
tranon el menos grado de contaminacébn, siendo ol mis frecuente cocod Grnam (+) 4 en
menor grado Klebsiella, y £a que presents el mindmo grado de contaminacifn fue vi-
huela aviar (V.A.), sdiendo el dnico contaminante encontrado cocos Gram (+), (cuadro
I}.

Vacunas anilizadas mediante La fécnica B,
En el cuadho 11 se puede ohsewar que Las vacunas confra fLa enfenmedad Ade Wew-
casile se encontranon mis frecuentemente contfaminadas con cocos Gram (+).

De £as vacunas analizadzs contra bronquitis infecciosa el muyon contaminante fue
Entenobacter, segido por coces Gram (+), no hablendo crecimiento bacteriano en La -
vacuna contra Laningotraqueiiis infecelosa [cuadro 11),



(2).

CUADRD 1
ATSLAMTENTOS BACTERTANOS DE VACUNAS A VIRUS VIVO USANDO LA TECUICA DE LA SECRETARIA UE ASRICULTURA DE LJS ESTADIS INTDOS

=

BACTERIAS ATSALDAS

Tl ol bl uom (o enon (o) Diesdomenar  Entpigbooter  octld pevadunay Totet
E.N.C. A 9/10 5%/10 0/10 4/10 1/10 0/19 " 0/10  10/10
B 0/10 10/10 0/19 n/10 0/10 0/10 9/10  10/19
c 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3
D 0/20 0/20 10/20 0/29 0/20 10/20 0/20 10%/20
B.1.° A 9/10 10/10 0/19 0/19 0/10 n/10 0/10  19/29
B 1/9 6/9 0/9 0/9 0/9 /9 2/9 9/9
c 0/8 5/8 0/8 0/8 n/8. 078 1/8 6/3
D 0/17 0/17 10/17 0/17 0/17 10/17 /17 10*/17
L.T. B 2/2 0/2 0/2 a/2 0/2 0/2 0/2 2/2
: D 0/6 6/6 2/6 2/6 6/6 n/6 0/6 6/6
V.A. B 0/5 4/5 * /5 a/5 0/5 0/5 /5 4/5
Total 3/100 19/100 20/100 4/100 17199, 20/190 3/100 89/100

* Nimero contaminado/ntmero thrabajado,

** Se aistaron dos bactenins difenentes de La misma vacuna,

E.N.C. (enfermedad de Newcastle)-, 33/43,

B.1. {baonquitis infecciosal-, 35/44,

L.T. (Larningotraquelis infecciosal)-, 8/8,

V.A. (vineta avian)=-, 4/5.



AISLAMIENTQS BACTERTIANOS DF VACUNAS A .VIRUS VIVD USAND) LA TECNICA DE FILTRACION,

(61,

CUADRD 2

N . -~ o
Tl LMD KOS gaam (o Conon (o) Dioudononas  Evtorcbogter et Levaduwas Totat
E.N.C. A 0/5 2*/5 0/5 0/5 0/5 . _0/5 0/5 2/5

B 0/é 0/6 0/6 0/6 0/6 0/é 0/6 ¢/6
B.1. A 0/4 3/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 3/4
B 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 4/4
L.T. A g/1 0/1 9/1 0/1 0/1 n/1 0/1 0/1
Total 0/20 5/10 0/29 0/20 4/20 0/20 0/20 9/20

¥ Namero contaninado /ndnero trabajando.
E.N.C. {enfermedad de Newcastle)-, 2/11,
B.1. (bromquitis infecciosal-, 7/8.
L.T. (faningotraqueitis infecciosa)~-, 0/1,



- DISCUSION ¥ CONCLUSTONES. )

EL prineipal objetivo de este edtudio: demostrar Pa predericia de Salbmonella galPintium
o Salmonelln pullorun en vacunas producidas en embrifn de pollo, no se aislé, Esto puede
debense a que (as vacuanas efectivanente eatdn Libres de esos glwmenes, o bien que fos mé
todos ompleades no fueron Lo Auficiente sendibles mana el alslamiento de Salmonells galfi
naum o Salmonella pullonmm, adn cuando se emplearon £as téenicas recomendadas para el --
aislamiento de bacterizs contaminantes en vacuanas de virus vivo, Es factible que fas bac
tenias contaminantes inniban el crecimiento de Salmonefla gaflinanum o Salmonella pullo-
wm, pasando asi desapencibida su presencia {8).

ta posiblidad de que el antibibtico presente en fa vacunz inhiba ef erecimiento de ---
Satmonebls gatlinarum y Sdfmonefla pullorum fue reducida al emplear el méfods Ae filtna-
cifn, el cual efimina el antibiftico presente en Lx vacuna (6}, sin dejarn fa posibilidad
de edianr presentesd olros microonganismos aunque se tiene que acepian que ef ndmero de va-
» cungs tabajadas por este méiodo, no fue suficiente para tener seguridad razonable de que
{as vacunas eatén Libnes Ade Satmonella gallinaum y Salmonellx pullonwm,

Alin cuando so se demosird fn patogenicidad de fas bacterdas contaminantes, su sofa pre
sencia revela un cionto ghade, el descuido en Ros sistemas de produccidn nacional, u debe
den un acieate para meforar Las tléenicas empleadas,

Adn cunado no se compars una misma cantidad de vacunas pon Los dos métodos empleados,
cuando s¢ usd el método de La Secrefania de fos E.U. [2), results en un 80% de vacunas --
congaminadas. En cambio, usando el sistema de filtraciln, 50Lo0 de encontnd contaminaeidn
en el 45%, Lo que puede {ndicar wia menon sensibilidad de este métodn en la deteccifn de

condaminantes,

1



 Se suguiere que este mbafa. en La proximédad, sea comparando ambos métodos con £z -=
misms wreune a fnabajar, de preferencia con testigos contaminados antificialmente oon Sat
monefla gallinanum y Salmometla pullorum, para determinan La sensibilidad de Los métodos™
bacteriotbgicos.

1z
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