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I N T R O D U e e I O N 

La Medicina Preventiva, es tina Ciencia que tiene por ob

jeto impedir que los animales enfermen, por medio de progra-

mas, de VacunaciÓn. Manejo, Sanidad,y otras medidas Zootécni

oas(12)(13). Asimismo evitar las Zoonosis(?). Ea indudable

que una de las Zoonosis de importancia capital, para la Salud 

p&blica es la Rabia. 
1 ' 

En nuestra epoca se ha convertido en un gran problema p~ 
1 1 1 

ra la Salud Publica, el numero tan grande de poblacion canina 

(10% en relaciÓn ~on la poblaciÓn Humana(17).), y siendo es

te animal uno de los principales reservorioa de la Rabia(S), 

enfermedad que afecta a todos los mamÜerosO)( 16), uno de -

los que corre mas peligro es el Hombre, por ~~1 hecho, de que 

sus relaciones con ~1 son más eatrechas(5)(8), la frecuencia 
1 

en el Hombre no es ~uy grande, si se compara con el numero de 

Habitantes, pero se le ha dado mucha importa11cia, debido que 

ea invariablemente mortal(4). 
1 . 

Los productos. biologicoa, destinados a proteger a los C,!! 

nidoes contra esta enfermedad, y elaborados por los laborato~ 

rios especializados, se han visto posiblemente obligádos a m2 

dificar un auténÚoo control de calidad(6)(14), subst1tuyénd,2_ 

lo por metodologÍa que consiste entre otras cosas en la adi-

ciÓn de antibiÓticos, anticontaminantes y otros conservadores . 
en el producto terminado(6), insuficiente muchas veces para -

eliminar completamente, los microrganismos presentes. 

Pocos han sido los trabajos desarrollados para determi-

nar la presencia, frecuencia e identificaoibn de gérmenes ---



contaminantes de los biolÓgicos, para uso en canideos y muQho 

menos demostrativo, de que si la adiciÓn de antibiÓticos es ~ 

!ectiva, para el control de loa gérmenes, y de que manera pu~ 

de.afectar la Vacuna dicha adiciÓn, por lo tanto loa laborat~ 

rios conocedores del problema y su importancia, deben de de-

mostrar su interés activo a fin de estableser normas de con--

trol de calidad{))(6)(7)(15)(18). 

Para que asi la contaminaciÓn no gane, en la fase de el~ 

boraciÓn matando al embriÓn(15), o atenuando el Virus que se

r~ utilizado, para la producciÓn de la Vacuna(11), y no sea

este un veb1culo de álguna enfermedad(7). Teniendo adem¡s en 

cuenta que dicha Vacuna, puede ser deficiente en unidades vi

rales, suficientes para producir la inmunidad requerida(11). 

toa laboratorios productores de Vacunas, deben de recon2 

cer la importancia de una atenciÓn constante, al'problema de 

los contaminantes que puedan presentarse en estos productos 1 -

durante algunas de las etapas de su producciÓn(3)(13)(18). 

Dentro de algunas especificaciones Federales de la Secr~ 

tar!a de Agricultura y Ganadería, para la producciÓn de Vacu

nas, se obliga: Que todas las Vacunas, sea cual fuere su tipo · 

deberán cumplir las siguientes condiciones: Han de ser Estér! 

les, Inócuas y Efectivas Inmuno1Ógicamente(13)(15). Una Vacu~ 

na se nombra que es estéril cuando no contiene g~rmenes extra 
. -

ños, solo substancias y medios conservadores permitidos{3)(14) 

El depatamento de Agricultura de Estados Unidos de Norte 

América exige ahora, que muestras de todos los lotes de Vacu

nas en el mercado(7)(5), sean colectadas y probadas 5 meses -

después de la prueba original de potencia(11){14). 

Algunos investigadores han recalcado la importancia y ne 
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cesidad de añadir testigos estandard, loe cuales tendrÍan co

mo principal fin, la comprobaciÓn de Vacunas bacteriolÓgica-
, . 

mente esteriles, a.unque estas pueden contaminarse en cuanto -

se abran para ser utilizadas(13). 

Si bien en Il!edicina veterinaria las Vacunas deben reunir 

las caracteristicas antes mencionadas, ya dichos gérmenes pue 
1 -

den acortar la duraciÓn del producto, por la destrucciÓn de -

las substancias activasp u ocasionando posiblemente, en los -

vacunados molestie.s o reacciones, locales o generales( 13 )( 15). 

El presente trabajo, es comprobar la presencia o ausen-

cia de contaminantes, en Vacunas Antirrábicas comerciales, o~ 

tenidas directamente de Farmacias Veterinarias y de diferen-

tes laboratorios, ·productores de Vacunas para canideos. 

... 
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MATERIAL 

CRISTALERIA: 

Cajas de Petri 

Cubre objetos 

Matraz de Erlenmeyer (300 ml.) 

Porta objetos 

Probetas ( 100 ml.) 

~ubos de ensayo. ( 1 O y 20 ml.) 

Vasos de Coplin 

MEDIOS DE CULTIVO: 

SELECTIVOS: 

Si m 

Agar Geloea Sangre 

Agar Mac Conkey 

Agar Geloaa Sangre con Azida Sodio 

Agar Verde Brillante 

Calto Nutritivo 

Caldo Selenite 

Saboraud 

Citrato de Simons 

T.s.I.(triple az~car hierro) 

Urea 

CARBOHIDRATOS PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS: 

Ara bino ea 

Inositol 

Lactosa 

Manitol 

Raf!inoea 
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OTROS MATERIALES: 

TINCIONES: 

Rhamnosa 

Salisin 

sorbitol 

Suerosa 

Agujas(20 larga) 

AlgodÓn 

Asas de Platino(recta y curva) 

Autoclave 

Balanza(capacidad 2610 gr.) 

Cha.rolas 
/ Eapatula 

Estufa bacteriolÓgica 

Gasa 

Gradillas 

Jeringas hipodérmicas eetériles(2.5 Ml) 

Lápiz graso 

Lupa 

Maakin tape 

Mechero Bunaen 

Microacopio(estandard de Laboratorio) 

E.D.T.A.(anticoagulante) 

Porta cajas de Petri 

Refrigerador 

Sangre de Equino(eateril) 

Yodo al 2 ~ 

TinciÓn de Gram 
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REACTIVOS: 

AzJ.da Sodio (1-2000) 

Peróxido de Ridrogeno 
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20 Vacunas (de 10 diferentes laboratorios) 

Vacunas caraoter.Ísticas 

1- • • • • • • • Virus,vivo, Cepa Flury, 
Embrion de pollo, HEP. 

2- • • • • • • • Virus vivo, Cepa I.:B. 

,_ 
• • • • • • • Virus,vivo, Cepa Flury, 

Embrion de pollo, HEP. 

4- • • • • • • • Virus.~ivo, Cepa Roxane, 
En rinon de cerdo. 

5- • • • • • • • Virus vivo, en tejido ie 
canino, LEP. 

6- • • • • • e • Virus,vivo, Cepa Flury, 
Embrion de pollo, HEP. 

'Z-· • • • • • • • Virua,vivo, Cepa Flury, 
Embrion de pollo, HEP. 

8- • • • • • • • Virus inactivado, Cep~ 
c.v.s. Cerebro de Raton 
lactante. 

9- • • • • • • • Virus inactivado, Fe~li-
zada, Cerebro de Raton -
lactante. 

10.. • • • • • • • Virua,vivo, Cepa Flury • 
Embrion de pollo, RE~. 



ESQUEMA DE LA METODOLOGIA GENERAL EN EL LAB.DE BACTERIOLOGIA 

DILUENTE Y LIOFILIZADO CON DILUENTE 

CALDO SELENITE 
24 horas 
¡ 

MAR VERDE 
BRILLANTE 
24 horas 

l 
SELECTIVOS* 

24 horas 

l 
BIOQUIMICA 
DIFERENCIAL 

1 
IDENTIFICACION 

CALDO NUTRITIVO 
24 horas 

AGARlGELOSA 
SANGRE 

24 horas 

1 
TINCION 

DE 
GRAM 

/~ 
GRAM GRAM 

(+) (•) 

1 f 

SABORAUD 
8-10 dias 

l s.s.A. 

IDENTIFICAOION 

AGAR GELOSA SANGRE AGAR MAC CONKEY 
CON 24 horas 

AZIDA SODlO l 24 horas 

TIJCION 
DE SELECTIVOS* 

G~l 1· 
BIOQUIMICA BIOQUIMICA 
DIFERENCIAL DIFERENCIAL 

1 1 
IDENTIFICACION IDENTIFICACION 

(*)= Sim, Citrato de Simons, T.S.I., Urea. 
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M E T O D O L O G I A 

Se adquirieron 20 Vacunas de 10 diferentes laboratorios 

comerciales, y se colocaron en refrigeraciÓn hasta usarse. 

Se procedio' a preparar el material de laboratorio, nece

sario para loa diferentes medios de cultivo que se utilizar~ 

En el autoclave se esterilizaron a 15 libras de presiÓn 

por 15 minutos, tubos de ensayo con tapo'n de algodo"n. cajas -

de ~etri ~ matraces de Erlenmeyer, conteniendo medios de cul

tivo rehidratados, en las cantidades necesarias y debidamente 

tapados con algod6n, gasa, además de un cobertor de papel de 

envoltura(1)(2)(9)(10). 
1 1 Sangre de Equino que se tomo en forma eeteril y de un a-

nimal que no se babia tratado con antibiÓticos recientemente, 

se uso E.D.T.A. como ant1coagulante(10). 

Se procediÓ a vaciar en tubos de ensayo y en las cajaa·

de Petri el medio correspondiente. Se comprobÓ la esterilidad 

de loa medios, dejándolos 24 horas en la estufa bacteriolÓgi

ca(10). 

Se tomaron las Vacunas y se desinfectaron con algodÓn -

conteniendo Yodo al 2 %. y se dejará que seque, se destaparon 

entre.2 mecheros Bunsen, con una jeringa hipodérmica estéril. 

se tomó el diluente*, y se inoculó en : Caldo Nutritivo, Cal

do Selenita y Saboraud(1)(2), con otra jeringa hipodérmica es 

téril, se homogenizÓ el diluente con el liofilizado, se tomÓ 

una muestra e inoculÓ en : Caldo Nutritivo. Caldo Selenita y 

Saboraud, el Caldo Nutritivo y el Caldo Belenite se colocaron 

en incubaciÓn por 24 horas, en la estufa bacteriolÓgica a 37-

(*)= Hay Vacunas que vienen diluidas 
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.5°C., el Saboraud se dejÓ de 8 a 10 dÍas a medio ambiente y 

en caso de crecimiemto positivo .a hongos se enviÓ a la S.S.A. 

para su tipificacic;n(1)(2)(10). 

Pasadas las 24 horas de incubación, del Caldo Nutritivo 

se resembrÓ con una asa de Platino ;punta curva, flameada en -

el mechero Bunsen, en Gelosa Sangre, y del Caldo Selenite en 
1 1 

igual forma se res~mbro, en Agar Verde Brillante, procediendo 

a colocarlos en la estufa bacteriolÓgica a 37.5°C., por 24 h~ 

ras(1)(2). 
1 1 Pasado dicho 11erJ.odo de incubacion, observamos las cara_2. 

terÍstícas, de las colonias bacterianas en Agar Gelosa Sangre 

y se hizo la tinciÓn de Gram: Aquellos gérmenes que resulta--· 

ron ser Gram posit:tvos, se resembrarón en, Aga:r Gelosa Sangre 

con Azida Sodio(1-2000), y los gérmenes Gram negativos se re

sembrarán en Agar Mac Conkey, todo esto siguiendo los pasoa·

adecl,lados y medidas de seguridad enunciadas anteriormente. Se 

incubarÓn 24 horas en la estufa bacteriolÓgica a 37.5°C.,(1)-

(2). 

De el Agar Verde Brillante, pasadas 24 horas de incuba--

' 1 1. cion se anotaron le.s ca:racter sticas de las colonias, se ino-

culÓ con asa de Pla.tino punta recta, y frente al mechero Bun

sen, en los medios Selectivos(Sim, Citrato de Simons, T.S.I. 

Urea), los cuales colocaremos en la estufa bacteriol6gica, pa 

ra su incubaciÓn por 24 horas a 37.5°C.(1)(2). 

Del Agar Geloea Sangre con Azida Sodio, a las 24 horas -

de incubación, se hizo una tinciÓn de Gram, y se procediÓ a

efectuar BioquÍmica diferencial e identificaciÓn del germen. 

Del Agar Mac Conkey, a las 24 horas de incubaciÓn se re

sembrÓ, en medios Selectivos (Sim, Citrato de Simons, T.S.I. 
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Urea), y se colocÓ en incubaciÓn por 24 horas, a ~7.5°C.(1)(2) 

De los medios Selectivos inoculados, del crecimiento bac

teriano en Agar Verde Brillante, deepueé de 24 horas de incuba 

1 1 'd 1 ! f cion, se efectuo la lectura y a emas se hizo Bioqu mica di e•~ 

rencial, para identificación final. Y por igual forma los me-

dios Selectivos inoculados de Agar Mac Conkey(1)(2). 

Para las BioquÍmicas diferenciales se utilizarÓn, aque--

llos Carbohidratos necesarios, para el germen de que se sospe

che(2). 

Todo el germen aislado se reportará, por Vacuna o diluen

te, porcentaje de contaminación total, por laboratorio y por -

germen aislado. 
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R E S u L T A D o S 

LABORATORIO AISLAMIENTO BACTERIANO 

1- ( + 
Pseúdomcna spp. 

• • • • • • Hongos Mucor 

2-* • • • • • • • ( + ) Hongos Mucor 

l-A • • • • • . ( + ) Hongos Mucor 

1-A* • • • • • ( + ) Hongos Mucor 

2- • • • • ( ) 

2-* • • • • (-- ) 

2-A • • • • • • .- ( - ) 

:.2-A* • • • • • ( ... ) 

,_ 
• • • • • • ( ) 

,_*. • • • • • ( ) 

;-A . . • • • • • ( + ) Hongos Penicilliu.m 

,_A* • • • • • • . ( + ) Hongos Penic1l11um 

4- • • • • • • ( ) 

4-* • • • • • . ( ) 

4-A • . . • •· • ( ) 

4-A* • • • • { ) 

5- • • • • • • • ( -} 

5-* • • • • • ( ) 

5-A • • • • • • ( ) 

5-A* • • • • • • ( ) 

6- • • • • • • ( + ) Pseudomona spp. 





6-* • • • • • 

6-A • • • • • • 

6-A* • • • • • • 

7- • • • • • 

7-A • • • • • • 

8- • • • • • 

8-* • • • 

8-A • • • • • • 

8-A* • • • • • • 

9- , "" • • • • • 

9-A • • • • • • 

10- • • • • • 

10-* • • • • • 

1Q-A • • • • • • 

10-A* • • • • • • 

(*) Diluente de la Vacuna. 

• ( 

• ( 

• ( 

• ( 

• ( 

• ( 

• 

• ( 

• ( 

• ( 

• ( 

• ( 

. ( 
• ( 

• ( 

) 

.. ) 

) 

) 

+ ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

+ ) 

) 

Pseudomona spp. 

Shigella spp 
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n PORCENTAJE DE AISLAMIENTO BACTERIANO " 

PORCENTAJE DE AISLAMIENTO TOTAL: 

28.0 % 

PORCENTAJE POR LABORATORIO: 

1- • • • • 50.0 % ,_ . . . • 20.0 % 

6- •••• 10.0% 

7- • . . . 
10- • • • • 

10.0 % 

10.0 96 

PORCENTAJE POR AISLAMIENTO: 

100.0 96 

Pseudomona esp. • • 30.0 % 

Hongos I1ucor. • . . 40.0 % 

Hongos Penicillium. 20.0 % 

Shigella ssp •••• 10.0 % 

100.0 96 

FORCENTAJE.DEL DILUENTE Y LIOFILIZADO CON DILUENTE: 

Diluente •• 30.0 % 

Liofilizado. 70.0 % 
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D I S O U S I O N 
, . 1 

Este trabaJO se efectuo con 20 Vacunas Antirrabicas, de 

10 diferentes laboratorios. 

CASOS 1, 7-A : 

En el medio de Agar Verde Brillante, las colonias eran -

grandes, redondas, de bordes regulares, convexas, muooidee, y 

un poco grisaeeae. Hubo viraje en el medio a un color rojo; -

por estas caracterÍSticas se sospechÓ de PSEUDOMONA spp. y P! 
. ' 1 

ra su confirmacion, se resembro en medios Selectivos: Sim, C! 
trato de Simons, Urea Agar, TSI, con los resultados siguien~

tes: El TSI(reaociÓn alcalina, no producciÓn de gas ni ácido) 

el Citrato de Simons(-); Sim(motilidad + 

Agar(-); TinciÓn de Gram(-). 

Indol -) ; Urea -

En el. caso 6 crecio' primero en Gelosa Sangre, producien- . 

do una hemÓlisis beta, y un pigmento verdoso, ae resembr~ en 

Verde Brillante, y de este medio a Selectivos, con el result~ 

do igual al anterior (Pseudomona spp). 

CASOS 1D-A : 

En el medio de Agar Mao Conkey, las colonias eran· rugo

e as, 'secas, irregulares, mucoides, elevadaa, hemisféricas y -

opacas. El crecimiento abun4ante, color rojo; por estas cara~ 

terístioas se sospechÓ de SHIGELLA app. y para su confirma~~ 

ciÓn, se resembrÓ en medios. Selectivos: Sim, Citrato de Si~ 

mons, Urea Agar, TSI, con resultados siguientes: TSI (superfi 

cie alcalina, fondo amarillo, no hay H2s y no gas)¡ Sim (In-

dol variable motilidad -); Simons {-);Urea Agar (-); T~ 

ciÓn de Gram (-). 
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Y para corroborarlo, se hizo Bioqu!mica diferencial con 

loa siguientes resultados: 

Arabinos;;. ( - ) Inositol ( ) 

Lactosa ( ) Manitol ( ) 

Sal! sin { - ) Rhamnosa ( - ) 

Suerosa• ( - ) Sorbitol ( - } ; 

CASOS 1, 1-*, 1-A, 1-A* : 

. } 

En el medio de Saboraud, hubo crecimiento en forma de e.! 

porangios, globulosoe, ramificados de c~lor negro; se llevo' a 

tipificar a la s. s. A., dandonoa como resultado Hongos MUCO~ 

CASOS 3-A, .3-A* : 

En el medio de Saboraud, hubo crecimiento de filamentos 

verdosos; se llevo a tipificar a las. s. A., dandonos como -

resultado., Hongos PENIOILLIUM. 

Como puede ob::~ervarse, a trave's de los resultados obten!_ 

dos, en el. presente trabajo, nos refleja que si existe una--
.. ~ ; 

contaminacion de germenes, en las Vacunas ~tirrabicaa comer-

ciales, para uso en perros. 

Por lo tanto los laboratorios productores de VacUnas, 

tendran que ser cuidadosos, en su control de calidad en bioli 
; 

gicos, ya que la contaminacion, puede efectuarse en la siem--

bra, liofilizado, envasado, etc., y como ejemplo; tenemos los 

diluentes que salieron contaminados(la Penicilina que se adi

ciona a la Vacuna, es sintética). 

Nos damos cuenta que la adiciÓn de antibióÜcos, inh1bi• 

dores, anticontaminantes y otros conservadores, no protegen a 

la Vacuna de la contaminac1Ón(7). 

16 



Este trabajo nos refleja, que si existe una contaminaciÓn 

de gérmenes en las vacunas, dejando abierto el campo para"fut~ 

ras investigaciones, la reproducciÓn de la enfermedad de los 
1 

germenes aislados, asi como su virulencia y en su defecto el 

ataque de estos para minar, el poder inmunogénico de las célu

las virales, utilizadas en la elaboraciÓn de las Vac~as. 

1í 
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e O N e L U S I O N E S 

Del total de muestras trabajadas, nos damos cuenta que -

un alto porcentaje (28 %), presentan contaminaciÓn. 
1 

Nos damos cuenta que los antibiot1cos, anticontaminantes 

y otroe conservadores, no evitan la contaminaci¿n. 

18 



S U M A R I O 



SUMARIO 

Se muestrearon 20 vacunas antirrábicas, de 10 diferentes 

Laboratorios comerciales. 

Se hicieron siembras bacteriolÓgicas, utilizando medios 

de cultivo diferentes, tanto para gérmenes, Gram positivo co-. 

mo para Gram negativos. 

Se mostró la presencia de contaminantes, con predominan-

cia de Gram negativos (Pseudomona y Shigella}. 

El porcentaje total de contaminaciÓn fué de 28 ~ • 

Loa gérmenes aislados en orden de importancia fueron: 

Hongos Mucor 4~ 

Pseudomona épp 3~ 

Hongos Penicillium 2Q% 

Shigella spp 10% 

La idelitificaciÓn de los gérmenes, se llevó a cabo por -

medio, de las características ~orfolÓgicas, diferenciaciÓn -

BioquÍmica, tinciÓn de Gram, etc. 
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