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1 N T R o o u e e 1 o N 

GENERAL 1 DAD ES 

Las infecciones gastrointestinales son conocidas como una de las entida­

des patológicas de mayor lncidencia en el ser humano, independientemente 

de la edad del sujeto; aunque es preciso,. asentar que en 1os países sub­

desarrollados es causa importante de muerte infantil. México no es la -

c~cepción y una de las primeras causas de consulta y hospitalización es 

la gastroenteritis,. que además, ejerce su mayor impacto entre los niños 

menores de 5 años 10,24.29). 

Por largo tiempo, se han reconocido como agentes causales de gastroente­

ritis aguda t~nto a parásitos comoa bacterias,. entre estas últimas se -

encuentran Shigella, Satmonella,. Escherchia co1 i y otros con menos fre 

cuencia. Actualmente el número reconocido de agentes causales de diarrea 

ha aumentado notablemente (cuadro No. 1) (15,24,23,29,30). 

Salmonella es uno de los agentes clásicos en la producción de diarrea, -

y las infecciones por esta se encuentran ampliamente distribuidas en t~ 

do el mundo. Su incidencia es mayor en países y zonas de bajos recursos 

aunque, últimamente se ha observado un incremento en países industrial i­

zados debido aµd(e.nt.cmentP Ml mayor consumo de productos a1 imenticios de 

origen animal que son almacenados y luego distribuidos entre grdnde~ nú­

cleos de población (4,9, 11, 12,21,24,28,31,34). 

La frecuencia con que se ais)a Salmonella en coprocultivos de niños con 

diarrea, varía de 3.5 a 13.0%, según los años y las estaciones, un dato 

que puede explicar la gran incidencia de salmonelosis en nuestro medio 

es la alta proporción con que se aislan en materias fecales de animales 

domésticos ( 9 a 10%). 

Las medidas de control están encaminadas a la detección de las fuentes 

de contagio, de los transmisores y de los portadores asintomáticos. Ade 

más es fundamental el control sanitario de bebidas y alimentos, así co­

mo de las personas que los manejan (2). 

CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO SALHONELLA 

El género Salrnone1la está compuesto por bacilos cortos, móviles (excepto 

S. ga1l inarum y S. pul 1orum), gram negativos, no esporulados, de longitud 



Cuadro No. 1 

Microorganismos causantes de Gastroenteritis 

Agentes Clásicos 

Vibrio cholerae 

Shigel laª 

Salmonel laa,c 

Escherichia col i-EPECb 

(serotipos enteropatógenos) 

Staphilococcus aureusc 

Clostridium perfringesc 

Entamoeba histolyticaª 

A ªcausa de gastroenteritis 

Nuevos Agentes 

Campylobacter jejuniª 

Escherichia col i-ETECª 

(enterotoxigénica) 

Escherichia col i-ETECb 

(enteroinvasiva) 

Yersinia enterocolíticab 

Vibrio parahaemolyticusb 

Aeromonas hydrophil iab 

Clostridiumb 

Bacillus cereusc 

Agentes cereusc 

Rotav i rusª 

Giardia lambl iab 

Cryptosoporidium 

bsolo en situaciones especiales, poco comúnes 

cimportantee en las intoxicaciones alimentarias 

Jorge Olarte, 1985. 
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variable. No germentan la lactosa o sacarosa, a partir de glucosa produ­

cen ácidos y en ocasiones gas y además casi siempre producen H
2

S. Tienen 

Ja propiedad de desarroJ larse en presencia de substancias como el Verde -

Brillante, Tetrationato y el Oesoxicolato sódico; substancias que inhiben 

a otros microorganismos entéricos (2, 13). 

Sus principales reacciones y propiedades bioquTmicas se encuentran enl is­

tadas en la tabla No. 1. 

ESTRUCTURA ANTIGENICA 

Las salmonelas están constitufdas por una serie de substanc~as qufn1icas 

Jiv~rsas, que van a formar la estructura celular de Ja bacteria. 

Hay tres grupos de antígenos que son importantes para su clasificación: 

Antígenos somáticos 110 11
• - Los antígenos somáticos se encuentran local iza 

dos en el cuerpo o soma de Ja bacteria. Son antígenos termoestables que 

están compuestos de complejos fosfolípidos y pal isac5ridos. El análisis 

del antígeno 11 0 11 revela que está constituido de 60% de polisacárido, de -

20 a 30~ de ! ípidos y Je 3.5 a 4.5% de hexosamina. Este antigeno es res is 

tente al alcohol y ácidos di luidos. (2, 14). 

La hidrólosis ácida suave de los antígenos 110 11 determina la formación de -

haptenos que reaccionan con los anticuerpos anti-R y anti-O. Por el lo, -

parece que Tos determinantes antigénicos especificas 110 11 están local izados 

sobre una estructura química común_ Al HntTge!"'!o P. q:.-1.::. ,::_; úc Ítt!cho, el nú 

e leo del antígeno 11011 (7). 

Las cadenas laterales terminales un idas a esta subestructura básica deter­

minan tanto el gran número de reacciones como la especificidad de especie 

de los antígeno 11 0 11 en fase lisa. 

La especificidad inmunológica rle lo~ antígeno::; 110 11 put!Ue estar dterminada 

por pequeñas diferencias estructurales en las cadenas laterales de polis~ 

cáridos, por Jo demás idénticos (7) ~ 

Las diferencias que se han observado entre los antígenos estrechamente re 

lacionados incluyen: 

1).- Cambios de posición de los enlaces: por ejemplo 1-4 frente a 1-6. 

2).- Alteración de las configuraciones anoméricas; por ejemplo~ frente ap 
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Tabla !lo. 1 

Reacciones Bioquímicas de Miembros del género Salmonella 

Prueba o 

Substrato 

Ureasa 

lndol 

Rojo de metilo 

VP 

Citrato (Simmonns) 

KCN 
llot i 1 idad 

Gelatina (22~c) 

Descarboxl lac l6n 

de 1 isina 

Hidrolación de 

Arginina 

Descarl>O t ixac ión 

de ornitinina 

Acido de Glucosa 

Lactosa 

Gas de glucosa 

Suerosa 

Kani tol 

Oulcitol 

Reacci6n 

+ 

+ 

d 

+ 

+ 

+/+) 

+ 

+ 

+ 

+ 
d 

% (%+) 

91.6 (0.8) 

o.o 
1. 1 

100.0 

o.o 

Prueba o 

Substrato 

Rafinosa 

Halonato 

Muca te 

Jordans tar-

80. 1 (7 .O) trato 

O. 3 (O. 3) Aceta to de 

94.6 sodio 

( 1 • 1 ) Ka 1 tosa 

Xi losa 

94.6 Trealos 

Ce1obiosa 

58.5 (34.0) GI icerol 

Nitrato o 

92.7 

100.0 

0.8 
100.0 

0.5 

99.7 

86.5 (2.7) 

Nitrito 

Oxidasa 

Sal icin 

lnosi tol 

Sorbit:ol 

Arabinosa 

+positiva con 1 ó 2 dras de incubación 

Reacción 

+ 

d 

% 

3.0 

90.3 

0.5 

73.6 

+/(+) 89.3 

d 80.0 

+ 96.0 

+ 
+ 

d 

d 

+ 

d 

94.o 
93.5 

6.5 
4.5 

100.0 

o.o 

+ 94.1 

+/(+) 89.2 

(%+) 

(0.3) 

(1. 1) 

(1. 3) 

(1.2) 

(2. 7) 

(1 .3) 

(0.6) 

(1.1) 

76.4) 

(17.0) 

(0.8) 

(0.8) 

(4. O) 

(0.8) 

(+) reacción positiva después de 3 ó más días 

no hay reacción 

EWing, W.H. 1986 

d diferentes reacciones+, (+) -

Las freacciones entre parentesis indican reacción retardada 

+/(+) La mayoría de 1as reacciones son retardadas y algunas 

ocurren en 1 ó 2 días. 
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3).- Unión de los rronosacáridos adicionales, tales como la glucosa, en 

puntos diferentes de la secuencia repetida. 

4).- Pérdida de uno de los monosacáridos en las unidades básicas tris~ 

cáridas o sustitución de uno de el los. 

5).- Presencia o ausencia de grupos acetilos en uno de los azúcares re 

siduales. 

Tales modificaciones pueden producirse fácilmente en los antígenos 

''0 11 con0cid05 de S.:=ilm11nl"'ll.=. (?). 

Las determinantes de los grupos A, E, D y E. por ejemplo, contiene Ja s~ 

cuencia repetida galactosi 1-munosi 1-ramnosa y se diferencian sólo en sus 

configuraciones anoméricas y en los monosBcáridos unidos a los trisacári 

dos básicos (figura No. 1) (7). 

Antígenos flagelares 11H11
.- Est.os antígenos son de naturaleza proteíca, y 

como su nombre lo indica, son los constituyentes químicos de los flagelos 

de las bacterias. Son termol&biles, los amin&cidos que contienen y el -

orden en que se encuentran determinan la especi~J idad. Los antígenos 
11 H' 1 son inactivados lentamente por alcohol. En algunas salmonelas este 

antigeno presenta la l Jamada variaci6n de fase, por lo que se denominan 

difasicas, en otras, no se presenta esta varíaci6n y entrences reciben -

el nombre monotasicas (14). 

Los antígenos 11!-i'' que se ..:!ncuc.•.tron en 1.:i. pri¡;1cr.J f.3SC se identific<.Jn 

con letras y se les denominan antígenos principales y los que se encuen­

tran en la segunda fase se dcsignun por nÚmCíOS ~r5bigos. 

Antígenos de superifice "K 11
.- Estos aotJgenos también se denominan ca..e_ 

su lares·,, comprenden a los antigcnos que se encuentran en la cápsula, o 

más apropiadumente, en los elementos de envoltura. Cuando se encuentran 

en cantidades suficientes en la superficie, este antígeno inhibe la agl~ 

tinaci6n de suspensiones bacterianas, vivas o muertas, con su respectivo 

antisuero homólogo 110 11
• 

El antígeno K puede ser subdividido de acuerdo a sus características fí­

sicas y químicas. Muchas de las variedades del antígeno 11 K11 no son des­

truidas por la acción del calor, sin embargo algunas características son 

alteradas por el calentamiento a diferentes temperaturas y período espe­

cífico de tiempo. El antígeno ' 1K11 también es polisacárido. La reacción 



Fi_gura No, J 

Representación esquemática de los 

ant lgenos O 

0: o(-0-galactosil-O-manosi 1-L-ramnosa 

o :B-0-galactosil-D-manosil-L-ramnosa 

~: 0-acet:il 

) : -D-glucosil 

.6 

3, 15, 3~ 

~: antígen0 R subyacente contenido en el 1 ipopol isacárido 

de la pared celular 

Bernard, D. Davis, 1975 
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de aglutinación con este antígeno es lenta y los antisueros producidos tie 

nen títulos bajos. Las principales el ases de antígenos 11 K11 que se encuen­

tran en el género Salmonel la son el antígeno "Vi" y el "M" (2, 14). 

El antígeno 11Vi 11 fue descrito primeramente por Fel ix y Pitt, resulta fundu 

mental para aclarar la serología de Salmonel la typhi. Se destruye por ca­

lentamiento a 60ºC por una hora, o bien por ácidos y fenal a determinadas 

concentraciones. 

El antígeno 11M11 o mucoide es otra clase de antígeno 11K11 que se encuentra -

en las salmonelas, debido a que alguna fracción de este antígeno es común -

para muchas salmonelas, no se ha utilizado de manera general para su dife­

rencicición (2). 

VARIACION ANTIGENICA 

La serología de Salmonella está sometida a grandes variaciones y no a es­

tructuras antigénicas rígidas como ocurre con otras bacterias. 

Puesto que la clasificación de Salmonella depende del entendimiento y rec~ 

nccimicntc de los cambi05 2 "JtlP los organismos son sujetos. es necesario -

enumerar y discutir estos fenómenos (2). 

Algunas de las variaciones que se pueden distinguir en el género Salmone-

1 la son: 

Variación de antígeno 11 H11a 110 11 
.. - Se ha conocido por muchos años que e 1 ti -

pode reacción de aglutinación dado por cultivos móviles e inmoviles de la 

misma bacteria es diferente. Smith y Reagh (1903) y Beyer (1904) reporta­

ron que cultivos de S. cholerae -~s dieron una glutinación flocular y 

que variantes no móviles producieron agregados granulares. En la examina­

ción serológica de cepas de Salmonel la es absolutamente esencial la distin 

ción entre el antígeno H ( flagelar y el antígeno O (somático) y distin 

guir las reacciones dadas por sus correspondientes aglutin-i-nas. 

La variación 11H11 a 11 0 11 consiste en el desarrollo de formas no móviles o 

mutantes de un cultivo móvil. El material genético es aparentemente el 

responsable del desarrollo del sistema de enzimas que sintetiza la flagel_!. 

na, si es perdido o alterado de algún modo, resulta en la producción de 

formas inm6vi les (2,14). 
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Variación de forma! a R.- Es el cambio en Ja morfología y característ..!_ 

cas de las colonias: de lisas a rugosas. Esto ocurre gradualmente y exis 

ten grados intermedios de r~gosidad en la transición de formas lisas (S) 

a rugosas (R). Estos cambios en la morfología de las colonias están re­

lacionados con alteraciones en las características de crecimiento y esta­

bi 1 idad en suspensiones salinas (14). 

Esta variación trae consigo cambios antigénicos importantes ya que, Jos 

antígenos de las form~::> 11R11 difier¿n Jt: lo~ que se encuentran en las for­

mas ''S'' 

Variación de antígeno 11~ (Variación V - W).- En este cambio solo afecta 

al antígeno 1rvi 11
• Kauffmann (1935) nombró a las colonias que poseían el -

antígeno "Vi colonias V, y a las que carecen de e1 colonias W. Las colo­

nias V son aglutinables con el antisuero 11Vi 11 pero no con el antisuero 

110 11
• La determinación del antígeno 1 'Vi 11 es importante en el caso de Sal­

monel la typhi (2, 14). 

V~riación de forma.- Est.J es una variación cuantitativa en la cantidad de 

ant.lgeno "O" presentes en Ja progenie de una especie (2). 

Variación de Fase.- El antígeno 11 H11 o flagelar contiene varias constitu­

yentes inmunológicos de tal manera que en una sola especie puede haber -

1,2 ó m5s antígenos H. Estos antígenos flagelares pueden también prese~ 

tarse en una o en las dos formas llamadas fase 1 y fase 2. La fase 1 es 

compartida solamente por muy pocas especies y es extraordinariamente es­

pecífica. 

La fase 2 es compartida por muchas especies y es principalmente inespec...!_ 

fica. Los microorganismos cambian de una fase a otra siendo llamada es­

ta mutación variación de fase (2). 

Muchos ·SGr."Otioos bacterianos del género Salmonel la puede expresar altern~ 

tivamente uno o otro de dos tipos flagelares antigénicos diferentes, Ji~ 

mado fase 1 y fase 2. Los genes estrucraJes que determinan la producción 

de antígenos como H
1

, en todos estos org;rnismos, aunque los flagelos de -

fase 1 de muchos serotipos son antigénicamente diferentes de los flagelos 

de fase 1 de otros serotipos. Se considera que estos determinantes gen~ 

ticos de la producción de antígenos flagelares de fase 1, están consti--
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tuidos por una serie de genes alélicos ( o sea formas alternas del mismo 

gen) en forma semejante, los antígenos flagelares de la fase 2 de difere~ 

t·es tipos son antigenicamente diferentes pero ocupan un Jocus cromosómico 

común 1 lamado H
2

• El locus H
2 

no está 1 igado genéticamente al locus H
1

• 

En cualquier cepa de Salmonel la cuando los genes H
2 

son activos en Ja Si!!_ 

tesis de flagelos de fase 2~ la actividad de los genes H1 se reprime y vi 

ceversa (37). 

La frecuencia con la cual se reporducen variaciones de fase 1 a fase 2, o 

al contrario difiere de cepa a cepa pero puede alcanzar hasta 10-3 . 

Aunque el mecanismo que afectúa esta regulación no es enteramente claro 

los datos genéticos indican que está involucrado un sitio de regulación o 

de control en el locus H
2 

o cerca de él. 

Se ha s~gerido que esta región de control es un elemento IS que regula Ja 

transcripción del operan tt
2

, el cual codifica no solo antígeno o antígenos 

de fase 2, sino también a un represor que actúa sobre el operan H1. 

Los elementos pueden insertarse en cualquiera de las dos orientaciones 

dentro de un segmento de DNA (37). 

- -- , . ' -
¡.J>UUUl.....11..tL<l::O pul E11 ia actuai idad se 

sabe que los virus que !nfcc::..:Jn..:::: bJctcri.::is (bacteriófagos) son <..:apaces -

de producir cambios de forma, crecimiento y antigenicidad de las entero­

bacterias en general y, por lo tanto, en Salmonel Ja. Son capaces de afe.=:_ 

tara los tres tipos de antígenos, pudiendo transmitir propiedades fisio 

ióg icas e inmunoióg icas nuevas (2). 

Las características generales de los antígenos 110 11
, 

11H11 así como uso y -

producción de antisueros preparados con miembros del género Salmonella -

(14). 

CLASIFICACION DE LAS SALMONELAS SEGUN EL ESQUEMA DE KAUFFMANN Y WHITE. 

La complejidad antigénica de los bacilos entéricos ha sido puesta de ma 

nificsto en el g~ncro SalnIDnella. En gran parte como resultado de los -

estudios sistemáticos de Kauffmann.y White se han identificado aproxima-

damente 1000 variedades de relación con los antígenos específicos 11 H11 

110 11 y 11Vi 11 identificados por medio de pruebas serológicas. Los nombres 
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de cada una de las especies están dados en el esquema de Kauffmann y White 

por su estructura antigénica (7) .. 

Sin emb.3rgo, muchos de los antígenos presentan reacciones cruzadas entre -

si, indicando que sus determinantes polisacáridos poseen grupos reactivos 

comúnes. En relación con la existencia de estas reacciones cruzadas Kauff 

mann y White han clasificado a lus salmonelas en grupos mayores, designa-

dos con 1 e tras A al 1) (7). 

M5s del 95% de las cepas de Salmonella aisladas a partir de las fuentes -

naturales se hallan dentro de los primeros 5 grupos (A al E). En -este es 

quema los determinantes ant igén icos 110 11 son designados por números. Debe 

observarse que todas las especies de un determinado grupo poseen como mí­

nimo un determinante principal de grupo. Pueden hacerse divisiones adi 

cionales en estos grupos, en relación con los determinantes secundarios -

"O" (7). 

Los miembros de cada grupo establecido en relación con los untígenos 110 11 

pueden subdividirse en especies, según sus antígenos flagelares 11 H". Una 

cepa dada puede elaborar en momentos diferentes cada uno de los dos tipos 

de antigénos 11 H11
• Los del primer tipo, denominados antígenos flagelares 

de la fase 1, son indicados con letras minusculas y solo se comparten con 

pocas especies de salmonela; ei ~eyu~dc tip0. antí~eno de fase 2, es me 

nos específico son indicados por números. 

En el esquema de Kauffmann y \./hite, la elaboración del antígeno 11Vi 11 por 

una determinada especie se indica con la letra Vi, situadas convencional 

mente después de los números que indican los distintos antígenos 110 11 

(tabla No. 2) (7). 

PROOUCCION DE SUEROS 

La producción de un suero anti 110 11 que contenga solo aglutininas para el 

antígeno termoestable se puede real izar mediante el calentamiento a -

lOOºC de un caldo de cultivo con el organismo mediante un baño María o -

un autoclave por dos horas y de esta manera son inactivados los antígenos 
11 H11

• Después que 1 os cu 1 ti vos son cal entados, es tos pueden ser preserv~ 

dos con formal ina al 0.3)6. Los conejos son inyectados vía intravenosa -

bajo un programa de inmunización y de esta forma se obtiene el antisuero 

(hoja 25 ) (14). 



Tabla No. 2 

Salmonelas más frecuentemente aisladas tal como aparecen 

en el esquema de Kauffmann y White. 

. 11 

Grupo Tipo Antígeno o Antígeno H 

Fase 1 Fase 2 

A s. paratyphi-A 1. 2, 12 a -
s. typhimurium 1,4.5, 12 i 1 ,2 

B s. paratyphi-B 1,4.5, 12 b 1 ,2 

s. derby 1,4.5, 12 f,g -

s. paratyphi-C 6,7,Vi e 1 .5 

el s. infantis 6,7 r 1'5 
s. oranienburg 6,7 m,t -

c2 s. newport 6,8 e,h 1. 2 

-----
s. enteritidis 1. 9. 12 g,m -

º1 s. typhi 9, 12,Vi d -
s. ga\l inarum 

poi lorum 1,9'12 - -

s. anatum 3, 1 D e,h 1 ,6 

El s. 1 ondon 3 '1 o i tv 1. 7 

E4 s. sen f tenberg 1,3,19 f,g,t e, n,z, 15 

Gl s. porno na 13,22 z 1, 6 



12 

El suero anti 11 0 11 es usado en aglutinación en placa para identificar a Jos 

antígenos termoestables de Ja bacteria. La suspensión antigénica para e~ 

ta prueba puede ser preparada por emulsificación de crecimiento de placas 

de cultivo en 0.5 mi. de solución salina fenal izada para formar una solu 

e i ón densa. 

El suero anti 110 11 diluído con solución salina y la dilución depende del 

título de cada suero> pues cada antisucro nuevo es preparado y titulado -

con su suero homólogo y es usado en la más alta dilución en que da una 

reacción de aglutinación fuerte dentro de 30 a 60 ~cgunúos (i4). 

Es posible observar aglutinación cruzada entreserJtioos que poseen antíg~ 

nos 110 11 relacionados. POr esta razón un organismo que tiene loa antíge­

nos 4,5, 12 puede ser aglutinado no so1o por el anti suero derivado de un -

organismo can idénticos antígenos 110 11
, sino que también por un antisuero 

que contiene aglutininas para Jos antígenos 4, 12,27 puesto que los antíg~ 

nos 4 y 12 son comúnes a ambos serotipos. Por esta razón es necc~ario 

usar antisueros adsorbidos para determinar si algún cultivo desconocido -

tiene algún al tígeno en común. Como se mencionó en parrafos anteriores -

más del 95% de las salmonelas aisladas del hombre y animales menores son 

miembros de los primeros 5 grupos (A al E) del género Salmonel la, por es­

ta razón es importante producir un suero polivalente que contenga agluti­

ninas 11 0 11 p~rrt los ~ntr;cn.::.s "C!~ poseidos por Jos miembros de estos cinco 

grupos, se puede producir un antisuero poi ivalente que contenga aglutini­

nas contra Jos antígenos 1 al 10,12,15 y 19 con cultivos lisos de -

S. paratyphi-A, S. paratyphi-B, S. thcmpso, S. newport, S. ~. S. lon­

don, S. newington y S. senftenberq. 

La suspensión del .:.ntíyeuo se prepara de cada uno de Jos 8 cultivos, uti-

1 izando el mismo método para Ja producción de anti suero de grupo y mezclan 

do cantidades iguales de cada uno para preparar la vacuna (14). 

Los antígenos flagelares de Salmonella son determinados por el uso selec-. 

tivo de ant isueros preparados contra los antígenos 11 H11 que poseen Jos di­

ferentes grupos de Salmonel la. 

Los antígenos utilizados en la producción de antisueros 11 H11 son caldos -

de cultivo móviles inactivados por medio de la adición de un volumen igual 

de solución salina conteniendo 0.6~ de formalina. Es de gran importancia 

que solo se utilicen formas con extremada movilidad para Ja preparación -

del antígeno 11H11 pu-e:sto que este antígeno está asociado con el flagelo de 

la bacteria y es necesario una actividad móvil para tener una máxima pro-
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ducción de antígenos "H" (14). 

Los anti sueros contra antígenos 11H11 se utilizan para la identificación pr~ 

1 iminar y confirmatoria de los microorganismos. 

Estos anti sueros son aplicados en Ja prueba de aglutinación en tubo (14). 

En cuanto a la producción del antisuero contra el antígeno 11Vi 11 es necesa 

rio que el antígeno se encuentre en la forma Vi. 

Cualquier bacteria que posea el anlígeno 11Vi= 1 put!:Je ser usada en la produc 

ción del antisuero. Peloffo (1941) mostró que el antígeno 11Vi 11 no es inac­

tivado por el tratamiento con alcohol absoluto y propuso que el antígeno -

para la producción del antisuero 11Vi 11 fuera preparado resembrando el cree_!_ 

miento de cultivos puros suspendidos en alcohol absoluto y deshidratando -

la bacteria. Este tratamiento inactiva a los antígenos 11 H11 • El polvo re­

sultante se suspende en solución salina justamente antes de utilizarse. 

Algunos autores utilizan la forma 11Vi 11 de Ci trobacter 029 (14). 

DIAGNOSTICO HICROBIOLOGICO 

El diagnóstico definitivo de cualquier infección por Salmonel la se real iza 

mediante su aislamiento de muchos de los productos patológicos que se re­

miten al laboratorio como son los alimentos, sangre, heces, orina, etc(13) 

En lo que se refiere al diagnóstico Microbiológico se utilizan medios de 

enriquecimiento, como el caldo tetrationato o caldo selenito, que son -

medio inhibitorios de las bacterias intestinales normales y permiten la 

multiplicación de las salmonelas. Después de una incubación de 1 a 2 

días a 37ºC, se transfiere una alícuota a placas de medios diferenciales 

y selectivos, o bien es posible examinar los tubos de enriquecimiento por 

inmunofluorescencia directa, sobre todo en alimentos, con el objetivo de 

real izar una identificación presuntiva (13). 

En cuanto a los medios diferenciales como son el agar Verde Brillante, 

Hacr.onkey o de Desoxicolato permiten poner de manifiesto rápidamente a 

microorganismos no fermentadores de la lactosa como son Salmonella y 

Shigel la (2, 13). 

Los medios selectivos cono son Verde Brillante y Sulfito Bismuto~ favore­

cen el crecimiento de salmonelas sobre el de los organismos col iformes -

(2, 13). 

Las colonias lactosa negativas que aparecen después de la incubación son 
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seleccionadas para real izar pruebas bioquímicas TSI, LIA y MIO, finalmen­

te de aquí se seleccionan las bacterias sospechosas de ser salmonela para 

realizar la prueba de aglutinación en placa y tubo con sueros específicos 

tanto somáticos como flagelares para determinar el bioserotipo (13). 

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO 

Aunque el diagnóstico definitivo en la fiebre tifoidea requiere el aisla­

miento e identificación de Sa1mone11a t.hphy en diferentes materiales bio­

lógicos, estos procedimientos necesitan 2 a 3 días y son, por lo tanto, -

útiles para el diagnóstico de anticuerpos contra antígenos 110 11 de Salmone 

1 la, son de gran valor como medios para establecer un diagnóstico de pro­

babilidad y, consecuentemente, la pos ibi 1 idad de iniciar la terapéutica -

antimicrobiana antes de la confirmación bacteriol6gica. 

Actualmente existen varias pru~ba~ s~1-ol6gicas p~rc 1~ dctecci6n de anti­

cuerpos contra antígenos 11 0 11 de Salmonel la: 

a).- La reacción de Widal que ha sido utilizada desde 1896 pero quepo­

see varias desventajas, como variabilidad en relación con la pre­

~er?~ión rlel antígeno. la técnica de cada laboratorio y personal -

técnico (25). 

b).- El método de hemaglutinación pasiva que como la reacción de Widal, 

detecta perfectamente anticuerpos pertenecientes a las inrnunoglob~ 

l in.::is M más que inm1Jloglobul ina G. 

e).- La prueba de fijación de superficie que ha sido propuesta como un 

método más digno de confianza comparado con la hemaglutinación pa­

siva y la reacción de Widal (sin embargo no ha sido aceptado unive..!:_ 

salmente por su falta de estandarizacións lo que provoca variabilJ. 

dad en los resultados obtenidos en diferentes laboratorios). 

d) .- El ensuyo enzimático inmunoespecífico (ELISA) descrito por Car1sson 

para la identificación de Anlicuerµos contra .:.ntígcnos 11 0 11 de Sa1-

monel la. Aunque los resultados preliminares demostr-aron que ELISA 

es específico y de alta sensibilidad, no han sido establecidos los 
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tTtulos de anticuerpos. con ,.i.gnlftcado crfnlco. 

En Jos últimos años se estudta la util tdad de un sistema de contrainmuno­

electrofores·i·s (CIE1 para la i"denti.ficación de anticuerpos contra el 1 i~ 

poi isacáddo {LPS) de los antlgenos somáticos de S. !XE..':!_i_, estandarizada 

con base en la concentraciOn de car5ohidratos del LPS (25,31). 

Es importante mencionar que ninqún método serológico ofrece, por si mismo 

pruebas suflcientes para determinar si un paciente sufre una infección de 

terminada, ya que la exlstencia de anticuerpos séricos sólo indica que el 

sujeto h.:i ~idu c.stirnuiacio paraproducirlos, ya sea como resultado de una 

infecci6n pasada o presente, como resultado de vacunación o por reinfec­

ción, subclinica y, en ocasiones, estas circunstancias pueden condicionar 

una elevación en el titulo de anticuerpos semejantes al observado durante 

el curso de 1 a enfermedad (_2 ,25 ,31). 

O lAGNDST 1 CO POR LA TECN l Cll. DE /\~!T 1 CUERPOS FLUORESCENTES 

La técnica de anti.cuerpos. fluorescentes (AF) es de gran valor cuando se 

usa para la detección rápi.da de Salmonel Ja, este método acorta el procedJ:. 

miento produciendo una importante reducción de tiempo y, además, con un -

costo significati.vamente menor. POr ejemplo, en la indust:ri~ ~1 i"1ent!c!~ 

los productos son rnucstre<Jdos. par.a determinar si están contami.nados por -

Sa1monel1a, los procedimientos de cultivo estandar pueden requerir de 5 

a 9 dias y segan fue estimado en 1971 tener un costo entre 5 a 7 dolares 

por muestra, además el costo de prórroga y almacenamiento de muestra, es 

incremento proporcionalmente con el transcurso del tiempn durante ?~ pru~ 

ba (4,5,21, 28,J4). 

El método de AF introducido por Coons emplea 9Tobul inas sericas marcadas 

con colorante~ fluores.centes para localizar el antfgeno correspondiente 

y se ha utiJizado con diversas modificaciones para Ja identificación y -

vjsualización de bacterias virus, protozoos 7 hongo~, antígenos de tejidos 

norma1es y también para la detección y caracterización de anticuerpos s.§. 

ricos; estas t~cnicas son 1Jn instrumento muy Gti 1 en el labor21torio cli­

nico de Microbiología (28,34,36). 

Estn técnica fu;;;; aplicada por pri.mera vez para Ja identi fi.cación de Salmo 

ne11a durante un estudio realizado por Thomason y colaboradores en 1957, 
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donde se demostró que los antlgenos •10 11 , 11Vi 11 y 11H11 de Salmonella Typhi 

pueden ser coloreados individual o colectivamente por el uso de 

cuerpos específicos marcados con f\uoresceína {4,6) 

anti 

La técnica de AF directa utilizada para la detección de Salmonella en 

alimentos fue adoptuda por la Asociación Oficial de Químicos Anal is tas 

en 1975, ya que tienen algunas ventajas sobre el método convencional de 

cultivo, pues no es necesario el aislamiento de cultivos puros y los re­

sultados pueden ser obtenidos despu~s Je 50 ~ 55 horas de muestreo (4). 

CARACTERISTICAS DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

El método de anticuerpos fluorescentes combina la sensibilidad y especi~ 

ficidad de la inmunología con la precisión de la microscopía {28). 

Especificidad.- El anticuerpo con el cu~l el colorante fluorescente es -

conjugado, es una proteína que tiene una alta especificidad reactiva pa­

ra el antígeno homólogo que se busca, por lo tanto, el anticuerpo solo -

debe reaccionar con el antígeno de la bacteria, virus, tejido celular 

etc. para el cual fue preparado (10,28). 

Rapidez.- El proceciimi-.:;11tc. C:: m2r"".:rlrlo y examinación microscopia puede 

ser completado en una o dos horas. 

Sensibilidad.- La sensibi\ idad de e~ta técnica es alta y puede ser deter 

minada exactamente porque la fuerza de la fluorescencia específica puede 

ser medida cuantitativamente (28). 

En esta técnica un anticuerpo fluorescente potente y específico es muy -

necesario, por lo tanto, el anti suero de partida debe contener un título 

alto y además debe contener poco o nada de anticuerpos contra el tejido 

normal (6). 

Colorantes.- La intensidad de la fluorescencia es determinada por la 

absorción característica en amplitud de excitación y eficiencia no es -

suficiente para que un colorante sea efectivo. 

Idealmente un colorante debe conjugarse r§pida y fírmemente con el anti 

cuerpo, además, tener una buenc:i eficiencia de fluorescencia y suficien­

te estab i 1 i dad (28, 36). 

Cuando se inci ió el desarrollo de la téncia de AF (1950) la atención de 

los investiggadores se enfocó principalmente al descubrimiento de Jos -
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colorantes que cumplieron las condiciones anteriores. El isocianato de 

fluoresceína, fue el primer colorante que utilizó Coons y otros investJ. 

gadores, y encontraron que la conjugación fue irregular y ocasionalmente 

acompañada por desnaturalización del anticuerpo y reducción de su acti­

vidad. Además, el proceso mismo de marcado, resultó difíci 1 de manejar. 

Con el propósito de vencer estas dificultades se real izó una búsqueda in 

tenslva de otro• colorantes (28). 

Rlggs y sus colaboradores (1958) fueron capaces de sintetizar lsotioci~ 

nato de fluroesceína (FITC), en el cual el grupo lsotiocianato sustitu­

yó al cianato en la molécula de tioclanato de fluoresceína (figura No.2) 

Este colorante con fuerte fluorescencia verde amarillenta, cumple todas 

las condiciones requeridas por la técnica de AF, y es considerado el re~ 

pensable del posterior desarrollo y refinamiento de la técnica de anti­

cuerpos fluorescentes (17,28,36). 

Posteriormente se descubrió otro colorante fluorescente DANS (ácido 1-

dimet i lamino-naftalen-5-sulfónico), con fluorescencia amarilla, pero tie 

ne las desventajas de tener una eficiencia baja al ser comparado con FITC 

y el ser raramente utilizado (36). 

Cuando se requiere usar una culu1·c,..:. ié.o de cent:-~!: te se: p'...!~dA'n 11sMr otros 

colorantes fluorescentes rojos como la Rodamina y otros de su serie, sin 

embargo, su eficiencia fluorescente y el marcado especlfico es bajo (17, 

28,33). 

Las proteirias contienen distintos grupos químicos que pueden unirse con­

los fluorocromos, los grupos amino l ibrcs y carboAilo tcrmina1 de cada -

cadena de proteína pueden reaccionar con estos colorantes, además exis­

ten grupos amino 1 ibres de la 1 isina que se encuentran al lado de la ca 

dena, así como varios grupos carboxilo terminal en los ácidos aspártico 

y glutámico residuales (36). 

CONDICIONES DE REACCION DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES. 

La dilución del anticuerpo fluorescente, tiempo y temperatura de marca­

do, pH del buffer salino y el lavado se checa cuidadosamente (32,36). 

El título del conjugado se determina con el antígeno homólogo, también 

su habilidad para marcar antígenos relacionados se determina con antíg~ 

nos heterólogos. Generalmente se prepara una serie de di luciones dobles 

del conjugado en solución salina y se marcan las muestras aporpiadas. 



Figura No. 2 

Estructura Qurmica de algunos colorantes 

Fluorescentes. 
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lsoti"ocianato de F1uorescerna lsocianato rle Fluorc~ccfoa 

Tetraetil Rodamina 

Akiyoshi Kawamura, 1969. 
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La dilución de trabajo del anticuerpo debe tener de 2 a 4 unidades de co­

loración (28). 

Para medir la especificidad de la técnica de anticuerpos fluorescentes se 

requiere de los siguientes controles: 

Como antígenos, tejidos no tratados o no infectados, tejidos fijados no -

coloreados, ninguno de estos controles debe mostrar fluorescencia al mi­

croscopio. Además de la uti 1 ización de anticuerpos heterólogos en la co­

loración con los cuales no se debe presentar fluorescencia (28). 
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O B J E T 1 V O S 

- Obtener un suero polivalente para la identificación de microorganismos 

del género Salmonella de los grupos A al E. 

- Preparar un conjugado fluorescente para la identificación presuntiva -

de las salmonelas que pertenecen a los grupos A al E. 

- Mediante la utilización de heces determinar si el conjugado fluorescen 

te es capaz de detectar Salmonella y diferenciarla de otras enterobac­

terias. 

Determinar la correlación entre la técnica de anticuerpos fluorescentes 

y un método convencional de cultivo para el diagnóstico presuntivo de 

Salmonel Ja a partir de muestras de heces. 
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H E T O D O L O G 1 A. 

1 • - OBTENC 1 ON DEL ANTI SUERO. 

Para producir el antisuero contra los primeros 5 grupos de Salmone-

1 la (del A al E se utilizaron cultivos 1 isas de S. paratyphi-A,­

S. paratyphi-B, S. tompson, S. newix>rt, S. typhi, S. london, -

S. newingron y S. sentenberg (figura No. 3 (14). 

1 l. a).- Aspecto 1 iso de los colonias al ser observadas al microscopio -

Inocular cada uno de los cultivos por estria curzada en platos 

con base de agar sangre (BAB) e incubar durante 18 a 24 horas. 

Observar el crecimiento de cada uno de los cultivos al microsco 

pío esterioscópico y seleccionar 4 colonias 1 isas de cada uno -

de ellos. Las colonias deben ser circulares, tener bordes ente­

ros y superficie regular, si no son así, se descartan, Inocular 

cada una de Jas colonias seleccionadas en un tubo con 10 ml. de 

agar sangre inclinado (14, 34). 

. - . - - - . -uc: ua:;.c Uc;; 

1.1.b).- Formación de botón en caldo soya tripticas.- Incubar los tubos 

de TSB ya inoculados durante 4 horas en 37ºC posteriormente ca 

lt::nlaf a 100°C p<H. une. ho1·a y reí1·ige1·ar a 4 C de i8 a 24 ha 

ras. Al fina1 izar este período los tubos que contienen a cul­

tivos lisos deben formar botones de sedimentación cirulares y 

con bordes regulares, los que no los formen así son rugosos y 

se descartan (14). 

1.1.c).- Aglutación con su suero homólogo 9 solución salina, suero nor 

mal y conejo y solución de acriflavina.- Este examen se real i 

za con el fin de detectar aglutininas contra Salmonel la en el 

suero al ser enfrentado con diferentes serotipos de Salmonella 9 

ésta técnica se realiza como se describe a continuación: 

l).- Utll izar placas de vidrio marcadas en cuadros de una pulgada (fig~ 



Figura No. 3 

Preparación del anti suero poi ivalente A - E 
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Aislar en pliJcas de TSA 

1 
Seleccionar 4 colonias 

1 

22 
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ra No. 4). 

2.- Preparar una solución densa de los antígenos a probar (esta solución 

se obtiene del crecimiento de los tubos de BAB inclinando que fueron 

Incubados a 37ºC por 24 horas y resuspendído en 0.5 mi de solución -

salína 0.85% estéril). 

3.- Colocar 0.1 mi de la dilución del antisuero homólogo de ref~rencia -

en los rectángulos. Para cada antígeno utilizado colocar 0.01 mi de 

solución salina, 0.01 mi de solución de acriflavina a una concentra­

ción fínal de 1:10000 y O.O! mi de suero normal de conejo (controles) 

4,- Adicionar una gota del antígeno o probar al antisuero que se encuen­

tra en el protaobjetos y a los controlesJ mezclar con asa, mover J~s 

placa~ durante un minuto y leer Ja reacción de cruces. 

5.- Las mezclas son observadas con ayuda de una lámpara y los grados de 

aglutínaclón presentados son reportados como sigue: 

4+ = 100% de las bacterias aglutinadas 

3+ 75t de 1ü5 Ldcterias aglutinadas 

2+ 50% de las bacterias aglutinadas 

l+ 25% de las bacterias aglutinadas 

Los cultivos 1 isas deben aalutinzr con 5u suero hom61ogo y dar reacción 

negativa con solución salina, acríflavina y suero normal de conejo, se­

leccionar los cultivos lisos que den una glutinación de 4+ con su suero 

homólogo (34,35). 

1.2.- Preparación de Ja vacuna.- Inocular botellas que contengan 50 mi 

de TSB e incubar a 37°C durante 4 horas con el cultivo seleccio­

nado de cada seotipo de Salmonella. 

Calentar las botellas a vapor fluente (JOOºC) por una hora. 

Adicíonar 0.3 mi de formal ina a cada botella y refrigerar a 4ºC 

durante 24 horas. 

Realizar una prueba de esterilidad a cada uno de los antígenos, -

ínolucando l mi de cultivo formal izado en una placa de BAB, incu-



Figura No. 4 

Técnica de Aglutinaci6n en placa. 

1).- Colocar 0.01 mi de suero de referencia, so1ución salina suero nor­

ma 1 y ac r r f lra_v_i_n_ª_,~e_n_e_I,.._; __ ..-....:~---

2) .- Adicionar 1 gota del 

3) .- Mezclar con asa 
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bar a 37ºC por 24 horas, no debe haber crecimiento, de lo contra­

rio se deja inactivar otras 24 horas a 4ºC. 

Cuando todos los cultivos den prueba de esterilidad negativa pre­

parar la mezcla antigénica con cantidades iguales de los 8 culti­

vos (14). 

Inmunización.- Seleccionar 5 conejos cuyo peso fluctué entre - -

2.5 - 4 kg y fueron inmunizados de acuerdo al siguiente esquema -

de inmunización. 

Calendario de Inmunización 

Vía de 

inoculaci6n 

1 n t ra venosa 

lntra venosa 

lntra venosa 

1 ntra venosa 

lntra venosa 

lntra venosa 

Volúmen de 

i nocu 1 ación 

0.5 mi 

1 .o mi 

~ n <..y m! 

3.0 ml 

4.o ml 

4.o ml 

Sangría 

Sangría de 

prueb:i 

Sangría to ta 1 

Después de la quinta inoculaci6n real izar una sangría de prueba y deter­

minar el título de anticuerpos hom61ogos en el suero para cada uno de 

Jos antígenos, y en cada uno de los conejos inmunizados. Utilizando la 

t6cnica de aglutinaci6n en placa desc1·ita en el p~rrafo 1.1.c. 

Si el título es menor de 1 :4 es necesario, administrar una sexta inocu­

laci6n aumentando al doble la cantidad de antígeno de la especie de sal,., 

monela que se encuetre baja en título~ Sangrar los conejos 7 días des­

pués de la última inmunización (14). 
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1.4.- Evaluaci6n del suero.- Preparar los ant(genos de evaluación de -

la mtsma forma como se describe en el párrafo 1.1 .c. con la colee 

ci'ón de cepas proporci·onadas por el lnstituto Nacional de Enferme 

dades Tropicales. 

Real izar di luci.ones del suero hiperinmune en solución salina fisio 

16gfca estérn (1 :2, 1 :4, 1 :8, 1 :16, 1 :32, 1 :64). 

En una placa para titulaci6n colocar una gota del antígeno de eva­

luación y una· gota de cada dilución del suero, mezclar con asa de 

platino. 

Agitar las placas durante 30 a 60 segundos y observar si existe 

aglutlnacl6n. Determinar el titulo del antisuero en la dilución -

más alta en la cual el suero presenta una fuerte reacción con el -

antígeno de 3 a 3+) (_14 ,34 .35). 

11.- Purificaci6n de Gamma Glohul inas con Sulfato de Amonio.- La precl. 

pltaci6n de la gamma glohulina por éste método se debe al fen6meno 

de 11 sal ting out 11
, el cual consiste en que las moléculas de agua 

que solvatan a la molécula de anticuerpo son desplazadas por los -

iones sulfato y amonio. que además neutral izan los qrupos cargados 

dt:: la prott:.i1·1d. let (..ud1 ~ 1t::yd di ~u pu11lu i~oe1tcLrico y pr~cipita 

Reactivos: 

1).- Sulfato de Amonio aaturado (SAS) 

2). -

3). -

a).- Disolver por calentamiento 54g de sulfato de amonio en 100 ml 

de agua destilada. 

b) .- En el momento de ser utilizada esta soluci6n ajustar a p H-

7.0 con Hidróxido de amonio lN 

Soluci6n salina 0.85% 

a).- Disolver 8.5g de cloruro de sodio en un 1 itro de agua desti­

lada. 

b).- Ajustar a pH 7.-

Soluci6n salina amorti.guada de Forfatos pH 7.0 (PBS). 
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al.- Dlsolver l,4g de Na2.HP04 en JOO ml. de agua desti.lada 

n}.- D~solver J.4g de NaH2.P04 , H
2
o en JOO mi. de agua destilada. 

el.- Adicionar a la aolución (a) la cantidad suficiente de (ó) p~ 

ra alcanzar el pH 7.Q adicionar B.Sg de cloruro de sodio y -

aforar a 1 1 ttro. 

Cloruro de Bario al 5% 

Disolver Sg de cloruro de bario en 100 mi de agua destilada, 

Hetodologta: 

l. - Ajustar a pH 7. O el suero antes de ad le iona r 51\S 

2..- A 2.0 mi de suero h.tperinmune agregar, JOQ ml de SAS gota a gota y 

con agitación constante. 

3.- Dejar en agitación constante durante 15 minutos, 

·4.- Centrifugar a 3,QQQ rmp durante 20 minutos. 

S.- Decantar el sobrenadante y disolver el precipitada en 2.00 mi. de 

solución saturada de sulfato de amonio. 

6.- Repetir lo~ pasos 1, 2, 3, !t, y 5 en dos ocaslones más 

].- Disolver el último precipitado en 20 mi de solución salina pH ].O 

B.- Colocar ésta solución en un tubo de diálisis 

9-- Dializar en un buffer de fosfatos pH 7.0 a 4ºC, cambiando el buffer 

frecuentemente. (figura No. 5} 

10.- En cada camóio de buffer determinar si el dializado contiene sul­

fatas por medio de la adición de una solución de cloruro de bario 

al 5% al dial izado. Si aparece un precipitado ólanco continuar -

dial izando. 

' 



Suero (antisuero) 

100 ml 

Figura No. 5 

Fraccionamiento del Suero 

adicionar 50 mi de SAS con 

agitación constante y gota a gota 

Centrifugar a 3500 rpm por 15 min 

Sobrenadan te 

Sobr-cnadante 

Sobrenadan te 
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Precipitado 

Disolver en 100 ml 

de solución salina 

Adiciolar 50 ml de 

SAS con agitación 

1 
Centrifugar 15 min 

a 3500 rpm 

Prec i.p i tado 

1 
Disolver en 100 ml 

de solución salina 

Adicionar 50 ml de 

SAS con agitación 

Centrifugar 15 min 

Precipitado 

Disolver en PBS 

Dial izar 

Garrrna g 1obu1 i nas 
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11 .- Si no aparace el precipitado, retirar la globul ina del tubo de dia 

lisis y centrifugar a 7,000 rpm durante 15 minutos y desechar el -

sedimento. 

12.- Determinar la cantidad de proteínas por el método de Biuret y rea­

l izar inmunoelectroforesis para verificar la pureza de la fracción 

obtenida (19,27). 

11.2. Determinación de proteínas por el método de Biuret. 

La reacción de Biuret se base en que al reaccionar un reactivo al­

ca} ino de cobre con una sustancia que contiene dos o más enlaces -

peptídicos, se produce color azul violeta debido al complejo que -

se forma entre el ion cúprico y dos enlaces peptldicos adyacentes. 

Reactivos: 

Tratado de sodio y potasio 

NaOH ).2N libre de carbonatos 

- 9g 

3g 

5g 

Disolver el tratado en 400 mi de NaOH y aquí disolver el Cuso4 .H
2

0 

(pulverizado) ya disuelto adicionar KI y llevarlo a 1 lt. con -

NaOH 0.2N 1 ibre de carbonatos. 

Preparar la curva patrón se porced ió de la manera sigutente: 

1.- Disponer de una solución patrón que contenga 10 mg/ml de albGmlna. 

2.- Preparar una serte de tubos que contengan cantidades crecientes de 

solución patrón de albumina, como se muestra en el cuadro siguiente 

además de un tubo blanco que contiene todos los reactivos menos Ja. 

proteína. 

3.- Debe ser respetado el orden de adición de los reactivos 

4.- Mezclar y calentar a SOºC por 15 minutos para desarrollar el color. 

5.- Leer las absorbancias del tubo 2 al 7 contra el blanco a 540 mm. 
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6. Se traza la curva patrón con la densidad óptica (O.O) vs concentra­

ción de la muestra. 

7-- A 1 mi de la muestra adicionar 2.5 mi de NaCl 0.9% y 1.5 mi de reac­

tivo de Biuret, leer e interpolar en la curva para conocer Ja caneen 

tración (1). 

Curva Patrón 

Reactivos Num. de Tubos 

2 3 I¡ 5 6 7 

mi de muestra 

Albúmina 10 mg/ml 0.1 0.2 0.5 1. o J. 4 

NaCI al 0.9% ml 3.5 3.4 3.3 3.0 2.5 2. 1 2.5 

Reactivo de Biuret 1. 5 1.5 1.5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 

11 .3.- Jnmunoelectroforesis. 

Los· diversos componentes e 1 ect roforét i cos de una mezcla de pro­

teínas, como el suero. son sepatados primero mediante su carga -

eléctrica y difunden a distintas velocidades formando diferentes 

bandás en el gel que al ser enfrentadas con el antisuero este se -

difunde a través del gel y aparecen 1 íneas de precipitación como 

en la placa de Ouchterlony, en los puntos donde se encuentra la -

proteína antigénica 

Material: 

Agarosa 

Buffer de Barbituratos 

Solución salina al 0.85% 

Glicerina 



Me.r.tth1i:a1lia te 

cala.r.ante· Rojo de Panseau· 

Portaobcj:etos 26 x 76 mm y T. P a 2 mm de espesor 

Cámarai de· e[ect.rofaíe-s.ts 

M'e.tadO,llog:ía,:: 
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D1i;sa1J!ver. por medio· de cafie'f.'1.ttaITTiien1:o l.6g de agarosa en 100 ml de 

Bu;ffffer. dé Baráít:ura.tos dflll:.l!iicl.b t.:5 en agua destilada. 

p;g¡r.ega.r. tr.es. gotas de g;f.ircer.hra· y una gota de merthiofate en una 

d·i<ll=i<6r:i• fll'la·T de r ~rooao•. 
Ca·Jiaca·r.· 1:05 p0-rtaabjeta·s can, a9.arosa en una cámara húmeda hasta 

e·l; momento· de· u.tiY:i:z-.:i.rI'.:is:-

H8.~e·r. l!as- perforaciones en. Ua.s. p11'acas como lo indica la siguiente 

ffii9.1.:11r.a. wco·f:ocar ZO:pli de: na: so•fución de globulinas obt:enida en -

l!o,s-. a·r.fffTiciias. T·atera·l'.es .... 

o 

o 

Co·llaca,r:- ra.s; p.iacas ef.1 la· cámara electroforesis que contiene Buffer 

die: 0-.::M:-lJ,Ftu·ra·tos ~ 

Jllp•liiicar. 4+0· volts par pl:acai du.ra.n.te 45 minutos. 

Ptrstter.·iorrnente aJ· corri.míer.rto lil 1 enar el orificio central de la -

pf 1aca con: suero Anti conejo,. Y' cofocar la placa en una cámara hú­

meda1 por 24 horas. 

Lava.r.· J:a. pl.aca con sol ucíón sa.1' ina durante dos días y un día con -

agua. desti.Jada. 

Ot~'j·ar secar 2.1 .:iirc ia pTa.ca hasta que la agarosa se deshidrate. 

Teñ.i:í. J:as ptacas introd'ucfén.cb:::il!as al colorante Rojo de Ponseau du 

ran.te 1·5 minutos. 
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Lavar con ácido acético al 5% para eliminar el exceso de colorante. 

Dejar secar al aire y observar (27,36). 

111.· Conjugación. 

Reactivos: 

Buffer de Carbonatos 

Solución A: Na 2co
3 5.3g 

H20 100 ml 

Solución B: NaHC0
3 

4.2g 

100 .-

Adicionar la solución A a la solución 6 basta alcanzar el pH de 

9.0a9.5 

Metodologfa: 

Diluir la solución de globul inas con solución sal i.na al 0.85% has­

ta obtener una concentración final de 2 a 3% de proteínas. 

En este trabajo se le.macen 16.8 mi de la solución de flobul inas o~ 

tenidas y fueron d.i luidas a un volumen final de 30 mi. 

Ajustar el pH de la solución de globul inas de 9.0 a 9.5 con Buffer 

de Carbonato-Bicarnonato O.SM pH 9.0 

Colocar la solución de globullinas en un vaso de precipitados y 

agitar suave y continuamente a 4ºC (figura No. 6}. 

Eliminar el exceso de fluresceína en una columna de Sephadex 

G - 50 (19,22,27,321. 

Preparación de la columna de Sephadex G-50. 

Principio de la filtración en gel. El gel tiene poros cuyo tamaño 

dependerá del grado de entrecruzamiento del gel. Las moléculas -

que pueden penetrar en estos poros serán retenidas por el gel míe~ 

tras que aquellas que sean demasiado grandes serán arrastradas a 

través de la columna por ta fase móvil. La separación por lo tan­

to resulta dependiente del peso molecular de las substancias conte 

nidas en 1a mezcla. 



Figura No. 6 

Técnica de Anticuerpos Fluorescentes 

Preparac i_ón 1 e 1 a vacuna 

t 
\nmunlzaci_ón :?n conejos 

1 
Determi.naciór del t(tulo de 

anti< uef pos 

Purificación/ del anticuerpo por 

medio de preFipi t:é11.:.ión con ~ul 

fato die amonio. 

Reacción del exceso de colorante 

por fi ltracitlin en coiumna de 

Sephadex G-sb 

Determinacién del título del 

con ugado. 
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Conjugado 

Sephadex G-50 
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al.­
E>}. -

e).- Buffer de fosfato pH 7. 6 con l'\er'thlol ate a una concentración 

final de 1 :10000 

MetodologTa: 

Pesar 120g de Sephade.x G-50 seco y ponerlo en un vaso de precipit~ 

dos. 

Agregar 1 lt de Buffer de fosfato pH 7.6, mezclar y dejar sedimen­

tar, decantar y descartar las partículas finas de Sephadex, repetir 

3 a 4 veces, hasta que no haya P"rtículas finas en suspensión (32). 

El Sephadex ya lavado se deja hidratar de 3 a 4 días, se quita la mayor -

parte del sobrenadante y el gel está listo para montar la columna. No de­

jar secar el gel, vaciar el gel en la columna procurando que no: se. formen­

burbújas de aire y dejar que sedimente el Sephadex. 

Lavar la columna haciendo pasar el dob1e de su volumen d~ Guffc~ de fns­

fato pH 7.6 ajustando al mismo tiempo el flujo de la columna. Para un -

lec.ho de 40 cm de altura por 1.25 cm de diámetro, el volumen del flujo -

de salida no debe de exceder de 3 mi por cada 5 minutos. Es posible pa­

sar a trav~s de ésta columna al rededor de 15 mi de conjugado cuya caneen 

tración de protefnas sea del 3 al 4% (32). 

Aplicar cuidadosamente el conjugado con el fin de evitar que rebote el -

gel. Cuando todo el material ha penetrado en el Sephadex se comienza a 

eludir con buffer de fosfato pH 7.6 

El material pasará por la columna separando en dos bandas de color amari-

1 lo la más rápida es la del conjugado. 

Recoger el conjugado, tirando las primeras gotas, las cuales Sdlen muy 

diluidas. 

La segunda bandn es fluoresceína no conjugada que puede el !minarse de la 

columna con 1avado4 sucesivos con Buffer. 

El volumen del conjugado poi Jvalente obtenido después de et !minarse el 

exceso de lsotloclanato de fluorescefna por el pa.so de la sollici6n de 
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globul inas a través de la columna de Sephadex G-50 fue de 40 mi, el cual 

se distrióuy6 inmedi.atamente el alícuotas de 0.5 mi en viales para antibi.!:!_ 

tico de 5 mi de capacidad, se envasó y J iofilizó obteniéndose finalmente 

80 viales con 0.5 mi de cada uno (8,32). 

111.1.- Titulación del conjugado. 

Material: 

Buffer de Fosfato pH 7.6 

Solución fijadora: 

Alcohol absoluto 

Cloroformo 

Formalina 

Mezclar y envasar esta solución. 

So 1 uc i ón sa 1 i na O. 8 5 % 

Conjugado 

- 60 ml 

- 30 mi 

10 ml 

Portaobjetos de 26 x 76 1m1 y J .1 a 1 .2 mm de espesor 

Tubos con TSB 

Glicerina tamponada: 

Soluci.ón salina amortiguada de fosfatos pH 8.5 

Solución A; 

KHP04 24. 25g 

NaCJ 8.5g 

Agua dest i Jada c.b.p. 100 ml 

Solución B: 

KH2 Po4 24.4g 

NaCJ 8.5g 

Agua destilada c.b.p. 100 mi. 
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Mezclar la s.olución A 100 ml. con 1 mi de solución B. 

Tomar mJ de ésta solución y mezclar con 9 ml de glicerina 

grado reactivo, mezclar con movimientos suaves. 

111.1.a).- Preparación de frotis utilizados en la prueba de Anticuerpos 

fluorescentes.- Inocular tubos que contengan 10 mi de TSB con 

cultivos 1 isos de S. paratyphi-A, S. paratvphl-B, S. thompson 

S. newport, S. !.Yeh.!• S. l~, S. newington, y S. senften 

~(un caldo por cada cultivo), incubar a 37ºC por 24 horas 

Posteriormente centrifugar todos los cultivos y nacer 3 lava­

dos con solución salina al 0.85%. Resuspender finalmente en 

0.5 mi de solución salina. 

Preparar 6 frotts por cada serotipo utilizado y un portaobj~ 

tos para cada uno. Colocar una gota de cada suspensión y e~ 

tenderla en la superficie del portaobjetos, dejar secar al -

aire (36). 

Marcar con un J§piz diamante el contorno de la muestra (cir­

culos de 2 cm de diámetro). 

Fijar los froti.s con la solución fijadora por 3 minutos y en­

juagar con alcohol absoluto. Dejar secar al aire (4,35). 

111 .1.b).- Diluciones del conjugado,- hacer las siquientes diluciones 

del conjugado: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 con PBS pH -

7.6 

111.1.c).- Tinción del frotis.- Por cada dilución del conjugado teñir 

una serie de laminillas que incluya cada uno de Jos diferen 

tes serotipos de Salmonella. 

Colocar una gota del conjugado en la superficie de cada fro 

ti s . 

Incubar en cámara húm~da a 37ºC por 15 minutos. 

Lavar los frotis durante 5 minutos con PBS pH 7.6 en agita­

ción en una caja de coloración y posteriormente 5 minutos en 

agua destilada tamUién en agitación~ secar al aire tos fro­

tis ya teñidos~ Colocar a cada uno una gota de glicerina -

tamponada, colocar un cubreobjetos y observar al microscopio 

de fluorescencia (18, 361. 
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111.1.d).- Observar al microscipio de fluorescencia.- Registrar les grados 

de fluorescencia de la forma siguiente: 

4+ Muy brillante amarillo - verde 

3+ =Brillante amarillo - verde 

2+ Fluorescencia visible pero muy poca brillantes 

1+ Apenas visible la fluorcsccnci~ 

No fluorescencia 

Se considera el título del conjugado la última dilución que de 

una fluorescencia de 3+ {_19,36). 

IV. EVALUAC 1 ON DEL CONJUGADO FLUORESCENTE 

Se anal izaron un total de 38 muestras de heces provenientes de ntños 

cuyas edades varlan entre 8 meses y 5 años que asi.sten a la guarde­

ría Margarita Sal azar Erro. De estas 38 muestras se contaminaron 

16 con Salmonel la en el laboratorio. posteriormente, todas estas 

muestras se anal izaron en forma ciega por la técnica de anticuerpos 

fluorescentes para detectar Salmonel la. 

Procedimiento: 

a).- Se colocó una serie de 38 tubos de ensaye de 13 x 100 con l mi 

de solución salina en cada tubo. 

b) .. - En cada uno de Jos tubos se: colocó una asada de la muestra de 

heces y se bomogen i.zó. 

c).- Se centrifugó a 1,500 rpm minuto 

d).- Se tomó una gota de sobrenadante y colocó en la superficie de 

un portaobjetos, extendiéndola y dejando secar al aire. 

e).- Cubrí r cada frotis con el conjuqado fluorescente diluído 1 :8 
siguiendo la técnlca descrita en 11l.1 .c. y se observó al 

microscopio de fluorescencia. 
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f)~- Registrar \a presencia de bacterias fluorescentesy considera!!. 

do muestras positivas 1os frotis que muestren a partir de dos 

bacterias fluorescentes por campo de inmersión y negativas 

cuando exista uno o ninguna bacteria fluorescente (19}. 

Por otro lado se analizaron otras 16 muestras de heces para -

la búsqueda de Salmonella utilizando la técnia de coproculti­

vo y la técnica de anticuerpos fluorescentes simultáneamente 

y en formo ciega con el fin de determinar si el conjugado es 

capaz de detectar la cantidad normal de Salmonella que se -

.encuentra presente en heces en una infección por Salmonella. 
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En el caso del coprocult\vo se utilizó el siguiente porcedimiento. 

Tergitol' 

Selenito 

\

24 hrs 

37°C 

tetratlonato 

\

24 hrs. 

37ºC 

\ 

24 nrs. 

37ºC 
Se\ecc i.onar 

Resembrar 
col. lac (-) Resembrar 

en: 

\ en: 

VB 

\

z4_hrs•·-

37ºC 

Seleccionar 

col. lac (-) 

\ 
sembrar 

VB Sembrar 

' 
SB 

SB MIO 

\ 
Seleccionar LIA 

Seleccionar 
Col. \ac (-) TSI 

Col. lac (-) \ 
Serología 

1 
MIO 

LIA 

TSI 

Serología 

sembrar 
Sembrar \ 

MIO 
MIO 

LIA 
LIA 

TSt 

TSI 

Serología. 
serología 
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R E S U l T A D O S 

El volúmen del suero poi ival ente contra Salmonel la que se obtuvo al san­

grar a los 5 conejos fue 200 mi, el cual al ser titulado aglutinó con las 

salmonelas pertenecientes a los grupos A al E. además se observó aglutin~ 

ción con salmonclas pertenecientes a los grupos F, H, J, l, O y R a un tí 

tulo muy bajo, como puede ser apreciado en la tabla No. 3 

Al ser fraccionado el suero con sulfato de amonio se obtuvieron 60 mi de 

globul inas cuya concentración proteica fue 71.25 mg/ml. 

Al ser titulada la solución de globul inas por la técnica de aglutinaci5n 

en placa se observó que mientras algunos grupos se Salmonel la aumentaron 

en título algunos con el c
1 

se mantuvieron con el mismo, además se aglut..!_ 

nó con salmonella pertenecientes a los grupos G, L, H, N y S con los cua­

les se obtubo una reacción en títulos bajos, esto es debido a que losan­

ticuerpos se concentraron y la reacción con su antígeno homólogo es más -

evidente, pues no sufren el efecto de di lución causado por los otros com­

ponentes del suero (tabl¿¡ No. 4). 

Para hacer el conjugado fluorescente solo se tomaron 16.8 mi de la solu­

ción de globulinas y Ja solución restante fue almacenada a 4ºC, con mer­

th:c1.atc E:.f1 une concentrac16n final de 1:10000 que podrá ser utilizada -

como suero, suerc pof ivolente:. en la identificación de Salmonel Ja a una -

dilución J :3 por la técnica de aglutinación en placa. 

De los 80 viales obtenidos del anticuerpo fluorescente fueron utilizados 

algunos para titular dicho conjugado con las almonelas pertenecientes a 

Jos grupos A al E se encuentran enl istados en la tabla No. S. en la cual 

se puede apreciar que en la di lución l :8 está el título del conjugado, 

pues en esta dilución Ja mayoría de los grupos presentan una fluorescen­

cia de 2 a 3+, excepto con salmonelas pertenecientes a Jos qrupos E
2 

que 

presentó una florescencia de 1+ a esta dilución. 

El conjugado fluorescente se título también con otras enterobacterias co 

mo Shigella, Escherichia col i, Proteus vulqaris, Klebsiella, Citrobacter 

y Arizona con el objetivo de determinar reacciones cruzadas, Jos resulta 

dos obtenidos se enl istan en lü tabla No. 6 en donde como se puede obse~ 

var que Escherichia col i ,KlebsieJ Ja y Citrobacter presentaron fluoresce~ 

cia de 1+ en ina di lución 1 :4, sin embargo Arizona dió una fluorescencia 
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de 1+ hasta la dilución 1;8, 

Cuando se real i.zó la evaluación del conjugado con las 38 muestras de he­

ces, de las cuales se inocularon 16 con diferentes· grupos de Salmonel la 

se observó que este fue capaz de detectar las muestras de heces, que ca!!. 

tenían salmonela independlentemente de la qran cantidad de bacterias pr~ 

sentes en estas muestras (taála No, 7). E~sta tabla se puede observar 

que del total de las 38 muestras anal izadas se obtuvieron 4 falsas posi­

tivas (muestras de heces que no fueron contaminadas y presentaron fluo­

rescencia) es· deci·r que existieron reacciones cruzadas con otras etitero_: 

bacterias y una falsa negativa (muestra de heces que fue contami.nada y -

no presentó fluorescencia), del total de las muestras anal izadas se iden 

tlficaron correctamente 33 muestras es decir se obtuvo una correlación 

del 86%. 

En la tabla Noª 8 se encuentran reportadas los resultados obtenldos en -

el estudio de las 16 muestras de heces las cuales fueron analizadas con 

~1 fi.n de determinar la presencia de Salmonel Ja en el transcurso de una 

infección por esta? en los cuales puede apreciarse que de las 16 muestras 

8 fueron positivas por la técnica de Anticuerpos fluorescentes y 4 por -

CUJ .. H~Ol.:ui lÍVO oblenit!ndo una correiac i.Ón ciei /5~~ 
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Tabla No. 3 

Titulación del suero po 1 iva lente 

A-E por 1 a técnica de Agl ut inac ión 

Antígenos Grupo Di luciones 
1 :2 1:4 1 :8 1: 16 1 :32 1: 64 

s. parathoh i -A A + tr 

s. schleissheim B 3+ 2+ + 

s. Thompson e, 4+ 4+ 3+ 2+ + tr 

s. virginia c2 3+ + 

s. gal 1 inarum º1 3+ + 

s. orion El 3+ 2+ + tr 

s. newington E2 3+ 3+ 2+ tr 

s. minneapol is E3 4+ 3+ 2+ + 

s. senterberg E4 4+ 3+ 2+ + 

s. aberdeen F + tr 

s. poona Gl 
s. worthington G2 
s. carrau H 2+ + + tr tr 

s. florida H + + tr 

s. qaminara 

s. Kirkee J 

s. cerro K tr 

s. minnesota L tr 

s. michi SB522 M 

s. urbana N 

s. monschau i Q tr 

s. inverness p 

s. champa i gn Q 

s. riogrande R 2+ tr 

s. bul awayo R + tr 

s. waycross s 
s. wes 1 aco T 

s. berkeley u 
s. n iarembe V 

s. deversoi r w 
s. dugbre w 

s. bergern X 

s. dahlem y 
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Tabla No. 4 

Titulación de la solución de Gammas A-E 

por la técnica de Aglutinación 

Diluciones 

Antígenos Grupo 1: 2 1 :4 1 :8 1: 16 1 :32 1 :64 

s. paratyohi-A A 4+ 2+ + tr 

s. schel e i sshem B 4+ 3+ + tr 

s. thompson c1 4+ 4+ 3+ 2+ + tr 

s. vi rg in la c2 4+ 4+ 3+ 2+ + 

s. ga 11 i narum º1 4+ 2+ + tr 

s. or ion El 4+ 2+ + 

s. newi ngton E2 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 

s. minneapolis E3 1¡+ 4+ 3+ 2+ + 

s. senftenberg E1¡ 4+ 3+ 2+ 2+ + tr 

s. aberdeen F + tr 

s. poona Gl 
s. worth i ngton G2 
s. carrau H 2+ 2+ + tr 

s. florida H 2+ 2+ + tr 

s. gaminara 2+ + + tr 

s. ki rkee J 2+ + + tr 

s. cerro K 3+ 3+ 2+ 

s. minnesota L 4+ 3+ 2+ 2+ 

s. michi 56522 M 3+ 2+ + tr 

s. urbana N + tr 

s. monchaui o 
s. i nvernees p 

s. champaogn Q 

s. riogrande R 3+ 2+ + 

s. bu 1 awayo R 3+ + tr 

s. waycross s 2+ + 

s. weslaco T 

s. berkeley u 
s. n iarembre V 

s. deversoi r w 
s. dugbe w 
s. bergen X 

s. dahlem y 
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Tabla No. 5 

Titulación del ·conjugado pal iva 1 ente con 

Salmonelas perteneciente.:; a los g1-upos A ai G 

por la tecnica de anti cuef·pos f·J uorescentes 

Grupo de Diluciones 

Sa lmonel la 1 :2 1:4 1 :8 1: 16 1: 32 1 :64 

A 4+ 4+ 3+ 2+ + 

B 4+ 4+ 3+ 2+ 2+ 

el 4+ 3+ 3+ 2+ + 

¡; 4+ 4+ 3+ 2+ + 

El l;+ 1,+ 2+ + + 

E2 4+ 3+ + + 

E3 l;+ 4+ 2+ 2+ + 

G 4+ 4+ 3+ 2+ + 
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Tabla No. 6 

Titulación del conjugado polivalente A-E 

con otras bacterias por la técnica de 

Anticuerpos fluorescentes 

Diluciones 

Bacterias 1 :2 1 :4 1 :8 1: 16 1 :32 1 :64 

Ese her i chia col i + 

Shigel la 

Proteus vulqaris 2+ + 

Klebsiel Ja pneumon ie + 

i t roba e ter -

1 
1 Ac ;,º"º 2+ 2+ + tr 



!¡5 
-. ' :·le. 7 

Ot!t, ,·¡¿,iciún <,;r; Sa 1monc1 la en muestras 

de ht:ccs por Ant 1 cuerpos Fluorescentes 

No. Grupo de SAimo_ Reaccl6n No. G'rupo de Salr~ Reacción 

de muestra nel la lnocul!ldo de muestra nel la Inoculado 

20 

2 o + 22 

3 E3 + 22 + 
4 c2 + 23 el + 

5 B + 24 B + 

6 25 A + 

7 o + 26 + 
8 s. typhl .. 27 El + 

9 e + 28 
10 B + 29 
11 30 
12 31 
13 A + 32 
14 33 A + 

15 + 34 
16 35 
17 36 
18 s. typhl + 37 + 

19 o + 38 



TabJa No. 8 

Determinación de Salrnonella en heces 

por las técnicas de Anticuerpo fluo­

rescentes y Coprocu\tivo. 

No. de muestra AF 

2 

4 

5 

6 

7 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

.· . 

Coprocul t ivo · 

+ 

+ 

+ 

+ 
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D 1 S C U S 1 O N 

El método de anticuerpos fluorescentes ha tenido gran aplicación para la 

identificación de bacterias, virus, protozoarios heJmintos·y hongqs. En 

ésta técnica se combinw, Ja especificidad de Ja inmunología con Ja precJ.. 

sión de la microscopía. 

Sin embargo, no debemos perder de vista que es una técnic;:¡ complementaria 

a los métodos tradicionales y en ocasiones da información que difícilmen­

te podría descubrirse en otra forma. 

como se pudo observar el fraccionamiento del suero con sulfato de amonio 

es uno de los pasos de gran importancia para Ja elaboración del conjugado, 

p._,es de esta manera son eliminadas porciones del suero como es la albúmi­

na que podría causar coloración inespecífica y además concentra Ju solu­

ción de globulinas que es Ja proci6n en donde se encuentran las anticuer­

pos pudiendo en algunas ocasiones aumentar el título de estas aJ agluti­

nar con sus antígenos homólogos, en el presente trabajo se observó aumen­

to del título principalmente con los grupos A, c1 y c2 los cuales se en­

contraban bajos en el suero. 

Una dP l~s C.:!i.Jcte1·f::.t.icas de la técnica de anticuerpos fluorescentes es 

la especificidad del 9Jero empleado. En ocasiones alqunos de Joa antíge­

nos~somáticos de las saJmonelas son encontrados en otras enterobacterias 

pudiendo también producir falsos positivos en la técnica de anticuerpos 

fluorescentes las cuales puden ser eliminadas con el uso de anticuerpos -

de título nito o bien real izando adsorciones. Algunas de las reacciones 

más importantes ocurren con microorganismos de los géneros Arizona y Pro­

teus. 

La ampJ ia capacidad de Jas globul inas purificadas de reconocer a Jos an­

tígenos presentes en los grupos A al E de Salmonel Ja presenta el problema 

de que en algunos casos otra enterobacteria posea algunos de estos antíq~ 

nos pudiendo también producir falsos positivos lo cual puede ser elimina­

do en cierta forma con el uso de anticuerpos específicos para cada grupo 

y con t í tul o al to. 

Otras reacciones falsas positivas pueden ser ocasionadas como lo demostró 

Tharrington y colaboradores cuando en un estudio real izado por el los ais­

laron lactobaciJJus de una muestra de pasta que fluorescia brillantemente 
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con el conjugado de Salmonel Ja, el lo~ sugirieron que la reacción fue anáJ~ 

ga a la afi.nidad no especifica de un componente de la proteína A de 

Staphylococus aereus por la porción Fe de la molécula de lgG. 

Frecuentemente este tipo de reacciones falsas positivas ocurren con bac­

terias que contienen proteína A (5). 

La coloración no especffica es un problema asociado a Ja técnica de anti­

cuerpos fluorescentes que depende de algunos factores como son la calidad 

del antisuero, la calidad del colorante fluorescente, el método de conju­

gación y el tftulo del conjugado. 

Los efectos de los diferentes compuestos del suero en la coloración ines­

pecífica es otro problema que se presenta en la técnica de anticuerpos 

fluorescentes, el fracci_onamiento con sulfato de <Jmonio es el proceso - -

comúnmente empleado para la purificación del anti suero antes de la conj~ 

gación con isitiocianato de fluoresceína, el fraccionamiento del suero de 

conejo por esta técnica produce un producto que contiene 64% de gamma gl~ 

bu! inas, 35% de otras globulinas y 1% de a!bamina. 

Algunos autores reportan que la purificA~i~n rl~! s~e~o por !a ap~ icdci6n 

de técnicas tales como cromatografía en DEAE-celulosa, Cromatografía en -

columna con DEAE-Sephadex y Centrifugación zonal para aislar lgG reduce -

significativamente Ta fluorescencia no específica sin ningún cambio en 

la intensidad de coloración especffica (~,16,20). 

Se han propuesto varias alternativas para reducir el cruzamiento bacteria 

no al usar la técnica de anticuerpos fluorescentes como son: 

1).- Ad~orción del suero utilizado para la elaboración del conjugado 

con cepas de los géneros bacterianos como son Echerichia col i, - -

Arizona y Citrobacter que presentan mayor cruzamiento con Salmone-

1 la, Jo cual sin embargo, traería como consecuencia la pérd;da de 

sensibilidad del misroc> aunque aumentaría Ja especificidad. 

2).- La utiJ ización de un conjugado con un título alto, con lo cual se 

evitaran muchas de las reacciones menores, sin embargo hay reaccio 

nes importantes que pueden evitarse de este modo. 
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3).- La adsorci6n de aglutlnlnas lnespecfficas presentes en el conjugado 

mediante la acción de extractos celulares, como polvo de hígado de 

ratón o rata. 

4).- Lo. adicl6n de rodamin.J al conjugado:. como colorante de contraste, -

con lo cual se el iminaria alguna fluorescencia inespecífica de par­

ticulas de material extraño. proveniente de la muestra, así como 

aquéllas causadas por la proteína A del Staphylococus aureus,que 

presenta afinidad por la fracción Fe de la lgG, tiñiéndose de este 

modo los cocos tan intensamente como las salmonelas; además permite 

un mejor contraste de fondo, que facilita la identificación de Jos 

microorganismos fluorescentes (33). 

Tal vez, la alternativa más viable para reducir las reacciones cru­

zadas de Salmonel Ja con las enterobactcrias~ es la utilización de -

un conjugado hect10 a base de lgG, la cual. reduce significativamen­

te las reacciones cruzadas, logri.Jndo ~sr un grado de correlaci6n ma 

yor que el obtenido al uti 1 izar cualquiera de los conjugados poi iv~ 

lentes comerciales. 

7omd11Úu 1:;:11 cucnLcl que ei conjugado preser11:a un qran numero de reac-

cienes cruzadas ~e~~~cs ~o~o Jos untTgcnos bocterianos anteriormen-

te mencionados se decidió considerar a una muestra positiva solo 

cuando se observan bucterias con morfologíu característica y con una 

fluorescencia de 3+. 

Oeb j do a es tas rea ce iones e ruzadas 1 a prueba de anti cuerpos f 1 uores 

centes debe ser usada como una prueba de dia9nóstico presuntivo y 

todos los resultados positivos deben ser confirmados por el método 

convencional de cultivo y procedimientos sero1ógicos como son -

ELISA, Hemaglutinación pasiva y la reacción de Widal. Aunque se -

sabe que no todos los resultados positivos de Anticuerpos fluores­

centes que proporcionan cultivos negativos son reacciones falsas -

positivas, pues, hay fracasos tambjén en el método convencional de 

cultivo, esto ha sido demostrado por Goepfert y colaboradores. 

a1 efectuar cultivos repetidos a partir de caldos de enriquecimie~ 

to de aquéllas muestras que en primer instancia resultaron negati­

vas de Salmonella por cultivo y en las que se había diagnósticado 
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presuntivamente su presencia por la re.cnica de anticuerpos fluorescentes 

encontraron que alguna de ellas contenían en realidad Salmonella, es de­

cir que se redujo notablemente el número de muestras positivas falsas 

por la técnica de anticuerpos fluorescentes al efectuarse cultivos repetí~ 

dos de las mismas, este hecho determina la posibilidad de que la técnica 

de ~nticuerpos fluorescentes eea más sensible que el método rutinario de 

cultivo tal como se usa normalmente (6,21). 

Además la técnica de cultivo requiere para su identificación de una pobla 

ción de Salmonel la a partir de un caldo de eenriquecimiento del 1 x 107 :­

bacterias/ml. la identificación de la salmonela por anticuerpos fluores­

centes puede efectuarse con una cantidad mínima de 1 x 104 ó 1 x 105 bac­

terias/mi para observar una sa1mone1a por campo, bajo el objetivo de inmer 

ción al uti1 izar la técnica de anticuerpos fluorescentes. 

Además en la práctica es muy frecuente que los pacientes hayan recibido -

tratamiento antimicrobiano, lo que reduce la -posibilidad de cultivar la 

salmonela. E1 coprocultivo es técnicamente complicado ya que requiere la 

siembra en por lo menos tres medios selectivos, y la realización de reac­

ciones bioquímicas y serológicas con a11ticuerpos específicos, e1 tiempo 

requerido para obtener el informe es de por lo menos 48 horas y el costo 

lo hace inasequible en la mayoria de ios enfermo~ (2.5). 

La 1 imitación más importante del coprocultivo es la necesidad de partir 

de bacterias viables y cuyo crecimiento no sea interferido por la flora 

comensal presente. La presencia de bacterias muertas y de antígenos de­

rivados de estructuras bacterianas no se descubre por el cultivo de heces 

fecales. 

Sería muy importante valorar e1 conjugado polivalente con muestras de he­

ces que se han sembrado en caldos selectivos de enriquecimiento, para po­

der observar si de esta manera son disminuídos los falsos positivos (25). 

Además sería importante determinar la utilidad de este conjugado en el 

diagnóstico de Salrronel la en muestras de alimentos de diferentes origen -

como son los productos cárnicos y los productos de la lec~P. así como la 

correlación que existe entre la técnica de muestras de alimentos, como la 

manera ideal de procesar las muestras de alimentos p~ra elaborar frotis -

utilizados en la técnica de anticuerpos fluorescentes. 
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CONCLUSIONES 

- El suero polivalente obtenido no solo fue eficaz para detectar salman~ 

las pertenecientes a los grupos A al E sino que además fue capaz de 

detectar a salmonelas pertenecientes a los grupos F, H, J, K, L, O y R 

las cuales no son patógenas al humano. 

Además al purificar Jas gamma Qlobul inas la reacción de aglutinación -

con estos grupos fue más evidente y 1·dµida por lo que es recomandable 

que en lugar de usar sueros completos para la técnica de aglutinación 

en placa, se recomienda utilizar gamma globul inas. 

- El conjugado poi ivalente obtenido en el presente trabajo demostró ser 

eficaz para el diagnóstico presuntivo de Salmonel la en muestras de he-

ces. 

Se demostró que la técnica de anticuerpos fluorescentes es un método -

útil para el diagnóstico presuntivo de SaJmonel Ja a partir de muestras 

de heces, teniéndose como principales ventajas: 

a). Catecldr un n~mero relativamente pequeAo de mlcroorganismos del 

género Sa1monel r~. 

b).- El diagnóstico puede ser completado más rapidamente (en 1 ó 2 

horas) en comparación co,r:.el coprocultivo. 

e).- Además permite r.:i:.t•ear una posible Salmonelosis y posteriorme~ 

te solo Jos casos positivos someterlos a pruebas definitivas co 

mo cultivo bacteriológi.co y pruebas serológicas como son: La 

reacción de \./idal, Hemaglutinación pasiva, la prueba de fijación 

de superficie y ELISA. 

La principal limitación que presenta la técnica de Anticuerpos Fluore~ 

centes es que requiere de confirmación por métodos serológicos o Cul­

tivo, y la uti 1 ización de un microscopio de fluorescencia el cual tie­

ne un costo elevado, asr como de personal entrenado en la observación 

de este tipo de tinción. 
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