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INTRODUCC 1 ON

GENERAL { DADES

Las infecciones gastrointestinales son conocidas como una de las entida-
des patoldgicas de mayor incidencia en el
de la edad del

ser humano, independientemente
sujeto; aunguc es preciso, asentar que en los paises sub-

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

excepcidn y una de las primeras causas de consulta y hospitalizacién es
1a gastroenteritis, que ademds, ejerce su maycs impacto entre los
menores de 5 anos { 10,24.29).

Por largo tiempo,

nifios

se han reconocido como agentes causales de gastroente-

ritis aguda tanto a pardsitos comoa bacterias, entre estas dltimas se -

encuentran Shigella, Salmonella, Escherchia coli y otros con menos

fre
cuencia. Actualmente el

nimero reconocido de agentes causales de diarrea
ha aumentado notablemente (cuadro No. 1) (15,24,23,29,30).

Salmonella es uno de Yos agentes clisicos en la produccidn de diarrea, -

y las infecciones por esta se encuentran ampl iamente distribulidas en

to
do el mundo.

Su incidencia es mayor en pafTses y zonas de bajos recursos
aunque, Gltimamente se ha observado un incremento en paises industriali=-
zados debido apaventer

te al mayor consumo de productos alimenticios de
origen animal que son almacenados y luego distribuidos entre grandes ni-
cleos de poblacidn (4,9,11,12,21,24,28,31,34).

La frecuencia con que se aisla Salmonella en coprocultivos de nifos con

diarrea, varia de 3.5 a 13.0%, segin los afios y las estaciones, un dato
que puede explicar la gran incidencia de salmonelosis en nuestro medio

es la alta proporcidn con que se aislan en materias fecales de animales
domésticos ( 9 a 10%).

Las medidas de control estdn encaminadas a la deteccidén de las fuentes

de contagio, de los transmisores y de 10os portadores asintomdticos.

Ade
mds es fundamental el control

sanitario de bebidas y alimentos, ast

co-
mo de las personas que los manejan (2).

CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO SALMONELLA

El género Salmonella est3 compuesto por bacilos cortos, méviles (excepto

S. gallinarum y $§. pullorum), gram negativos, no esporulados, de longitud




Cuadro

Microorganismos causantes de Gastroenteritis

Agentes Clésicos

Nuevos Agentes

Vibrio cholerae
Shigelia®

Salmonel 12°7¢

Escherichia coli-EPEC®
(serotipos enteropatdgenos)
Staphilococcus aureus”

Clostridium perFringesc

Entamoeba histolyticaa

Campylobacter jejunia
Escherichia coli-ETECY
(enterotoxigénica)
Escherichia coli-ETECY
(enteroinvasiva)
- ... _b
Yersinia enterocolitica

Vibrio parahaemolyticusb

Aeromonas hydrophiliab

Clostridiumb
. c
Bacillus cereus
c
Agentes cereus
. a
Rotavirus
. . ._b
Giardia lamblia

Cryptosoporidium

A

3causa de gastroenteritis

b . . . -
solo en situaciones especiales, poco comines

c. . . . . .
importantee en tas intoxicaciones alimentarias

Jorge Olarte, 1985.




variable. No germentan la lactosa o sacarosa, a partir de glucosa produ-
cen acidos y en ocasiones gas y ademds casi siempre producen HZS' Tienen

la propiedad de desarroliarse en presencia de substancias como el Verde -~

Brillante, Tetrationato y el Descxicolato sddico; substancias que inhiben

a otros microorganismos enté&ricos (2,13).

Sus principales reacciones y propiedades bioquimicas se encuentran enlis~

tadas en la tabla No. 1.

ESTRUCTURA ANTIGENICA

Las salmonelas estdn constituidas por una serie de substancias quimicas -
diversas, que van a formar la estructura celular de la bacteria.

Hay tres grupos de antigenos que son importantes para su clasificacidn:
Antigenos somdticos '0'. - Los antigenos somdticos se encuentran localiza
dos en el cuerpo o soma de la bacteria. Son antigenos termoestables que
estdn compuestos de complejos fosfolipidos y polisacdridos. El andlisis
del antigeno '"D" revela que estd constituido de 60% de polisacirido, de -~
20 a 307 de lipidos y de 3.5 a 4.5% de hexosamina. Este antigeno es resis_
tente al alcobol y dcidos diluidos. (2,14).

La hidrdlosis acida suave de los antigenos '"0! determina la formacidn de -
haptenos que reaccionan ceon ios anticuerpos anti-R y anti-0. Por ello,
parece que los determinantes antigénicos especificos 0" estdn localizados
sobre una estructura quimica comin,. el antigens B guc €3 Ju iwcho, el ni
cleo del antigeno "0 (7).

Las cadenas laterales terminales unidas a esta subestructura bisica deter-
minan tanto el gran ndmero de reacciones como la especificidad de cspecie
de los antfgeno "0'' en fase lisa.

La especificidad inmunolégica de los antigencs ''0' puede estar dterminada
per peguefias diferencias estructurales en las cadenas laterales de polisa
caridos, por lo demds idénticos (7).

Las diferencias que se han observado entre los antigenos estrechamente re

lacionados incluyen:

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

2).- Alteracidn de las configuraciones anoméricas; por ejemplo o frente a?



Tabla No. 1

Reacciones Biloquimicas de Miembros del género Salmonella

- no hay reaccidn

d diferentes reacciones +, (+) -

Las freacciones entre parentesis

indican reaccidn retardada

+/(+)} ta mayorTa de las reaccicnes son retardadas y algunas
acurren en 1 & 2 dias.

Prueba o Prucba o .
Substrato Reaccién % (%+) Substrato Reaccion % (%+)
HzS (TsH) + g1.6 (0.8) Rafinosa - 3.0 (0.3)
Ureasa - 0.0 Rammosa + 90.3 {(1.1)

{ndol - 1.1 Malonato - 0.5

Rojo de metilo + 100.0 Mucate d 73.6  (1.3)
VP - 0.0 Jordans tar-

Citrato (Simmonns) d 80.1 (7.0) trato +/(+) B9.3  (1.2)
KCN - 0.3 (0.3) Acetato de

Motilidad + 84,6 sodia d 80.0 (2.7)
Gelatina (22°C) - {(1.1) Maltosa + g6.0 (1.3)
Descarboxilacién Xilosa + gk.0 (0.6)
de lisina + g4k.6 Trealos + 93.5 (1.1)
Hidrolacidn de Celobiosa d 6.5 76.%)
Arginina +/+) 58.5 (34.0) Glicerol d k.5 (17.0)
Descarbolixacidn Nitrato o

de ornitinina + 92.7 Nitrito + 100.0

Acido de Glucosa + 100.0 Oxidasa - 0.0

tactosa - 0.8 Saticin - {0.8)
Gas de glucosa + 100.0 tnositeol d (0.8)
Sucrosa - 0.5 Sorbitol + gkl (4.0)
Mani tol + 99.7 Arabinosa +/(+) 89.2 (0.8)
[Dulcito) d 86.5 (2.7)

+ positiva con 1 6 2 dlas de incubacidn

(+) reaccién positiva después de 3 6 mas dias EWing, W.H. 1986




3).~ Unidén de los monosaciridos adicionales, tales como la glucosa, en

puntos diferentes de la secuencia repetida.

4).- Pérdida de uno de los monosacdridos en las unidades bdsicas trisa

caridas o sustitucidn de uno de ellos.

§).- Presencia o ausencia de grupos acetilos en uno de los azicares re
siduales.
Tales modificaciones pueden producirse ficilmente en los antigenos
AN copncidas de Salmonalla (7).
Las determinantes de los grupos A, E, D y E, por ejemplo, contiene la se
cuencia repetida galactosil-manosil-ramnosa y se diferencian s6lo en sus
configuraciones anoméricas y en los monosacdridos unidos a los trisacar]
dos basicos (figura No. 1) (7).
Antigenos flagelares "H''.- Estos antTgenos son de naturaleza protefca, vy
como su nombre lo indica, son los constituyentes quimicos de los flagelos
de las bacterias. Son termoladbiles, los amindcidos que contienen y el -
orden en que se encuentran determinan la especialidad. Los antigenos -
'H' son inactivados lentamente por alcohol. En algunas salmonelas este
antigeno presenta la llamada variacidn de fase, por lo que se denominan
difasicas, en otras, no se presenta esta variacién y entronces reciben -
el nombre monotasicas (14).
Los antigencs "HY que se cncuentran cn la primera fase se identifican -
con letras v se les denominan antigenos principales y los que se encuen-

tran en la secgunda fasc se designan por ndmeros ardbigos.

Antigenos de superifice '"K''.~- Estos antigenos también se denominan cap
sulares,, comprenden a los antigenos gue se encuentran en Jla cdpsula, o
mas apropiadamente, en los elementos de envoltura. Cuando se encuentran
en cantidades suficientes en la superficie, este antigeno inhibe la aglu
tinacidn de suspensiones bacterianas, vivas o muertas, con su respectivo
antisuero homdlogo ''0'.

El antigeno K puede ser subdividido de acuerdo a sus caracteristicas fi-
sicas y quimicas. Muchas de las variedades del antigeno ''K" no son des-
truidas por la accidn del calor, sin embargo algunas caracteristicas son
alteradas por el calentamiento a diferentes temperaturas y periodo espe-

cifico de tiempo. EI antigeno "K' también es polisacdrido. La reaccién



Figura No, 1

Representacién esquematica de los

antigenos 0

{d = «{-D-galactosili-D-manosil-L-ramnosa
o zB-D-galactosil-D-manosil-L-ramnosa
-l = O-acetil

= ~D~glucosil

e = anfigeno R subyacente contenido en el

de la pared celular

Bernard, D. Davis, 1975

1ipopolisacarido



de aglutinacidn con este antTgeno es lenta y los antisueros producidos tie
nen titulos bajos. Las principales clases de antigenos “K'' que se encuen-
tran en el género Salmonella son el antigeno Vi y el '"M! (2,14).

El antigeno 'Vi'' fue descrito primeramente por Felix y Pitt, resulta funda

mental para aclarar la serologia de Salmonella typhi. Se destruye por ca-

lentamiento a 60°C por upa hora, o bien por &cidos y fenol a determinadas
concentraciones.

El antigeno ‘M'* o mucoide es otra clase de antTgeno "K' que se encuentra -
en las salmonelas, debido a que alguna fraccidn de este antigeno es comin -
para muchas salmonelas, no se ha utilizado de manera general para su dife-

renciacién (2).
VARIAC ION ANTIGENICA

La serologTa de Salmonella estd sometida @ grandes variaciones y no a es-
tructuras antigénicas rigidas como ocurre con otras bacterias.

Puesto que la clasificacién de Salmone!la depende del entendimiento y reco
nocimicntc de los cambios 2 que 10s organismos son sujetos, es necesario -
enumerar y discutir estos fendmenos (2).

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

1la son:

Variacién de antigeno '"H"a '0'.- Se ha conocido por muchos afos que el ti-

po de reaccidn de aglutinacién dado por cultivos moviles e inmoviles de la
misma bacteria es diferente. Smith y Reagh (1903) y Beyer (1904) reporta-
ron que cultivos de S._cholerae - suis dieron una glutinacién flocular vy

que variantes no méviles producieron agregados granulares. En la examina-
cién seroldgica de cepas de Salmonella es absolutamente esencial la distin
cién entre el antfgeno H ( flagelar ) y el antigeno 0 (somdtico) y distin
guir las reacciones dadas por sus correspondientes aglutininas.

La variacién '"H' a *'0" consiste en el desarrollo de formas no méviles o -
mutantes de un cultivo mévil. El material genético es aparentemente el -
responsable del desarrollo del sistema de enzimas que sintetiza la flageli

na, si es perdido o alterado de algdn modo, resulta en la produccidn de -
formas inmévites {(2,14).



Variacién de forma S a R.- Es el cambio en la morfologia y caracteristi

cas de las colonias: de lisas a rugosas. Esto ocurre gradualmente y exis
ten grados intermedios de rugosidad en la transicidn de formas lisas (S)
a rugosas (R). Estos cambios en la morfologia de las colonias estan re-
lacionados con alteraciones en las caracterfisticas de crecimiento y esta-
bilidad en suspensiones salinas (1h4).

Esta variacidn trae consigo cambios antigénicos importantes ya que, los

antigenos de las formas '"RY difieren Jde 105 que se encuentran en ias for-

mas llsil
Variacién de antigeno "Vi'' (Variacién V -~ W).- En este cambio solo afecta
al antfgeno 'Vi', Kauffmann (1935) nombré a las colonias que posefan el -

antigeno ''Wi colonias V, y a las que carecen de el colonias W. Las colo-
nias V son aglutinables con el antisuero 'Vi'' pero no con el antisuero -
"o, La determinacidn del antigeno 'Vi' es importante en el caso de Sal-

monella typhi (2,14).

Variacidn de forma.- Esta es una variacidn cuantitativa en la cantidad de

antigeno '"0'' presentes en la progenie de una especie {2).

Variacidn de Fase.- El antigeno 'H!" o flagelar contiene varias constitu-

yentes inmunoldgicos de tal manera que en una sola especie puede haber -
1,2 8 m3s antfgenos H. Estos antigenos flagelares pueden también presen
tarse en una o en las dos formas llamadas fase | y fase 2. La fase 1 es
compartida solamente por muy pocas especies y es extraordinariamente es-
pecifica.
La fase 2 es compartida por muchas especies y es principalmente inespeci
fica. Los microorganismos cambian de una fase a otra siendo Ilamada es-
ta mutacién variacién de fase (2).
Muchos -sarotipos bacterianos del género Salmonella puede expresar alterna
tivamente uno o otro de dos tipos flagelares antigénicos diferentes, lia
mado fase 1 y fase 2. Los genes estrucrales que determinan la produccidn

de antfgenos como H en todos estos organismos, aunque los flagelos de -

1
fase 1 de muchos serotipos son antigénicamente diferentes de los flagelos
de fase 1 de otros serotipos. Se considera que estos determinantes gené

ticos de la produccidn de antigenos flagelares de fase 1, estdn consti--
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tuidos por una serie de genes alé&licos { o sea formas alternas del mismo
gen) en forma semejante, los antigenos flagelares de la fase 2 de diferen
tes tipos son antigenicamente diferentes pero ocupan un locus cromosdmico
comin 1lamado H,. El locus H, ro estd ligado genéticamente al locus Hy-

2
En cualquier cepa de Salmonella cuando los genes H2 son activos en la sin

tesis de flagelos de fase 2, la actividad de los genes Hl se reprime y v

ceversa (37).

La frecuencia con la cual se reporducen variaciones de fase 1 a fase 2, ©
al contrario difiere de cepa a cepa pero puede alcanzar hasta 10-3.

Aunque el mecanismo que afectda esta regulacién no es enteramente claro -~

los datos genéticos indican que estd involucrado un sitic de regulacidn o

de control en el locus H2 o cerca de él.

Se ha sugerido que esta regidén de control! es un elemento 1S que regula la

transcripcidén del operon Hz, el cual codifica no solo antigenc o antigenos
de fase 2, sino también a un represor que actida sobre el operon H].

Los elementos pueden insertarse en cualquiera de las dos orientaciones -

dentro de un segmento de DNA (37).

cducidos put Bacier iGfagus.- En ja actuaiidad se -

sabe que los wirus gue infectan a bacterias (bacteridfagos) son capaces -
de producir cambios de forma, crecimiento y antigenicidad de las entero-
bacterias en general y, por lo tanto, en Salmonella. Son capaces de afec
tar @ los tres tipos de antigencs, pudiendo transmitir propiedades fisio
iGgicas e inmunoibgicas nuevas (2).

Las caracteristicas generales de los antigenos “'0', "H' asi como uso y -

produccidn de antisueros preparados con miembros del género Salmonella -
(1h).

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

La complejidad antigénica de los bacilos enté&ricos ha sido puesta de ma

nifiesto en el género Salmonella. En gran parte como resultado de los -
estudios sistemdticos de Kauffmann y White se han identificado aproxima-

damente 1000 variedades de relacidn con los antigenos especificos "H' -

‘oM y 'Wil' identificados por medio de pruebas serolSgicas. Los nombres
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de cada una de las especies estdn dados en el esquema de Kauffmann y White
por su estructura antigénica (7)..

Sin embargo, muchos de los antigenos presentan reacciones cruzadas entre -

si, indicando que sus determinantes polisaciridos poseen grupos reactivos
comiines. En relacidn con la existencia de estas reacciones cruzadas Kauff
mann y White han clasificado a las salmonelas en grupos mayores,
dos con letras ( A al ) (7)

M3s del

designa~-

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 antigénicos '"'0' son designados por nimeros. Debe
observarse que todas las especies de un determinado grupo poseen como mi=
nimo un determinante principal de grupo. Pueden hacerse divisiones adi
cionales en estos grupos, en relacidn con los determinantes secundarios -

g (7) .
Los miembros de cada grupo establecido en relacidn con los antigenos '‘O%

pueden subdividirse en especies, segin sus antigenos flagelares "H''. Una
cepa dada puede elaborar en momentos diferentes cada uno de los dos tipos
de antigénos ''H''. Los del primer tipo, denominados antigenos flagelares

de la fase 1, son indicados con letras minusculas y solo se comparten con
pocas especies de salmonela; ei seguadc tipe, antigeno de fase 2, es me
nos especifico son indicados por ndmeros,.

En el esquema de Kauffmann y White, la elaboracidn del antigeno 'WVi" por
una determinada especie se indica con la letra Vi, situadas convencional

mente después de los nimeros que indican los distintos antigenos '0O"
(tabla No. 2) (7).

PRODUCCION DE SUEROS

La produccidn de un suero anti''0'' que contenga solo aglutininas para el

antigeno termoestable se puede realizar mediante el calentamiento a - -

100°C de un caldo de cultivo con el organismo mediante un bafic Marfa o -
un autoclave por dos horas y de esta manera son

inactivados los antigenos
IIHKI.

Después que los cultivos son calentados, estos pueden ser preserva
dos con formalina al 0.3%. Los conejos son
bajo un programa de
(hoja 25 ) (14).

inyectados via intravenosa -

inmunizacién y de esta forma se obtiene el antisuero



Tabla No.

2

Salmonelas mds frecuentemente aisladas tal como aparecen

en el esquema de Kauffmann y White.

Grupo Tipo Antigeno O Ant Tgeno H
Fase 1 Fase 2
A S. paratyphi-A 1,2,12 a -
S. typhimurium 1,4,5,12 i ,
B S. paratyphi-B 1,4,5,12 b ,2
S. derby 1,4,5,12 f.9 -
S. paratyphi-C 6,7,Vi c 1,5
¢, 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 -
D, S. typhi 9,12,Vi d -
S. gallinarum
pollorum 1,9,12 - -
S. anatum 3,10 e,h 1,
E1 S. london 3,10 i, 1,7
Eu S. senftenberg 1,3,19 f,a,t e,n,z,15
G‘ S. pomona 13,22 z 1,6




El suero anti''0" es usado en aglutinacidn en placa para identificar a los
antigenos termoestables de la bacteria. La suspensidn antigénica para es
ta prueba puede ser preparada por emulsificacidn de crecimiento de placas
de cultivo en 0.5 ml. de solucidn salina fenolizada para formar una solu

cidn densa.

El suero anti''0" dilufdo con solucidn salina y la dilucidn depende del
tTtulo de cada suero, pues cada antisuero nuevo es preparado y titulado -
con su suero homblogo y es usado en la mis alta dilucidn en que da una -
reaccidén de aglutinacidén fuerte dentro de 30 a 80 scgundos (i4).

Es posible observar aglutinacidn cruzada entreser>tipos que poseen antige
nos ''0" relacionados. POr esta razdén un organismo que tiene loa antige-
nos 4,5,12 puede ser aglutinado no solo por el antisuero derivado de un -
organismo con idénticos antigenos ''0', sino que también por un antisuero
que contiene aglutininas para los antigenos 4,12,27 puesto que los antige
nos 4 y 12 son comlnes a ambos serotipos. Por esta razén es necesaric -
usar antisueros adsorbidos para determinar si algin cultivo desconocido -
tiene algin altigeno en comim. Como se menciond en parrafos anteriores =~
mas del 95% de las salmonelas aisladas del hombre y animales menores son
miembros de los primeros 5 grupos (A al E} del gé&nero Salmonella, por es-
ta razén es importante producir un suero polivalente que contenga agluti-
ninas "0' para los antigcnos ''0'f poseidos por los miembros de estos cinco
grupos, se puede producir un antisuero polivalente que contenga aglutini-
nas contra los antigenos 1 al 10,12,15 y 19 con cultivos lisos de - =~ =~

S. paratyphi~A, S. paratyphi-B, S. thompso, 5. newport, S. typhi, S. lon-

don, S. newington y S. senftenberg.

La suspensidn del antiyeno se prepara de cada uno de los 8 cultivos, uti-

lizando el mismo método para la produccidn de antisuero de grupo y mezc lan
do cantidades iguales de cada uno para preparar la vacuna (14).

Los antigenos flagelares de Salmonella son determinados por el uso selec-.
tivo de antisueros preparados contra los antigenocs 'H" que poseen los di-

ferentes grupos de Salmonella.

Los antigenos utilizados en la produccidn de antisueros '""H' son caldos -~

de cultivo méviles inactivados por medio de la adicidn de un volumen igual
de solucidn salina conteniendo 0.6% de formalina. Es de gran importancia

que solo se utilicen formas con extremada movilidad para la preparacidn -~

del antigeno ''H'" pussto que este antigeno estd asociado con el flagelo de

la bacteria y es necesario una actividad mdévil para tener una midxima pro~



duccidn de antigenos "H'' (14).

Los antisueros contra antigenos ''H' se utilizan para la identificacidn pre
liminar vy confirmatoria de los microorganismos.

Estos antisueros son aplicados en la prueba de aglutinacidn en tubo (1h4).

En cuanto a la produccidn del antisuero contra el antfigeno 'Vi'' es necesa
rio que el antTgeno se encuentre en la forma Vi

Cualquier bacteria que posea el anligeno '"Wi'' puede ser usada en la produc
cién del antisuerc. Peloffo (1941) mostrd que el antigeno 'Wi' no es inac-
tivado por el tratamiento con alcohol absoluto y propusc que el antigeno -
para la produccidn del antisuero 'Vi'' fuera preparado resembrando el creci
miento de cultivos puros suspendidos en alcohol absoluto y deshidratando -
la bacteria. Este tratamiento inactiva a los antigenos YH'', El polvo re-
sultante se suspende en solucidén salina justamente antes de utilizarse.

Algunos autores utilizan la forma '"Vi'' de Citrobacter 029 (14).
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagnéstico definitivo de cualquier infeccién por Salmonella se realiza
mediante su aislamiento de muchos de los productos patoldgicos que se re-
miten al laboratorio como son los alimentos, sangre, heces, orina, etc(13)
En lo que se refiere al diagndstico Microbioldgico se utilizan medios de
enriquecimiento, como el caldo tetraticnato o caldo selenito, que son -
medio inhibitorios de las bacterias intestinales normales y permiten la
multiplicacién de las salmonelas. Después de una incubacién de 1 a 2 -
dias a 37°C, se transfiere una alicuota 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
realizar una identificacién presuntiva (13).

En cuanto a los medios diferenciales como son el agar Verde Brillante, -
Macconkey o de Desoxicolato permiten poner de manifiesto r&pidamente a
microorganismos no fermentadores de la lactosa como son Salmonella y -
Shigella (2,13).

Los medios selectivos cono son Verde Brillante y Sulfito Bismuto, favore-
cen el crecimiento de salmonelas sobre el de los organismos coliformes -
(2,13).

Las colonias lactosa negativas que aparecen despuds de la incubacién son



seleccionadas para realizar pruebas bioquimicas TSI, LIA y Mi0, finalmen-
te de aqui se seleccionan las bacterias sospechosas de ser salmonela para
realizar la prueba de aglutinacidn en placa y tubo con sueros especificos

tanto som3ticos como flagelares para determinar el bioserotipo (13).
DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Aungue el diagndstico definitivo en la fiebre tifoidea requiere el aisla-
miento e identificacién de Salmonella thphy en diferenctes materiales bio-
158gicos, estos procedimientos necesitan 2 a 3 dias y son, por lo tanto, -
Gtiles para el diagnGstico de anticuerpos contra antigenos ''0' de Salmone
11a, son de gran valor como medios para establecer un diagndstico de pro-
babilidad y, consecuentemente, la posibilidad de iniciar la terapéutica -
antimicrobiana antes de la confirmacidn bacterioldgica.

Actualmente existen varias pruebas szroldgicas para !z deteccidn de anti-

cuerpos contra antigenos ''0'' de Salmonella:

a).- La reaccidn de Widal que ha sido utilizada desde 1896 pero que po-

see varias desventajas, como variabilidad en relacidn con la pre-

2

acién del antigeno, la técnica de cada laboratorio y personal -
técnico (25).

b).- El método de hemaglutinacidn pasiva que como la reaccidn de Widal,
detecta perfectamente anticuerpos pertenecientes a las inmunoglobu

linas M m3s que inmuloglobulina G.

¢).- La prueba de fijacidn de superficie que ha sido propuesta como un
método mé&s digno de confianza comparado con la hemaglutinacidn pa-
siva y la reaccidn de Widal (sin embargo no ha sido aceptado univer
salmente por su falta de estandarizacidn, lo que provoca variabili

dad en los resultados obtenidos en diferentes laboratorios).

d).- El ensayo enzimdtico inmunoespecifico (ELISA) descrita por Carlsson
para la identificacidén de AnLicuerpos contra antigenos '0'" de Sal-
monella. Aunque los resultados preliminares demostraron que ELISA

es especifico y de alta sensibilidad, no han sido establecidos los



tTtulos de anticuerpos con significado cTinico.

En Jos {ltimos afios se estudia la utilidad de un sistema de contrainmuno-
electroforesi's (CIE) para la identificacidn de anticuerpos contra el lipo
polisacdrido (LPS) de los antTgenos somdticos de $. typhi, estandarizada
con base en la concentracién de carbohidratos del LPS (25,31).

Es importante mencionar que ningin método seroldgico ofrece, por si mismo
pruebas suficientes para determinar si un paciente sufre una infeccidn de
terminada, y@ que la existencia de anticuerpos séricos sGlo indica que el
sujeto ha sido estimuiado paraproducirlos, ya sea como resultado de una
infeccidn pasada o presente, como resul tado de vacunacidn o por reinfec-
cién, subclinica y, en ocasiones, estas circunstancias pueden condicionar
una elevacidén en el titulo de anticuerpos semejantes al observado durante

<! curso de la enfermedad (2,25,31).
DIAGNOSTICO POR LA TECH{CA DE AMTICUERPOS FLUORESCENTES

La técnica de anticuerpos fluorescentes (AF) es de gran valor cuando se
usa para la deteccidn rdpida de Salmonella, este método acorta el procedi

miento produciendo una importante reducci6n de tiempo y, ademds, con un -

[¢]

costo significativamente menor. POr ejemplo, en la industria alimen
los productos son muestreados para determinar si estdn contaminados por -
Salmonella, ios procedimientos de cultivo estandar pueden requerir de 5
a 9 dias y segiin fue estimado en 1971 tener un costo entre 5 a 7 dolares
por muestra, ademds el costo de prérroga y almacenamiento de muestra, es
incremento proporcionalmente con el transcurso del tiempo durante la prug
ba (4,5,21, 28,34).

E1 método de AF introducido por Coons emplea globulinas sericas marcadas
con colorantes fluorescentes para localizar el antigeno correspondiente

v se ha utilizado con diversas modificaciones para la identificacién y -
visualizacidn de bacterias virus, protozoos, hongos, antigenos de tejidos
normales y también para la deteccidn y caracterizacién de anticuerpos s&
ricos; estas técnicas son un instrumento muy Gtil en el laboratorio cli~

nico de Microbiologfa (28,34,36).

Esta técnica fue aplicada por primera vez para la identificacién de Salmo

nella durante un estudio realizado por Thomason y colaboradores en 1957,



donde se demostrd que los antigenos 'O, 'Vi''y '"H'' de Salmonella Typhi

pueden ser coloreados individual o colectivamente por el uso de anti

cuerpos especificos marcados con fluoresceina {(4,6)

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

alimentos fue adoptada por la Asociacidén Oficial de Quimicos Analistas

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 después de 5C a 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 inmunologia con la precisién de la microscopia (28).

Especificidad.- El anticuerpo con el cual el colorante fluorescente es -

conjugado, es una proteina que tiene una alta especificidad reactiva pa-
ra el antigeno homélogo que se busca, por lo tanto, el anticuerpo solo -

debe reaccionar con el antigeno de la bacteria, virus, tejido celular -~

etc. para el cual fue preparado (10,28).
Rapidez.- El procedimiento dc marcado y examinacidn microscopia puede -
ser completado cn una o dos horas.

Sensibilidad.- La sensibilidad de esta técnica es alta y puede ser deter
minada exactamente porque ia fuerza de la flucrescencia especifica puede

ser medida cuantitativamente (28).

En esta técnica un anticuerpo fluorescente potente y especifico es muy -
necesario, por lo tanto, el antisuero de partida debe contener un titulo
alto y ademds debe contener poco o nada de anticuerpos contra el tejido
normal (6).

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

absorcidn caracteristica en amplitud de excitacidn y eficiencia no es -
suficiente para que un colorante sea efectivo.

idealmente un colorante debe conjugarse rdpida y firmemente con el anti

cuerpo, ademds, tener una buena cficiencia de fluorescencia y suficien-

te estabilidad (28,36).

Cuando se inciid el desarrollo de la té&ncia de AF (1950) la atencidn de

los investiggadores se enfocd principalmente al descubrimiento de los -
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colorantes que cumplieron las condiciones anteriores. El isocianato de
fluoresceina, fue el primer colorante que utilizd Coons y otros investi
gadores, y encontraron que la conjugacién fue irregular y ocasionalmente
acompafiada por desnaturalizacidén del anticuerpo y reduccidn de su acti-
vidad. Ademds, el proceso mismo de marcado, resultd dificil de manejar.
Con el propSsito de vencer estas dificultades se realizé una bisqueda in
tensiva de otros colorantes (28).

Riggs y sus colaboradores (1958) fueron capaces de sintetizar lIsotiocia
nato de flurcesceina (FITC), en el cual el grupo lIsotiocianato sustitu-
y& al cianato en la molécula de tiocianato de fluoresceina (figura No.2)
Este colorante con fuerte fluorescencia verde amarillenta, cumple todas
las condiciones requeridas por la técnica de AF, y es considerado el res
ponsable del posterior desarroilo y refinamiento de la té&cnica de anti-
cuerpos fluorescentes (17,28,36).

Posteriormente se descubrid otro colorante fluorescente DANS (Scido 1-
dimetilamino-naftalen-5-sulfénico), con fluorescencia amarilla, pero tig
ne las desventajas de tener una eficiencia baja al ser comparado con FITC
y el ser raramente utilizado (36).

Cuando se requiere usar una coloracién de contraste se pueden usar otros
colorantes fluorescentes rojos como ia Rodamina y otros de su serie, sin
embargo, su eficiencia fluorescente y el marcado especifico es bajo (17,
28,33).

Las proteinas contienen distintos grupos quimicos que pueden unirse con-
los fluorocromos, los grupos amino libres y carboxile terminal de cada -
cadena de proteina pueden reaccionar con estos colorantes, ademds exis-
ten grupos amino libres de la lisina que se encuentran al lado de la ca
dena, asT como varios grupos carboxilo terminal en los dcidos aspartico
y glutdmico residuales (36).

CONDICIONES DE REACCION DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES.

La dilucién del anticuerpo fluorescente, tiempo y temperatura de marca-
do, pH del buffer salino y el lavado se checa cuidadosamente (32,36).

El tTtulo del conjugado se determina con el antigeno hom&logo, también
su habilidad para marcar antigenos relacionados se determina con antige
nos heterdlogos. Generalmente se prepara una serie de diluciones dobles

del conjugado en solucién salina y se marcan las muestras aporpiadas.
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Figura WNo. 2
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La dilucidn de trabajo del anticuerpo debe tener de 2 a 4 unidades de co-
loracién (28).

Para medir la especificidad de la técnica de anticuerpos fluorescentes se
requiere de los siguientes controles:

Como antfgenos, tejidos no tratados o no infectados, tejidos fijados no -
coloreados, ninguno de estos controles debe mostrar fluorescencia al mi-
croscopio. Ademds de la utilizacidn de anticuerpos heterdlogos en la co-

loracidén con los cuales no se debe presentar fluorescencia (28).
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0OBJETIVOS

Obtener un suero polivalente para la identificacién de microorganismos

del género Salmoneila de los grupos A al E.

Preparar un conjugado fluorescente para la identificacidn presuntiva -

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

Mediante la utilizacidon de heces determinar si el conjugado fluorescen
te es capaz de detectar Salmonella y diferenciarla de otras enterobac~

terias.

Determinar la correlacidn entre la técnica de anticuerpos fluorescentes
y un método convencional de cultivo para el diagndstico presuntivo de

Salmonella a partir de muestras de heces.
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METODOLOG I A.

I.- OBTENCION DEL ANTISUERO.

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

Yla ( del A al E ) se utilizaron cultivos lisos de S. paratyphi-A, -

S. paratyphi-B, S. tompson, S. newport, S. typhi, S. london, - - =

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

Il. a).- Aspecto liso de los colonias al ser observadas al microscopio -

1.1.b) .-

f.1.¢c).-

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
pio esterioscdpico y seleccionar 4 colonias lisas de cada uno -~
de ellos. Las colonias deben ser circulares, tener bordes ente-
ros y superficie regular, si no son asi, se descartan, lnocular

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

o tde s et e leeeny S e taae -
Caldo 30ya tripticasa (750) y €n uin tubys <onn 5 Wi de Lase de -
agar sangre inclinado (14, 34).

Formacién de botén en caldo soya tripticas.- Incubar los tubos
de TSB ya inoculados durante 4 horas en 37°C posteriormente ca
lentar a 100°C por una hora y refrigerar @ 4 C de 18 a 24  ho
ras. Al finalizar este periodo los tubos que contienen a cul-
tivos lisos deben formar botones de sedimentacidn cirulares vy
con bordes regulares, los que no los formen asi son rugosos vy

se descartan (14).

Aglutacidn con su suero homélogo, solucién salina, suero nor
mal y conejo y solucidn de acriflavina.- Este examen se real i
za con el fin de detectar aglutininas contra Salmonella en el
suero al ser enfrentado con diferentes serotipos de Salmonella,

ésta técnica se realiza como se describe a continuacidn

1).- Utilizar placas de vidrio marcadas en cuadros de una pulgada (figu



Figura No. 3

Preparacidn del antisuero polivalent
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. B,

Preparar una solucién densa de los antigenos a probar (esta solucidn
se obtjene del crecimiento de los tubos de BAB inclinando que fueron
incubados a 37°C por 24 horas y resuspendido en 0.5 ml de solucién =
salina 0,85% estéril},

Colocar 0.1 ml de la diluclidn del antisueroc homdlogo dc referencia -
en ios rectdngulos. Para cada antfigeno utilizado colocar 0.01 ml de
solucidn salina, 0.01 ml de solucidn de acriflavina a una concentra-
cién final de 1:10000 y 0.01 ml de suero normal de conejo (controles)

Adicionar una gota del antigeno o probar al antisuero que se encuen-
tra en el protaobjetos y a los controles, mezclar con asa, mover las

placas durante un minuto y leer la reaccién de cruces.

Las mezclas son observadas con ayuda de una lampara y los grados de
aglutinacidn presentados son reportados como sigue:
4+ = 100% de las bacterias aglutinadas

3+ = 75% de las Lacterias aglutinadas

2+ = 50% de las bacterias aglutinadas

L]

1+

25% de las bacterias aglutinadas

ultivos lisos deben aglutinar con su suero homSlogo y dar reaccidn

iva con solucién salina, acriflavina y suero normal de conejo, se-

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

homélogo (34,35).

1.2.-

Preparacidn de la vacuna.~ lnocular botellas que contengan 50 ml
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 (100°C) por una hora.
Adicionar 0.3 ml de formalina a cada botella y refrigerar a 4°C

durante 24 horas.
Realizar una prueba de esterilidad a cada uno de los antfgenos, -

inolucando 1 ml de cultivo formalizado en una placa de BAB, incu-
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Figura No. &

Técnica de Aglutinacién en placa.
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bar a 37°C por 24 horas, no debe haber crecimiento, de lo contra-
rio se deja inactivar otras 24 horas a 4°C.

Cuando todos los cultivos den prueba de esterilidad negativa pre-
parar la mezcla antigénica con cantidades iguales de los 8 culti-
vos (14).

1.3.- Inmunizacidn.- Seleccionar 5 conejos cuyo peso fluctué entre - -
2.5 - 4 kg y fueron immunizados de acucrdo al siguiente esquema -
de inmunizacidn.

Calendario de Inmunizacidn

Dia Via de VoliGmen de Sangria
inoculacidn inoculacion

1 Intra venosa 0.5 ml -

5 Intra venosa 1.0 mt -

9. tntra venosa 2.9 ml .-

13 Intra venosa 3.0 mi -

17 Intra venosa L.om! -

20 - Sangria de
prucha

21 Intra venosa 4.oom -

28 - Sangria total

Después de la gquinta inoculacién realizar una sangrfa de prueba y deter-
minar el titulo de anticuerpos homélogos en el suero para cada uno de -
los antigenos, y en cada uno de los conejos inmunizados. Utilizando la
técnica de aglutinacidén en placa descrita en el parrafo l.1.c.

Si el titulo es menor de 1:4 es necesario, administrar una sexta inocu-
lacibén aumentando al doble la cantidad de antigeno de la especie de sal=
monela que se encuetre baja en titulo. Sangrar los conejos 7 dias des-
pués de la Gltima inmunizacidén (14).
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Evaluacién del suero.- Preparar los antigenos de evaluacidn de -
la misma forma como se describe en el pirrafo 1.1.c. con la colec
c7én de cepas proporcionadas por el Instituto Nacional de Enferme
dades Tropicales.

Realizar diluciones del suero hiperinmune en solucidn salina fisio
16gica estéril (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64).

En una placa para titulacién colocar una gota del antTgeno de eva-
luacién y una gota de cada dilucidn del suero, mezclar con asa de
platino.

Agitar las placas durante 30 a 60 segundos y observar si existe -
aglutinacidén. Determinar el titulo del antisuero en la dilucién -
md3s alta en la cual el suero presenta una fuerte reaccién con el -
antigeno de 3 a 3+) (14,34.35).

Purificacién de Gamma Glohulinas con Sulfato de Amonio.- La preci
pitacién de la gamma globulina por &ste método se debe al fendSmeno
de ''salting out', 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 ademds neutralizan los qrupos cargados

de 1a proieina, Ta cual Tiega a su puniv isoelécirico y precipita

Reactivos:
Sulfato de Amonio saturado (SAS)

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

de agua destilada.

b).- En el momento de ser utilizada esta solucién ajustar a pH~

7.0 con Hidréxido de amonio 1IN

Solucién salina 0.85%

a).- Disolver 8.5g de cloruro de sodio en un litro de agua desti~
tada.

b).- Ajustar a pH 7.-

Solucidn salina amortiguada de Forfatos pH 7.0 (PBS).
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a).~ Disolver 1.4g de Na,HP0, en J0OO ml. de agua destilada

R).~ Disolver 1.4g de NaHzPOh‘ HZO en 100 ml, de agua destilada.

cl.~ Adicionar a la solucidn (a) ia cantidad suficiente de (b) pa

ra alcanzar el pH 7.Q adicionar B8.5g de cloruro de sodio y -

aforar a 1 litro.
Cloruro de Bario al 5%

Disolver 5g de cloruro de bario en 100 ml de agua destilada.

MetodologTa:

Ajustar a pH 7.0 el suero antes de adicionar SAS

A 20 ml de suero hiperinmune agregar, 100 ml de SAS gota a gota y
con agitacidn constante,

Dejar en agltacidén constante durante 15 minutos,

Centrifugar a 3,0QQ rmp durante 20 minutos.

Decantar el sobrenadante y disolver el precipitado en 200 ml. de
solucién saturada de sulfato de amonio.

Repetir los pasos 1, 2, 3, %, y S en dos ocasiones mis

Disoiver el {ltimo precipitado en 20 ml de solucidn salina pH 7.0
Colocar ésta solucidn en un tubo de didlisis

Dializar en un buffer de fosfatos pH 7.0 a 4°C, cambiando el buffer
frecuentemente. (figura No. 5)

£n cada camhio de buffer determinar si el dializado contiene sul-

fatos por medio de la adicidn de una solucidén de cloruro de bario
al 5% al dializado.

Si aparece un precipitado Hlanco continuar -~
dializando.



28

Figura No. 5

Fraccionamiento del Suero
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Si no aparace el precipitado, retirar la globulina del tubo de dia
lisis y centrifugar a 7,000 rpm durante 15 minutos y desechar el -

sedimento.

Determinar la cantidad de protefnas por el método de Biuret y rea-
lizar inmunoelectroforesis para verificar la pureza de la fraccidn
obtenida (19,27).

11.2. peterminacidn de protefnas por el método de Biuret.

La reaccién de Biuret se base en que al reaccionar un reactivo al-
calino de cobre con una sustancia que contiene dos o m8s enlaces -
peptidicos, se produce color azul violeta debido al complejo que -

se forma entre el ion ciiprico y dos enlaces peptidicos adyacentes.

Reactivos:

Tratado de sodio y potasio - - - - - = - - - 9q
CUSOQ. HZO _______ 39
F PP Sg

NaOH ).2N libre de carbonatos

Disolver el tratado en 400 ml de NaOH y aqui disolver el CuSOu.HZO
(pulverizado) ya disuelito adicionar Kl y llevarlo a 1 1t. con ~ -~
NaOH 0.2N libre de carbonatos.

Preparar la curva patrdn se porcedid de la manera siguiente:

Disponer de una solucidén patrdn que contenga 10 mg/ml de alhdmina.

Preparar una serie de tubos que contengan cantidades crecientes de
solucidn patrén de albumina, como se muestra en el cuadro siquiente
adem3s de un tubo blanco que contiene todos los reactivos menos la.

proteina.
Debe ser respetado el orden de adicidn de Jos reactivos
Mezclar y calentar a 50°C por 15 minutos para desarrollar el color.

Leer las absorbancias del tubo 2 al 7 contra el blanco a 540 mm.
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6. Se traza la curva patrén con la densidad &ptica (D.0) vs concentra-

cidn de la muestra.

7.- A 1 ml de la muestra adicionar 2.5 m! de NaCl 0.9% y 1.5 ml de reac-
tivo de Biuret, leer e interpolar en la curva para conocer la concen

tracién (1).

Curva Patrdn

Reactivos Num. de Tubos
1 2 3 4 5 6 7
ml de muestra - - - - - - -
Albimina 10 mg/ml - 0.1 0.2 0.5 1.C 1.4
NaCl al 0.9% ml 3.5 3.4 3.3 3.0 2.5 2.1 2.8
Reactivo de Biuret 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

11.3.- Inmunoelectroforesis.

Los diversos componentes electroforéticos de una mezcla de pro-

teTnas, como el suero, son sepatados primero mediante su carga ~

eléctrica y difunden a distintas velocidades formando diferentes
bandas en el gel que al ser enfrentadas con el antisuero este se -
difunde a través del gel y aparecen lineas de precipitacién como

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

proteina antigénica

Material:

Agarosa
Buf fer de Barbituratos
Solucién salina al 0.85%

Glicerina
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Merthialate
Colarante Rojo de Panseau
Paortactjetos 26 x 7& mm y T.T a 2 mm de espesor

Camara de electroforesis
HMetodalogita:

Disollver por medio de calemtamiento 1.6g de agarosa en 100 ml de

Bufifer de BarbBfturatas difllwida §:5 en agua destilada.

Agregar tres gatas de glicerima y una gota de merthiolate en una

diilluciiagn final de :7000C.

Calacar las portachbjetos com agarosa en una cdmara himeds hasta

el momento de wtilizarias.

Hacer las perforaciones em las placas como lo indica la siguiente
fiigura y coliocar 0 pi de la solucidén de globulinas obtenida en -

llos arifiicios laterates.

Colacar las placas em la cdmara electroforesis que contiene Buffer
de barbituratas.

Apliicar %0 volts par placa durante 45 minutos.

Posteriarmente al corrimienta llenar el orificio central de la -
placa com suera Anti conejo, y calocar 1a placa en una cdmara hi-
meda par 2k haras.

tavar la placa con solucidn salina durante dos dTas y un dia con -
agua destilada.

Oejar secar al airec la placa hasta que la agarosa se deshidrate.
Tefiir las placas introduciéndolas al colorante Rojo de Ponseau du

rante 15 minutos.
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Lavar con 3cido ac&tico al 5% para eliminar el exceso de colorante.
Dejar secar al aire y observar (27,36).

Conjugacidn.

Reactivos:

Buffer de Carbonatos

Solucién A: N32603 ————— - -~ - 5.3g
R0 R 100 m)

Solucién 8: NaHCO, = - = ~ ~ = =~ - - 4,29
Hy0 = mm - ~ - - 100 .-

Adicionar la solucidn A a la solucidn B hasta alcanzar el

pH de ~
9.0 a 9.5

Metodologfa:

Diluir la solucidn de globulinas con solucidn salina al 0.85% has-
ta obtener una concentracidn final de 2 a 3% de proteinas.

En este trabajo se iomarcn 16.8 ml de la solucidn de flobulinas ob
tenidas y fueron diluidas a un volumen final de 30 ml.

Ajustar el pH de la solucidn de globulinas de 9.0 a 9.5 con Buffer
de Carbonato-Bicarnonato ©.5M pH 9.0

Colocar la sclucidén de globullinas en un vaso de precipitados y
agitar suave y continuamente a 4°C {figura No. 6).

Eliminar el exceso de fluresceina en una columna de Sephadex

6 - 50 (19,22,27,32).

Preparacidn de la columna de Sephadex G-50.

Principio de la filtracién en gel. El gel tiene poros cuyo tamafio

dependerd del grado de entrecruzamiento del gel. Las moléculas -

que pueden penetrar en estos poros serdn retenidas por el gel mien
tras que aquellas que scan demasiado grandes serdn arrastradas a

través de la columna por la fase mOvil. La separacién por lo tan-

to resulta dependiente del peso molecular de las substancias conte
nidas en ja mezcla.



Figura No. &

Técnica de Anticuerpos Fluorescentes

Preparacidn de la vacuna

Ilnmunizacidn gn conejos

Determinacidrn del titulo de

antiguerpos

Purificacidn|del anticuerpo por
medio de preripi:aciéﬂ con su!
e

fato de amonio.

Reaccidn del exceso de colorante
por Filtraciﬁn en coiumna de -
Sephadex G-5

Determinacign del titulo del -

conjugado.
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Material:

a).- Conjugado
b).- Sephadex G-50

c}.- Buffer de fosfato pH 7.6 con Merthiolate a una concentracidn
final de 1:10000 '

Metodologla:

Pesar 1203 de Sephadex G-5Q seco y ponerio en un vaso de precipita
dos.

Agregar )} 1t de Buffer de fosfato pH 7.6, mezclar y dejar sedimen—
tar, decantar y descartar las particulas finas de Sephadex, repetir

3 a 4 veces, hasta que no haya particulas finas en suspensidn (32).

El Sephadex ya lavado se deja hidratar de 3 a 4 dfas, se quita la mayor -
parte del! sobrenadante y
jar secar el gel, vaciar

el gel estd listo para montar la columna. No de-

el gel en la columna procurando que no’sé.formen-
burbiijas de aire y deJar que sedimente el Sephadex.

Lavar Ja columna haciendo pasar el doble de su volumen de Buffer de fos-
fato pH 7.6 ajustando al mismo tiempo el flujo de la columna. Para un -
lecho de 40 em de altura por 1.25 cm de didmetro, el volumen del

flujo -
de salida no debe de exceder de 3 ml por cada 5 minutos. Es

posible pa-
sar a través dc &sta columna alrededor de 15 ml de conjugado

cuya concen
tracién de proteinas 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
eludir con buffer de fosfaro pH 7.6

comienza a

El material pasard por la columna separando en dos bandas de
tlo la mds r8pida es la del conjugado.

color amari-

Recoger e) conjugado, tirando las primeras gotas, las cuales

salen muy -
dfilufdas,

La segunda banda es fluoresceina no conjugada que puede eliminarse de la
columna con lavados sucesivos con Buffer.

El volumen del conjugado polivalente obtenido después de eliminarse el
exceso de Isotioclonato de fluoresceina por ci

paso de la solucidn de
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globulinas a través de la columna de Sephadex G-50 fue de 40 ml], el cual
se distribuyS inmediatamente el alicuotas de 0.5 ml en viales para antibio
tico de 5 ml de capacidad, se envasé y liofilizé obteniéndose finalmente

80 viales con 0.5 ml de cada uno (8,32).
t1i.1.- Titulacidn del conjugado.

Material:
Buffer de Fosfato pH 7.6

Solucién filjadora:

Alcohol absoluto = = = = = = = 60 ml
Cloroformo = e = e = - - 30 ml
Formalina .- - = - - 10 ml

Mezclar y envasar esta solucidn.

Solucidn salina 0.85 &

Con jugado

Portaobjetos de 26 x 76 mm y 1.1 a 1.2 mm de espesor

Tubos con TS8

Glicerina tamponada:
Solucidén salina amortiguada de fosfatos pH 8.5

Solucidn A;

KHPO, = = = = - - == 24.25g
NaCl == = === == 8.59
Agua destilada - ~ ~ - -~ -~ - c.b.p. 100 ml
Solucidn B:
KHZPOA ------- - 24.4g
NaCl -=--=---- 8,5

Agua destilada ~=--=-=-=-=-+- c.bp. 10C ml.
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Mezclar la solucién A 1QQ ml. con 1 ml de solucidn B.
Tomar 1 m! de ésta solucién y mezclar con 9 ml de glicerina

grado reactivo, mezclar con movimientos suvaves.

Preparacidn de frotis utilizados en la prueba de Anticuerpos
fluorescentes,- lInocular tubos que contengan 10 ml de TSB con

cultivos lisos de S. paratyphi-A, S. paratyphi-B, S. thompson

S. newport, S. EZEhi’ S. london , S. newington, y S. senften
Berg (un caldo por cada cultivo), incubar a 37°C por 24 horas

Posteriormente centrifugar todos los cultivos y hacer 3 lava-

dos con solucidn salina al 0.85%. Resuspender finalmente en
Q0.5 ml de solucidén salina.

Preparar & frotis por cada serotipo utilizado y un portaobje
tos para cada uno, Colocar una gota de cada suspensidn y ex
tenderla en la superficie del portaobjetos, dejar secar al -
aire (36).

Marcar con un 18piz diamante el contorno de la muestra (cir-
culos de 2 cm de didmetro).

Fijar los frotis con la solucidn fijadora por 3 minutos y en-

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

Diluciones del conjugado,- hacer 1las siquientes diluciones
del conjugado: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 con PBS pH -
7-6

Tincién del frotis.~ Por cada dilucién del conjugado tedir

una serie de laminillas que incluya cada uno de los diferen

tes serotipos de Salmonella. B
Colocar una gota del conjugado en la superficie de cada fro

tis . -
Incubar en cdmara himeda a 37°C por 15 minutos.

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

cidén en una caja de coloracidén y posteriormente 5 minutos en
agua destilada tamhién en agitacidn, secar al aire los fro-

tis ya tediidos. Colocar a cada uno una gota de glicerina -

tamponada, colocar un cubreobjetos y observar al microscopio
de fluorescencia (18, 36).
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11i.1.d).- Observar al microscipio de fluorescencia.,- Registrar locs grados

de fluorescencia de la forma siguiente:

L+ = Muy brillante amarillo - verde

3+ = Brillante amarillo - verde

2+ = Fluorescencia visible pero muy poca brillantes
1+ = Apenas visible la fluorescencia

- = No fluorescencia

Se considera el tTtulo del conjugado la Gltima dilucién que de

una fluorescencia de 3+ (19,36).

EVALUACION DEL CONJUGADO FLUORESCENTE

Se analizaron un total de 38 muestras de heces provenientes de nifios
cuyas edades varian entre 8 meses y 5 afios que asisten a la guarde-
ria Margari ta Salazar Erro. De estas 38 muestras se contaminaron -
16 con Salmonella en el laboratorio, posteriormente, todas estas -~
muestras se analizaron en forma ciega por la técnica de anticuerpos

fluorescentes para detectar Salmonella.

Procedimiento:

a).- Se colocd una serie de 38 tubos de ensaye de 13 x 100 con 1 ml

de solucidn salina en cada tubo.

b).- En cada uno de los tubos se colocd una asada de la muestra de
heces y se homogenizé.

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

d).- Se tomd una gota de sohrenadante y colocd en la superficie de

un portaobjetos, extendiéndola y dejando secar al aire.

e).~- Cubrir cada frotis con el conjugado fluorescente diluido 1:8
siguiendo la técnica descrita en 11l.l.c. y se ohservé al -

microscopio de fluorescencia.
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Registrar la presencia de bacterias fluorescentes, considera_rl
do muestras positivas los frotis que muestren a partir de dos
bacterias fluorescentes por campo de inmersidén y negativas -
cuando exista uno o ninguna bacteria fluorescente (19}).

Por otro lado se analizaron otras 16 muestras de heces para -
la blisqueda de Salmonella utilizando la técnia de coproculti-
vo y la técnica de anticuerpos fluorescentes simul tdneamente
y en forma 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 infeccidn por Salmonella.
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RESULTADOS

El voldmen del suero polivalente contra Salmonella que se obtuvo al san-
grar a los 5 conejos fue 200 ml, el cual al ser titulado aglutind con las
salmonelas pertenecientes a los grupos A al E, ademds se observd aglutina
cidén con salmonelas pertenecientes a los grupos F, H, J, L, Oy R a un i
tulo muy bajo, como puede ser apreciado en la tabla No. 3

Al ser fraccionado el suero con sulfato de amonio se obtuvieron 60 ml de
globulinas cuya concentracién proteica fue 71.25 mg/ml.

Al ser titulada la solucién de globulinas por la técnica de aglutinacién
en placa se observé que mientras algunos grupos se Salmonella aumentaron
en titulo algunos con el CJ se mantuvieron con el mismo, ademds se agluti
nd con salmonella pertenecientes a los grupos G, L, M, Ny S con los cua-
les se obtubo una reaccidn en titulos bajos, esto es dehido a que los an-
ticuerpos se concentraron Yy la reaccién con su antigeno homélogo es mis -
evidente, pues no sufren el efecto de dilucidn causado por los otros com-—
ponentes del suero (tabla No. 4).

Para hacer el conjugado fluorescente solo se tomaron 16.8 ml de la soilu-
cién de globulinas y la solucién restante fue almacenada a 4°C, con mer-

e una concentracidon final de 1:10000 que podrd ser utilizada -

como suero , suerc polivalente en la identificacién de Salmonella a una -
dilucién 1:3 por la técnica de aglutinacidn en placa.

De los 80 viales obtenidos del anticuerpo fluorescente fueron utilizados

algunos para titular dicho conjugado con las almonelas pertenecientes a

los grupos A al E se encuentran enlistados en la tabla No. 5, en la cual

se puede apreciar que en la dilucién 1:8 estd el tTtulo del conjugado, -
pues en esta dilucidn la mayoria de los grupos presentan una fluorescen-

cia de 2 a 3+, excepto con salmonelas pertenecientes a los grupos E2 que

presenté una florescencia de 1+ a esta dilucidn.

El conjugado fluorescente se titulo también con otras entercbacterias co

mo Shigella, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella, Citrobacter

y Arizona con el objetivo de determinar reacciones cruzadas, los resulta
dos obtenidos se enlistan en la tabla No. 6 en donde como se puede obser
var que Escherichia coli,Kiebsiella y Citrobacter presentaron fluorescen

cia de 1+ en ina dilucién 1:4, sin embargo Arizona did una fluorescencia
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de 1+ basta la dilucién 1:8,

Cuando se realizd la evaluacién del conjugado con las 38 muestras de he-
ces, de las cuales se inocularon 16 con diferentes grupos de Salmonella

se observSd que este fue capaz de detectar las muestras de heces, que con
tenfan salmonela independlentemente de la gran cantidad de bacterias pre
sentes en estas muestras (tahla No. 7). Egﬁgsta tabla se puede observar
que del total de las 38 muestras analizadas se obktuvieron 4 falsas posi~
tivas (muestras de heces que no fueron contaminadas y presentaron fluo-

rescencia) es decir que existieron reacciones cruzadas con otras entero=
bacterias y una falsa negativa (muestra de heces que fue contaminada y =~
no presentd fluorescencia), del total de las muestras analizadas se iden

tificaron correctamente 33 muestras es decir se ohtuvo una correlacidn
del 86%.

En la tabla No. 8 se encuentran reportadas los resultados ohtenidos en -
el estudio de las 16 muestras de heces las cuales fueron analizadas con
:l fin de determinar la presencia de Salmonella en el transcurso de una
infeccidn por esta, en los cuales puede apreciarse que de las 16 muestras
8 fueron positivas por la técnica de Anticuerpos fluorescentes y 4 por -

Coprocuitivo obteniéndo una correiacién dei 75%.
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Tabla No. 3
Titulacién del suero polivalente
A-E por la técnica de Aglutinacidn

Antigenos Grupo Diluciones
1:2 1:4 1:8  1:16  1:32 1:64

S. parathohi-A A + tr - - - -
schleissheim B 3+ 2+ + - - -
Thompson CI b4y by 3+ 2+ + tr

S. virginia c, 3+ + - - - -

S. gallinarum DI 34 - - - -

S. orion E’ 3+ 2+ + tr - -

S. newington Ez 3+ 3+ 2+ tr - -

S. minneapolis 53 Ly 3+ 2+ + - -

S. senterberg El‘ L4 3+ 2+ + - -

S. aberdeen F + tr - - - -

S. poona G] - - - - - -

S. worthington (32 - - - - - -

S. carrau H 2+ + + tr tr -

S. florida H + + tr - - -

S. gaminara i - - - - - -

S. Kirkee J - - - - - -

S. cerro K tr - - - - -

S. minnesota L tr - - - - _

S. michi S$B522 M - - - - - -

S. urbana N - - - - - _

S. monschaui 0 tr - - . - _

S. inverness P - - - - - -

S. champaign Q - - - - - -

S. riogrande R 2+ tr - - - -

S. bulawayo R + tr - - - -

S. waycross S - - - - - -

S. weslaco T - - - = - -

S. berkeley u - - - - - -

S. niarembe \ - - - - - -

S. deversoir W - - - - - -

s. dugbre W - - - - - -

S. bergern X - - - - - -

S. dahlem Y - - - - - -
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Tabla No. 4
Titulacién de la solucidn de Gammas A-E

por la técnica de Aglutinacidn

Diluciones
AntTgenos Grupo 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
S. paratyohi-A A 4y 2+ + tr - -
S. scheleisshem B by 3+ + tr - -
S. thompson <, L by 3+ 2+ + tr
S. virginta c, L'FS b 3+ 24 + -
S. gatlinarum D] L+ 2+ + tr - R
S. orion E] by 2+ + - - -
S. newington E, Ly L+ 44 3+ 3+ 2+
S. minneapolis x—:3 b+ L+ 3+ 2+ + -
S. senftenberg EQ Ly 3+ 2+ 2+ + tr
S. aberdeen F + tr - - - -
S. poona G] - - - - - -
S. worthington G2 - - - - - -
S. carrau H 2+ 2+ + tr - -
§. florida H 2+ C 2+ + tr - -
S. gaminara { 2+ + tr - -
5. kirkee J 2+ + + tr - -
S. cerro K 3+ 3+ 2+ - - -
S. minnesota L b4 3+ 2+ 24 - -
S. michi $B522 M 3+ 2+ + tr - -
S. urbana N + -tr - - - -
S. monchaui 0 - - - - - -
S. invernees P - - - - - -
$. champaogn Q - - - - - -
S. riogrande R 3+ 2+ + - - -
S. bulawayo R 3+ tr - - -
S. waycross S 2+ + - - - -
S. weslaco | T - - - . - .
S. berkeley u - - - - - -
S. niarembre \" - - - - - -
S. deversoir W - - - - - o
S. dugbe W - - - - - -
S. bergen X - - - - - -
S. dahlem Y - - - - - -
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Tabla No. 5
Titulacion del -conjugado polivalente con
Salmonelas pertenecientes a los grupos A ail G

por 1a técnica de anticuerpos fluorescentes .

Grupo de Diluciones
Salmonella 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 . 1:
A Ly Ly 3+ 2+ +
B 4y 4+ 3% 2+ 2+
c, Ly 3+ 3+ 2+ +
o 4 b4 3+ 2+ +
E] 44 4+ 2+ + +
Ez Ly 3+ + + -
£y L4 4+ 2+ 2+ +

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

Titulacidn 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
Escherichia coli + - - - - -
Shigella - - - - - -
Proteus vulgaris 2+ + - - - -
Klebsiella pneumonie + - - - - -
Citrobacter + - - - -

Ar izona 2+ 2+ + tr




Det. - icacién <e Salmonella en muestras

de hcces por Antlcuerpos Fluorescentes

No., Grupo de SAlmo_ Reaccidn No. Grupo de Salmo Reaccidn

de muestra nella inoculado de muestra nella Inoculado

1 - - 20 - -
2 D + 22 - -
3 E3 + 22 - +
L} l:2 + 23 C1 +
S 8 + 24 B._ S
6 - - 25 A +
7 D + 26 . - +
8 S. typhi + C27 E, +
9 c + 28 - - -
10 8 + ‘29 B

n - - 30 - - <
12 - - 31 - - -
13 A + 32 - -
14 - - 33 A +
15 - + 34 - -
1 - - 35 - , -
17 - - 36 - -
18 S. typhi 37 - +
19 D 38 - -




Tahla No. 8

Determinacidén de Saimonella en heces
por las técnicas de Anticuerpo fluo-

rescentes y Coprocultivo.

No. de muestra AF Coprorcn;{ti\rl‘o 7
1 + -
2 + +
3 - -
In 4 +
5 + +
6 - -
7 - -
3 - -
3 - -

10 - -
11 - -
12 . + . -
13 - . -
14 + +
15 + -

16 N
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DI SCUS I ON

El método de anticuerpos fluorescentes ha tenido gran aplicacidn para la

identificacidén de bacterias, virus, protozoarios helmintos-y hongaos. En

ésta técnica se combina, la especificidad de la inmunologia con la preci

sién de la microscopia.
Sin embargo, no debemos perder de vista que es una técnica complementaria

a los métodos tradicionales y en ocasiones da informacidn que dificiimen-

te podria 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 la elaboracidn del conjugado,

pues de esta manera son eliminadas porciones del suero como es la albdmi-

na que podria causar coloracidn inespecifica y ademids concentra la solu-

cién de globulinas que es la procidn en donde se encuentran las anticuer-
pos pudiendo en algunas ocasiones aumentar el titulo de estas al agluti-
nar con sus antigenos homélogos, en el presente trabajo se observd aumen-

to del titulo principalmente con los grupos A, C‘ y Cz los cuales se en-

contraban bajos en el suero.

Una de las caracteiristicas de la técnica de anticuerpos fluorescentes es
d

la especificidad del wero empleado. En ocasiones algunos de loa antige-

nos<somaticos de las salmonelas 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 tirulo alto o bien realizando adsorciones. Algunas de las reacciones

més importantes ocurren con microorganismos de los géneros Arizona y Pro-~

teus.

La amplia capacidad de las globulinas purificadas de reconocer a los an-
tigenos presentes en los grupos A al E de Salmonella presenta el problema
de que en algunos casos otra enterobacteria posea algunos de estos antiqe
nos pudiendo también producir falsos positivos lo cual puede ser elimina-

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

y con titulo alto.

Otras reacciones falsas positivas pueden ser ocasionadas como lo demostrd

Tharrington y colaboradores cuando en un estudio realizado por ellos ais-

laron lactobacillus de una muestra de pasta que fluorescia brillantemente
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con el conjugado de Salmonella, ellos sugirieron que la reaccién fue anidlo
ga a la afinidad no especifica de un componente de la proteina A de - -

Staphylococus aereus por la porcién Fc de la molécula de IgG.

Frecuentemente este tipo de reacciones falsas positivas ocurren con bac-
terias que contienen proteina A (5).

La coloracidn no especfifica es un problema asociado 3 la técnica de anti-
cuerpos fluorescentes que depende de alqunos factores como son la calidad
del antisuero, la calidad del colorante fluorescente, el método de conju-

gacion y el tTtulo del conjugado.

Los efectos de los diferentes compuestos del suero en la coloracion ines-
pecifica es otro problema que se presenta en la técnica de anticuerpos -~
fluorescentes, el fraccionamiento con suifato de amonic es el proceso - -
comdnmente empleado para la purificacién del antisuero antes de la conju
gacién con isitiocianato de fluoresceina, el fraccionamiento del suero de
conejo por esta técnica produce un producto que contiene 64% de gamma glo

bulinas, 35% de otras globulinas y 1% de albdmina.

Algunos autores reportan que la purificacidn del suers por
de técnicas tales como cromatografia en DEAE-celulosa, Cromatografia en -
columna con DEAE-Sephadex y Centrifugacién zonal! para aislar 196G reduce -
significativamente la fluorescencia no especifica sin ningldn camhio en -

la intensidad de coloracidn especifica (8,16,20).

Se han propucstc varias aiternacivas para reducir el cruzamiento bacteria

no al usar la técnica de anticuerpos fluorescentes como son:

1) .- Adsorcién del suero utilizado para la elaboracién del conjugado -
con cepas de los gé€neros hacterianos como son Echerichia coli, - -
Arizona y Citrobacter que presentan mayor cruzamiento con Salmone-
lta, lo cual sin emhargo, traeria como consecuencia la pérdida de

sensibilidad del mismo aunque aumentaria la especificidad.

2).- La utilizacidn de un conjugado con un titulo 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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La adsorcién de aglutininas inespecificas presentes en el conjugado
mediante la accién de extractos celulares, como polvo de higado de

ratén o rata.

La adicidn de rodamina al conjugado, como colorante de contraste, -
con lo cual se eliminaria alguna fluorescencia inespecifica de par-
ticulas de material extrafio, proveniente de la muestra, asi como -

aquéllas causadas por la proteina A del Staphylococus aureus,que -

presenta afinidad por la fraccidon Fc de la igG, tifiiéndose de este
modo los cocos tan intensamente como las salmonelas; ademds permite
un mejor centraste de fondo, que facilita la identificacidn de los

microorganismos fluorescentes (33).

Tal vez, ia alternativa mis viable para reducir las reacciones cru-
zadas de Salmonella con las enterobacterias, es la utilizacidén de ~
un conjugado hecho a base de 1gG, la cual, reduce significativamen-
te las reacciones cruzadas, logrando asi un grado de correlacién ma
yor que el obtenido al utilizar cualquiera de los conjugados poliva
lentes comerciales.

Tomando en cuenta que el conjugado presenta un gran numero de reac-

ciones cruzadas mencres como los antigenos bacterianos anteriormen-

6]

te menc ionados se de considerar a una muestra positiva solo =

0
"t Q
O

cuando se observan bacteriazs con merfologia caracterTstica y con una

fluorescencia de 3+.

Debido a estas reacciones cruzadas la prueba de anticuerpos fluores
centes debe ser usada como una prueba de diagndstico presuntivo vy
todos los resultados positivos deben ser confirmados por el método
convencional de cultivo y procedimientos seroldgicos como son - -
ELISA, Hemaglutinacidn pasiva y 1a reaccién 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 también en el método convencional de
cultivo, esto ha sido demostrado por Goepfert y colaboradores, -
al efectuar cultivos repetidos a partir de caldos de enriquecimien
to de aquélias muestras que en primer instancia resultaron negati-

vas de Salmonella por cultivo y en las que se habfa diagnésticado
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presuntivamente su presencia por la técnica de anticuerpos fluorescentes
encontraron que alguna de ellas contenfan en realidad Salmonella, es de-~
cir que se redujo notablemente el nimero de muestras positivas falsas -
por la técnica de anticuerpos fluorescentes al efectuarse cultivos repeti=
dos de las mismas, este hecho determina la posibilidad de que 1a técnica
de anticuerpos fluorescentes eea mids sensible que el método rutinario de

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

Ademds la técnica de cultivo requiere para su identificacion de una pobla
cidn de Salmonella a partir de un caldo de eenriquecimiento del 1 x 10° -
bacterias/ml, la identificacidn de la salmonela por anticuerpos fluores-
centes puede efectuarse con una cantidad minima de 1 x 10“ S 1 x 105 bac—
terias/ml para observar una salmonela por campo, bajo el objetivo de inmer

cidn al utilizar la técnica de anticuerpos fluorescentes.

Adem3s en la practica es muy frecuente que los pacientes hayan recibido -
tratamiento antimicrobiano, lo que reduce la rposibilidad de cultivar 1la
salmonela. E1 coprocultivo es técnicamente complicado ya que requiere la
siembrg en por 1o menos tres medios selectivos, y la realizacidn de reac-
ciones bioquimicas y seroldgicas con aitticuerpos especificos, el tiempo

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

lo hace inasequible en la mayoria de ios enfermos (253).

La limitacién mds 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 antigenos de-
rivados de estructuras bacterianas no se descubre por el cultivo de heces
fecales.

Seria muy importante valorar el 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 disminuidos los falsos positivos (25).

Ademds seria importante determinar la utilidad de este conjugado en el =~
diagnGstico de Salmonella en muestras de alimentos de diferentes origen -
como son los productos carnicos y los productos de la leche, asi como la

correlacion que existe entre la técnica de muestras de alimentos, come la
manera ideal de procesar las muestras de alimentos para elaborar frotis -

utilizados en la técnica de anticuerpos fluorescentes.
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CONCLUSI ONES

- El suero polivalente obtenido no solo fue eficaz para detectar salmong
las pertenecientes a los grupos A al £ sino que ademds fue capaz de -~
detectar a salmonelas pertenecientes a los grupos F, H, J, K, L, 0 y R
las cuales no son patSgenas al humano.

Ademds al purificar las gamma globulinas la reaccién de aglutinacidn -
con estos grupos fue mds evidente y idpida por lo que es recomendable
que en lugar de usar sueros completos para la técnica de aglutinacién

en placa, se recomienda utilizar gamma globulinas.

- El conjugado polivalente ohtenido en el presente trabajo demostrd ser

eficaz para el diagndstico presuntivo de Salmonella en muestras de he-

ces.

- Se demostrd que la técnica de anticuerpos fluorescentes es un método -~
Gtil para el diagndstico presuntivo de Salmonella a partir de muestras

de heces, teniéndose como principales ventajas:

a).. Dcteciar un nimero relativamente pequeio de microorganismos del
género Salmonella.
b).- El diagndstico puede ser completado m3s rapidamente ( en 1 & 2

horas) en comparacién con.el coprocultivo.

c).- Ademds permite rastiear una posible Salmonelosis y posteriormen
te solo Tos casos positivos someterlos a pruebas definitivas co
mo cultivo bacterioldgico y pruebas seroldgicas como son: La -

reaccién de Widal, Hemaglutinacidén pasiva, la prueba de fijacidn

de superficie y ELISA.

- la principal limitacidén que presenta la técnica de Anticuerpos Fluores
centes es que requiere de confirmacidén por métodos seroldgicos o Cul~
tivo, y la utilizacidon de un microscopio de fluorescencia el cual tie~
ne un costo elevado, asi como de personal entrenado en la observacidn

de este tipo de tincidn.
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