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RESUMEN

DORANTES MORALES ANGELICA. PRODUCCION DE ANTISUEROS
POLICLONALES CONTRA LOS ANTIGENOS H:g, t. s Y g PARA LA
SEROTIPIFICACION DE Salmonclla enteritidis EN LA SALMONELOSIS AVIAR
(Bajo la direcciéon de: MVZ. MC. Odette Urquiza Bravo, QBP. Dra. Elba Reyes Maldonado
¥y MVZ. Ph.D. Guillermo Téllez Isaias).

islamientos de Sa/) Ha enteritidis se ha incr do co:

de brotes epidémi por consumo de

El némero de

en los ultimos diez afios. Debido a Ia fr
alimentos como huevo o carne provenientes de aves infectadas con S. enmferitidis, ha
surgido la necesidad de buscar la forma de facilitar la identificaciéon de S. enteritidis por
medio de la serotipificacién con antisueros producidos en México, por 1o que el objetivo del
presente trabajo fuc producir en el Departamento de Produccién Animal: Aves, cuatro
monocspecificos H:g, H:t, His y H:q por medio de las técnicas

antisueros policlonales
1 losis aviar, obteniéndose previ los

convencionales, para el di dstico de
antigenos H:f,g: H:g,m; H:g.m,s; H:m.t; H:g,q; y H:g,p destinados para inmunizacién de
conejos y obteniéndose antisueros polivalentes: Hig,m; H:g,m,s; Him.t; Hig,q; Hif,g ¥

H:g,p. Los titulos obtenidos de los antisueros antes mencionados con su antigeno

homoélogo fucron: H: f,g (1:25,600); H: g.m (1:51,200); H: g.m,s (1:12,800); H: m,t
H: g.q (1:25,600) y H: g,p (1:51,200); mientras que con sus antigenos
a lo descrito por otros

H: g.m,s: H: g.q:

(1:12,800):
heterdlogos los titulos obtenidos sc comportaron similares
investigadores. Ademds sc  prepararon antigenos H: g,p,u; H: g.m;

H: m.t ¥y H: g.p para la evaluacion de los antisucros obtenidos.



INTRODUCCION

La Salmonclosis aviar, en particular las paratifoideas, tienen gran importancia
dmica en la Avicul Nacional. Dife

invest

enteritidis (S.

epidemiolégicas han
1a iacién de Sal 7

enteritidis) en brotes de
Unidos de Norte América en la década de

1980, S. enteritidis representé un 6% del total de los scrotipos aislados y para 1990,
constituyé ¢l 21% (3,4, 17).

ia, §6lo en E

Actualmente se requicre que la industria avicola contribuya con productos finales
como pollo de engorda y huevo libres de S.enreriridis, para lograrlo, s¢ han realizado

programas de pr i6n, confir d

mediante el aislamiento ¢ identificacion de este
género con la finalidad de una posible erradicacién (3).

Se ha encontrado que los huevos para abasto
muchos brotes de gastroenteritis en

ial estéan relaci dos con
1 debid

a la i ion &

coleccion de éstos, su mal at

yir p i6n, los cuales no son realizados a una
temperatura  por abajo de los 10°C, contribuyéndose asi al rapido deterioro del producto
(9,15,17, 19).

Las infeccioncs por Sall i

se clasifican dependicendo del serotipo adaptado a la

involucrada. De tal forma, que S.zyphi afecta al hombre, S. pullorum y S.
gallinarum a las aves,

especie

S.dublin n los bovinos, S. abortus-equi a los equinos y, a los
cerdos, S. cholera-suis (1).

Se ha observado que los serotipos patégenos para los animales afectan en menor
grado al hombre, excepto con S. enteritidis, 1a cual se

de honi 1 entre
el hombre y 1os animales (12).
Numerosos factores como alimento, aguay cama

da d
la susceptibilidad de los polles

para ser colonizados por S. enteritidis y un factor
importante, cs la cdad del animal. Sc describe que los pollitos de un dia de edad podrian ser

infectados con tan sélo cinco células bacterianas: por tal razén, las infecciones cn parvadas
son muy comuncs y los brotes agudos principalmente cn aves jévenes menores de una

semana dc gdad, dan como resultado la p in de infecci

clinicas, de alli que se
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mencione a las aves de una semana de edad, o bien, aves en condiciones de tensién como

las de mayor susceptibilidad para ser colonizadas e infk das por Sal, lla (5, 6,22).

Una vez infectada una caseta, la bacteria puede sobrevivir y multiplicarse con
rapidez en el polvo, equipo, alimento y agua, siendo un factor importanic en la

Y

cascarén de huevos en las parvadas comerciales de ponedoras ( 3, 10).

de la enfer dad, favoreciendo asi, la aminacidén del

En pollitos la mortalidad se inicia a partir de los dias 2 al 4 de vida, pudiendo

alcanzar hasta un 10% en las primeras dos semanas de edad. Condiciones ambicntales,

grado de exposicién y pr ia de infecci tienen una influencia importante en la
gravedad del brote (18, 21).

Los signos clinicos en aves jé inct : crecimi bre del Ito, estado
J Y
progresivo de sc 1 in y dencia a qued en una posicién con la cabeza hacia

abajo. ojos cerrados, alas caidas, plumas erizadas, anorexin marcada, aumento en la

ingestién de agua, diarrea acuosa profusa y aspecto pastoso en la cloaca, se observa que las
aves tienden a amontonarse cerca de la fuente de calor, también hay ceguera y
conjuntivitis, no es comun observar signos respiratorios. Los signos observados c¢n los

pollos infectados por via parcnteral u oral dc manera experimental por S enteriridis

incluyen inap. ia, diarrea, deshid ién y apatia (19,21).
En aves jovenes las lesi 5 que se d en  casos avanzados son
iacidn, deshid i hep lia, rifiones ionados y pericarditis (19).

En aves adultas con infeccién aguda causada por S.enferitidis se ha observado
invasién de la bacteria hacia los érganos internos causando inflamacién y congestion en
higado, bazo, riflones, corazén y peritoneo. También se reduce la produccisn total de
huevo, afecta fertilidad, incubabilidad ¢ indice de conversién alimenticia, por lo gencral no

presentan signos de infeccién. Los brotes agudos en  aves iadul en condi

naturales son poco frecuentes (9,19,21,22).

El diagnéstico diferencial debe realizarse con  colibacilosis ¢ infecciones por otras
Salmonellas méviles (21).

Los datos clinicos y los hallazgos en la nccropsia pueden scr sugestives de infeccidon

de paratifoidea, pero sélo la historia clinica permite llegar a un diagnéstico presuntivo, sélo
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con el aislamiento e identificacion de las bacterias r

de la enft
emitir un diagndstico final, pudiend

dad, se podra

asi dar reco d para su (19).

El aislamiento se debe

a partir de las aves enfermas o bien de la mortandad,
asi como de huevos, embriones, alimento y cama (10).

Para el cultivo directo a partir de  Organos frescos de las aves enfermas, sc
transfieren los tejidos con un asa o hisopo a 1a superficie de las cajas con medios nutritivos,
como agar de infusién de came de res, o bien, tomar las y depositarias en medi
liquidos como caldo de enriquecimiento, ¢ incubarlas por 24 a 48 hrs a 37°C. También s¢
pueden triturar

los tejidos y sembrarlos en medios enriquecidos por 24 a 48 hrs a 37°C,
antes de ser colocados en un agar selectivo, como ¢l verde brillante, donde las colonias de

Salmonella se observan con una coloracién rosa palido que alcalinizan el medio (10).

igual que cn otros cultivos, existe variacidn de colonias, las denominadas lisas, que
sc observan circulares convexas, enteras y reluci

por el io, una colonia rugosa,
es de superficic plana, granular e irregular, ¢l cambio de lisa a rugosa se manifiesta como

una alteracién de la morfologia de la colonia y pérdida de la virulencia, debida a la
de i 1 i

O especificas del lipopolisacarido liso, afectando sélo los
antigenos ati i as que los antig flagelares permanecen sin modificacién (7,
12).

Las colonias rugosas cultivadas en caldo, presentan un sedimento pesado después de
la incubacién por 24 horas; en el caso de cultivos lisos, se observa  turbidez homogénea y
sedimento escaso. Se han identificado mas de 2100 serotipos basdndose  en los antigenos
O y H, los cuales son fund les para la ipifi

Ts i6n por la gran diversidad en su
composicidn quimica y estabilidad antigénica (19, 26).

Los métodos seroldgicos juegan un papel importante dentro de Ia identificacién y
coracterizacion de algunas especies bacterianas, incluido el género Salmonella, €l cual es
io para una 1

ién cpidemiolégica (28).
La estructura igénica de Sal, 1

comprendc antigenos O (somaticos) de la
mcmbrana externa , H (flagelar) y Vi (capsular). El antigeno Vi esta presente en 8. syphi.

Existc una variacién en la estructura antigénica flagelar y somética de los tipos de
Salmonella que afcctan a las aves domésticas (16. B).
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Los antigenos O son lipopolisacaridos de Ila membrana externa dc las bacterias

Gram negativas y ¢l término O proviene de la palabra alemana *“‘ohne Hauch™ que significa
“*sin”, son ter bles y d inad

con nimeros ardbigos. El antigeno H deriva su
bre de la palat 1 “Hauch™ que indica “‘en expansién™. Los antigenos H, son

protei que ¢ ituyen los flagel

peritricos de estas bacterias, son labiles al calor y al
tratamiento con icido o etanol y son designados por letras minasculas del alfabeto ( a-z, z),
Z3, Z3..--.) para la primera fase y con numecros ardbigos para la segunda fasc flagelar ( 8, 14,
24). Las limitaciones del alfabeto hicieron necesario el uso de subindices ( z),, z2 ) para
nombrar antigenos que fucran car

izados despuds de d

z, por ejemplo los antigenos z' al 2, todos ellos relaci do:
£.m,s; g,q; etc. ) (8,12,13).

2, no son subdivisiones de

con ¢l complejo de g ( g,m;

Los flagelos bacterianos son apéndices filiformes compuestos de una sola clase de
subunidad proteinica denominada flagelina y miden de 12-30 nm de diametro. El flagelo
esta formado por la agregacién de subunidades que forman una estructura cilindrica hueca.
Son un 6rgano de locomocidn insertada a la célula bacteriana mediante una estruciura
formada por un gancho y un cuerpo basal que en el caso de las bacterias Gram-negativas es
de 2 pares y hay diferentes arreglos de éstos: monétricos (un solo flagelo polar);
lofétricos (mechones de flagelos polares) y peritricos (flagelos distribuidos alrededor de

toda la célula). Este altimo tipo corresponde al género Salmonella con excepcién de S.
pullorum y S. gallinarum. (13, 14).

Los flagelos pueden ser removidos medi gitacion inica de una T i6
de bacterias, pero se forman nuevos flagelos por sintesis, agregacion y extrusion de
subunidades de flagelina y la movilidad es r daen3aé los fi tos son una
her i de di ostico (13).

Las células bacterianas individuales no conticnen antigenos de ambas fases, por lo
general, aproximadamente la mitad de la poblacion bacteriana estard en una fase y ¢l resto
en la otra (8., 18).

Las cepas quc contiencn ambos tipos de antigenos flagelares son bifisicos. mientras

gue las que poscen sé6lo un tipo son monofisicos y pueden estar tanto en fase 1 como en 2
(8).
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Los antigenos cn fase 1, llamados también especificos de fase, son exclusivos y
contribuyen a la identidad inmunolégica de un serotipo. Los antigenos flagelares en fase 2,
son limitados en numero, esta numecracién se extiende del 1 al 12 y tienden a ser

compartidos por varios serotip un p istico de serotipo monofisico es S

enteritidis cuya formula antigénica es 9, 12: g.m (12).

La clasificacion serélogica de Sal, 2 i en exami. primero el grupo

i
al cual pertenecen de acuerdo a su antigeno O, lo cual se realiza con la técnica de
aglutinacién en placa y como segundo paso, es clasificar su antigeno flagelar proteico,

esto es, por la prucba de aglutinacién en tubo con los antisucros flagelares que

correspond. a cada Sali Nla. Debido a que la identificacién del scrotipo enteritidis en

Sal, lla es es io prod i de bajo costo en los laboratorios

de diagnéstico como en el Departamento de Produccién Animal (D.P.A): Aves (2, 8).

OBJETIVO.

Producir antisucros policlonales H:ig, H:t, His y Hiq en el D.P.A.: Aves para la

identificaciéon de S. enreritidis asi como implementar y facilitar el diagnéstico de

salmonelosis aviar.



MATERIAL Y METODOS.
1. Metodologia.

Para realizar este trabajo se partié dc cepas prop i d por el L

Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (I.N.ID.R.E.). A partir de cada ccpa
se realizé su confirmacién bioquimica y serolégi se selecci on las coloni que

fueron lisas, circulares, convexas, enteras y rclucientes; para la produccién de sueros, se
promovid el desarrollo de flagelo para la produccién tanto de los antigenos de evaluacién
como de inmunizacién, una vez preparados se procedid a inmunizar conejos con el antfgeno
especifico para lo que se d ba obtener siguiendo un {endario de inmunizacién
propuesto por el Centro de Control de Enfermedades (C.D.C.) en Atlanta, Georgia; el cual

una vez complctado, se procedid a realizar una sangria de prucba 4 dias después dc la

altima inmunizacidn, si el titulo era satisfactorio se procedia a sangrar los concjos a blanco

por 5n int i previa

del animal.

Una vez obtenida la

gre se pre dié a ob el suero por centrifugacién, se
dej6é en refriperacion y una semana después se¢ procedié a su titulacién con el antigeno

homélogo y los heterdlogos. Se procedid a separar 25 ml  de sucro y absorber los

pos no d

poniendolo en con cepas de Sal Ha (previ
inactivadas con Solucién Salina Formalinizada al 0.6% (S. S. Formalinizada) ) que
contenian los antigenos especificos para absorber los anticuerpos heterélogos ( Cuadro 7).
Una vez que se obtuvd el antisuero monoespecifico se mezclé con glicerina al 50%
se filtré por medio de membranas de 0.22 micras y se envasd en condiciones de

esterilidad. A continuacion se describe los métod dctallados para la realizacién de este

trabajo.
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2. Obtenciéon de cepas.

Sc utilizaron diferentes cepas de Salmonclla : S. enteritidis, 8. dublin, S. derby, S.
oranienburg, S. montevideo, S. moscow, S. rostock; las cuales son conservadas en tubos

conteniendo B. S. A.' (basc agar ) inclinado y al dos a P bi

Posterior a la simbra cn B. S. A. se sel i on seis

de morfologia caracteristica
de una cepa lisa de Sal, i t d

en forma masiva dividiendo una caja de petri
en 6 partes i lando una sola colonia de Sal, lla por cada

pacio. A cada coloni
acteriana se les realizaron pruecbas bioquimicas con ? (agar-hierro tres aziicares),
bact 1 1 b: bi i TSI® hi tre: v )

LIA? (agar de hicrro y lisina), SIM? (azufre, indol, movilidad), MIO' (movilidad. indol.

ornitina). Aquellas cepas que bi imi no correspondian con Sal, lla o bien
presentaran ¢ i ion se d on. Final fi aglutinad, las cepas
bacterianas con antisucros somiticos especificos co iales * . para probar su grupo;

también se comprobaron antigenos flagelares™ .

' BIOXON Cuautivian 1zcalli, Edo. de México
2 MERCK Naucalpan de JuArez, Edo. de Miéxico
3 DIFCO Detroit Michigan. U.S.A.

Y IND.RE.



3. Desarrollo de flagelo

Cada Salmonella fue sembrada por separado en tubos iendo medio especial
de movilidad que contenia extracto de carne' 13.63%, bacto-peptona’ 45.45%, agar-agar 2
18.18% y cloruro de sodio® 22.72%. a un pH de 7.4; el sembrando se recalizé en Ja
superficie del medio. a partir de una colonia bacteriana e incubandose por 24 horas a 37°C.
Posteriormente la superficie del medio se retir6 casi en su totalidad con una pipeta Pasteur

transfiriendo la parte final del medio en que habia desarrollo bacteriano a otro tubo para

permitir nue el despl iento de las Sal llas, para cc esto se verificaba

la turbidez del medio. Este procedimiento se repitid las veces r ias hasta .
clonas moéviles. Para cada cepa en particular ¢l cambio se realizé cada 24 hrs. para
promover ¢l desarrollo de los flagelos.

4. Prod i6on de Anti; de 1 i i6

Los antigenos de inmunizacion fueron preparados a partic de Salmonclla derby

(H:f,g). S. enteritidis (H: g,m), S.oranienburg (H: m,t), S. dublin (H:g,p). S. moscow (H:

£.9) v S. monrevideo (H: g.m,s); cada uno por separado. Cada Sal; la fuc brada cn
B. S. A. incubdndose 24 hrs. a 37°C y posteriormente se transfirié una colonia a un frasco
conteniendo 50 ml de T. S. B. (caldo de soya tripticasa' 54.54% y caldo triptosa’ (45.45%
) incubdandaose 18 horas a 37°C para obtener una turbidez similar al tubo N°6 del
Nefeléometro de McFarland (1.8 x 10° U.F.C. por ml ), finalmente cada cepa fuc inactivada
con S. S. Formalinizada al 0.6% (23).

! DIFCO Detroit Michigan. U.S.A.
2 MERCK Naucalpan de Judrez, Edo, de Mixico

3 BAKLR Xalostoc. México
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5. Prod ién de Antf; de e

b. con S r k (H:g,p,u). S. enreritidis

Los de eval ién se el
(H:g,m), S moscow (H: g.q), S. derby (H: f.g), S. oranienburg (H:m.1), S. dublin (H:g,p) y S.
montevideo (H:g,m.s). Cada una de éstas cepas fue secmbrada en B. S. A., incubiindose a

37°C por 24 hrs. Postcriormente se transfirié una ia de cada Sals lla por .
en un frasco con 100 ml de T. S. B. incubdndose 18 hrs. a 37°C, obteniendo una turbidez

similar al tubo N° 6 del Nefeldmetro de McFarland (1.8 x 10° U.F.C. por ml), después

fueron inactivadas con 100 ml de S. S. Formalinizada al 0.6%.

6. Titulacién de los Antig: dei izacién y de

1 ial especificos para cada antigeno
con 8. S. F. al 0.85% de los

Se utilizaron los i os fl
producido. Se realizaron diluciones dobles serindas
antisueros comerciales ( 0.1 ml ) a partir de una dilucién 1:100 hasta una dilucién de 1:
51,200 depositindose en cantidad constante (0.9 ml de antigeno) para cada una de las

dil iendo como mecta ob un titulo minimo de 1: 6,400 (Ewing 1986 ).
7. E de X i ién a jos con ¢l Antigeno producido.

Se i izaron dos Nueva Zelanda de aproximadamente 1500 g de peso.
por cada utilizando ¢l esq a dei izacién r iado por el C.D.C. EI

antigeno sc inoculd en la vena marginal de la orgja del congjo a las dosis marcadas y cn los

dias esti dos que se a conti



ler semana 0.3 ml Viemnes
2da semana 0.6 ml Lunes
3er semana 1.5 ml Lunes
3er semana 3 ml Jueves

4ta semana 4 ml Martes

Terminado este

dei izacién, se realizd una sangria de prueba a partir
de la arteria central de 1a oreja del concjo, 4 a S dias después de la dltima inmunizacién,
obteniéndose 5 m! de sangre. El suero s¢ tituld, alcanzando titulos mayores de 1: 6,400
con su antigeno homélogo por lo que sc p dié a en bl

Durante toda la etapa de i

los jos recibieron ali comercial y
agua af libitum.

8. Sangria y obt. i6n de los i os.

Ocho dias después de la tltima inmunizacién se realizd la sangrin. Los concjos

fueron tranquilizados por medio de inhalacién con clorc y dos a bl por
puncién intracardinca con agujas del namero 18 x 38 y jeringas de 20 ml, obteniéndose un
promedio de 150 ml de sangre por animal. La gre fue depositada en tubos cénicos de

50 ml. Los sueros se obtuvicron por centrifugacién a 3500 r.p.m. durante 20 minutos,

posteriormente se depositaron en viales cstériles y se al en refri ina4° C.



9. Titulacién de los anti '0S..

Los antisucros obtenidos se titularon partiendo de un sucro diluido 1:10 para

realizar diluciones dobles seriadas con su antigeno homélogo y los antigenos heterélogos,

en todos los casos partiecnde de una dilucidn inicial de 1:100 utilizando como diluente §. S
F. (0.1 ml), agregando 0.9 ml! de antigeno para cada dilucién; el nimero de diluciones

para cada sucro y ¢l titulo obtenido fue efectuado de acuerdo a lo publicado por (Ewing

1986).

10. Absorcién dc los sucros.

Suero policlonal flagelar H:t

Una colonia de S. monrevideo (H:g.m,s) fue sembrada cn un tubo dec T. S. B.

incubdindose por 18 hrs a 37°C; de éste in6culo se¢ sembraron 25 cajas de petri con B. S.

A. (con | ml cada caja) extendiéndose en toda Ja superficic del medio, incubdndose 24

hrs. a 37°C y se coseché con S. S. Formalinizada al 0.6% para centrifugarse a 3500 r.p.m.
lular el

linizada y el pag
de sucro H:m,t (S

durante 30 min. decantdndosc la S. S. For
cual fue depositado en un matraz ErlenMeyer conteniendo 20 ml

oranienburg).

El matraz con sucro y paqucte celular sc incubaron en baito marfa a 50°C durante 2

hrs. agitindolo cuatro o cinco ocasiones durante d&stc tiempo. Posteriormente ¢l matraz
bi d 10 min. para despuds refrigcrario a 0°C por 40

per iG a temy

min.
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El sucro fue centrifugado a 3500 r.p.m. durante 40 min. filuado y almacenado en
ién. La titulacién se realizé de acuerdo a lo descrito

condiciones de esterilidad cn refri
en el punto 10 existiendo aglutinacion con el antigeno H:m,t (S. orarnienburg) solamente.

Posteriormente el antisuero se almacenés como lo descrito en el punto 1.

Suero policlonal flagelar H:q

Una colonia de S. enteritidis (H: g.m) fue sembrada en un tubo de T. S. B.,

incubdndose por 18 horas a 37°C; de éste indculo se sembraron 35 cajas de petri con B.

S. A. (1 ml por caja) extendiéndose en toda la superficie ¢ incubindose 24 hrs a 37°C,

posteriormente fue cosechado con S. S. Formalinizada al 0.6% para centrifugarse durante

linizada se d recup. d el

30 minutos a 3500 r.p.m. La S. S. For
celular y se deposité en un matraz ErlenMeyer que contenia 25 ml de suero H: g,q ( S

maoscow).
El matraz con el suero y el Jular se i b. en bafio maria a 50°C
durante 2 horas itand 1 en cuatro ocasiones. Posteriormente el matraz

permanecié a  temperatura ambiente  y refrigerado finalmente 40 minutos a 0°C.
El suero fue centrifugado a 3500 r. p. m. durante 40 minutos y posteriormente se
realizé la titulacién como se describe en el punto 10, encontrando sélo aglutinacién con et

antigeno H: g.q (S. moscow). El antisuero fue almacenado de acuerdo a lo descrito en el

punto 1.
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Suero policlonal H: s

Una colonia de S. enteritidis (H: g.m) y otra de S. oranienburg (H: m.t) fueron
sembradas por separado en tubos con T. S. B. incubiéndose a 37°C por 18 horas, de dste

indculo se sembraron 13 cajas de petri con B. S. A. de S. enteritidis y 12 para S
oranienburg (1 ml de indculo por caja ), extendiéndose cn toda la superficic del medio,
incubéndose 24 horas a 37°C. Posteriormente en la superficie de cada caja se agregé de 5 a

10 ml de S. S. Formalinizada al 0.6% para har el pag lular y centrifugar a 3500

r. p. m. por 40 minutos. La S. S. Formalinizada fue d d p d: cl paqg

celular de ambas bacterias y se colocaron juntas en un matraz ErlenMeyer con el suero

H:g,m,s (S. montevideo). El matraz conel suero y el p 1ul
bafio maria a 50°C 2 hrs. Agitando ¢l matraz

Posteriormente éste pe io a p bi para después refrigerarlo a 0°C

se i baron en
cinco veces durante dste tiempo.

por 40 min,

El suero fue centrifugado a 3500 r.p.m. por 40 min. y posteriormente se realizé la
titulacién del suero como sc¢ describe en el punto 10,

do solo agluti idn con el
antigeno H: g.m,s (S. montevideo). El1 pecifico se al 6 como lo
descrito en el punto 1.
Suero polivalente H:g
Este antisucro se prepard di lai ién en jos con antigeno de S.
enteritidis (H: g,m), para lo cual, una vez obtenido el antisucro, se titulé con todos los
antigenos homédlogos de grupo H: g y se verificéd Tuti ion y r i cr das con

antigenos heterélogos. Una vez comprobado, se transfirié a un vial estéril filtrando a

través de membranas de 0.22 micras de porosidad y ag d el 1 de

glicerina cstéril. quedando asi como suero de trabajo.



RESULTADOS

Se confirmé la viabilidad y pureza de las cepas asi como ¢l grupo somitico y

serotipo flagelar de las cepas de i

para la ob i6n de los 5genos y la

produccidn de sucros, los cuales se muestran en el cuadro N° |.

Se produjcron los sigui i dei i ién: H:g,m; H: g.m,s; H: g,p;
H: f.g: H: g.q: H: m,.. La cantidad producida de cada antigeno en todos los casos fue de
100 ml. obteniéndose titulos variables desde 1:1,600 a 1:12,800 (cuadro N© 2).

Los anti, de pre fueron: H: g,p,u; H: f.g; H: g,m; H: g,m,s;

H: g.p; H: g.q: H: m,t. Sus respectivos titulos variaron desde 1:1,600 a 1:12,800, la
cantidad preparada en todos los casos fuec de 200 mililitros ( cuadro N° 3).

Con los antigenos preparados sc produjeron seis antisucros: H:m.t, H: f, g, H:
g.p. H: g.q, H: gm y H: g.m;s. La cantidad obtenida de cada suero fuc de 120 m! hasta
200 ml y los titulos con su antigeno homélogo fue desde 1:12,800 hasta 1: 51,200 (cuadro
N° 4).

' h 18

La evaluacién de los sueros con sus antigenos heter Y 2o se an

en el cuadro N° 5.

El resultado final del trabajo fue la produccién de sueros policlonales flagelares
monoespecificos: F: t, H: q y H: s, los titulos finales con su antigeno homélogo se
muestran en el cuadro N° 6; asi como los titulos con sus antigenos heterdlogos. El titulo
del antisuero polivalente H: g con sus antigenos heterélogos fue negativo y con sus

antigenos homélogos que cruza fue positivo y alto en titulos. Cuadro N° 8.

i
l
|
|
{




DISCUSION

La salmonelaosis (S. enteritidis) se considera como una entermedad zoondtica, por
cllo es necesario contar con i os para bl el serotipo presente en brotes
epizooticos en aves o bien en las ir i iones ali ias en el | (11, 28).

Sc menciona que cerca del 82% de los brotes de S, ¢nreritidis en Estados Unidos

de Norte América entre 1985 y 1989 cstuvieron asociados con €l consumo de huevos

contaminados, los cuales estaban a la venta del p >  provo

alimentaria a nivel masivo (9).

El C.D.C. propone que para la prod i6n de ant oS ificos, cs

recomendable partir de cepas serotipificadas (27).
b

Los antigenos producidos en este trabajo fueron los ios para

resultados similares a Ewing 1986, quicn ha mencionado que para la produccion de

antisueros H:g, H:t, H:q, H:s; se necesita producir los anti de i i i6n H:gm:
H:m,t; H:g.,q; H:g.m,s y tener las cepas de S enteritidis. S. oranienburg y S. morntevideo
para absorcién.

En el caso dc los antigenos de evaluacion se produjeron seis de los ocho que
menciona Ewing 1986, pero se pudicron obtener resultados comparables con Ewing 1986

en este trabajo.

Los titulos obtenidos en reste estudio para los s de i i ién y de

eval ion fueron similares a los descritos por Ewing 1986.

La evaluacién de los antisueros producidos e¢n este trabajo con su antigeno
homélogo y los antigenos heterdlogos fue muy similar a los reportados por Ewing 1986.

Los resuitados finales de los sueros monoespecificos de este estudio tuvieron un
descenso en su titulo homégo. Este resultado se debid a que al absorber los anticuerpos no

deseados  y permitir que 1 ite  per icran  anti pos especificos de un

determinante antigénico, ¢l titulo de los anticuerpos cspecificos disminuye
proporcionalmente segun lo descrito por Ewing 1986.
Scgun Ewing (I986) un sucro polivalente H:g cs ncceesario que se absorban

anticucrpos cuando existe reaccién cruzada con antigenos heterdlogos




17

En estc caso no fue necesario absorber ningun anticuerpo, debido a que no se
detectd reaccién cruzada con antigenos heterdlogos y todos los antigenos homdélogos que

cruzan con H:g fueron detectados con este antisuero segun lo descrito por Ewing 1986,



CONCLUSIONES

el 1

Se prepararon antisueros po.

ificos H:g, H:q, H:s y H:t los

cuales tienen como fin ¢l apoyo a trabajos relacionados con la serotipificacién de

Salmonella enteritidis en los lat ios de di éstico o para su aplicaciéon en otros
trabajos.

Los ig de i izacion y de evaluacién pucden producirse en los
laboratorios de di éstico obteniend itad imi respecto a los titulos obtenidos

con antisueros comerciales,

Es posible producir i f tares moespecificos en México y con esto

facilitar ¢l diagnéstico y la identificacién de S. enveritidis a través de 1a serotipificacion.
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CUADRO 1. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BlOQUlMlCAS Y
SEROLOGIA SOMATICA Y FLAGELAR DE SA4LAMONELLA sp.

BIOQUIMICAS GRUPO SEROTIPO
SOMATICO FLAGELAR

CEPAS TSI [LTIAT [MIO™ B [C D JE |g [mis [p [u]f [a |t
ROSTOCK 3* Y T = 1=
DERBY 2 m/n +/-1+ + “+ . +
ENTERITIDIS 2 m/n R Al + + |+
ORANIENBURG |2 m/n +/ I+ -+ + +
DUBLIN 2 m/n +/-1+ + + +
MOSCOW 47 [m/in |+/-i+ ¥ * e
MONTEVIDED |2 wn | T P pres pry

' agar- hierrro tres azvicares

* agar de hierro y lisina
? motilidad , indol, omitina

* fondo scido/ supcrficie alcatina con 11,S
* alcalino/ neutro

© motilidad (+)/ indol (-} ornitina (+)

7 fondo scido/ supcrticic dcida con H,S
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CUADRO 2. RESULTADOS DE LOS TITULOS OBTENIDOS DE LOS
ANTIGENOS PREPARADOS PARA INMUNIZACION.

SEROTIPO FORMULA ANTIGENICA |TITULO CON ANTIGE—@“
FLAGELAR HOMOLOGO

ENTERITIDIS = m 1 6,400

MONTEVIDEO g, s 173,200

DUBLIN ) 17 12,800

DERBY [ 17 12,800

MOSCOW g.q 1: 1,600

ORANIENBURG X 1: 6,400
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CUADRO 3. RESULTADOS DE LOS TITULOS OBTENIDOS DE LOS

ANTIGENOS DE EVALUACION. SU FORMULA ANTIGENICA Y
TITULO OBTENIDO.

SEROTIPO FORMULA ANTIGENICA |[TITULO CON ANTlG_Eﬁa
FLAGELAR HOMOLOGO

ROSTOCK g.p.u 1: 3,200

MONTEVIDEO g.m. s 1: 1,600

ENTERITIDIS g, m 1: 6, 400

DUBLIN g.p 1: 12.800

MOSCOW 8.9 1: 3.200

ORANIENBURG m,t 1: 6,400

DERBY [ 1: 6.400




CUADRO 4 RESULTADOS DE LOS TITULOS OBTENIDOS DE LOS
ANTISUEROS PRODUCIDOS. VOLUMEN Y TITULO OBTENIDO.

FORMULA ANTIGENICA

VOLUMEN ANTISUERO

TITULO CON ANTIGENO

(mi) HOMOLOGO
H:g,m 200 1: 51,200
H:g,m,s 120 1: 12,800
H:f. g 130 1: 25,600
H:m.t 120 1: 12,800
H: g.q 150 1: 25.600
H: g.p 130 1: 51,200
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CUADRO 5. RESUTADOS DE LOS TITULOS DE LLOS ANTISUEROS
PRODUCIDOS CON sSuUs ANTIGENOS HOMOLOGOS Y
HETEROLOGOS A PARTIR DEL SUERO DE TRABAJO ( 1:10).

ANTIGENOS [Suero Suero Suero Suero Suero Suero
H:gm H:gm,s H:f.g H:m,t H: g.q H: g.p
H: g.m.s 1: 25,600 1:12,800 i:3.200 1:200 1: 6.400 1: 12.800
H: g.p 1: 12,800 1:12,800 1: 12,800 1:200 1: 3,200 1: 51.200
H: g,p,u 1:12,800 1: 6,400 1: 12,800 1: 400 1: 3,200 1: 25,600
H:g,q 1: 51,200 1: 6,400 1: 6,400 1: 100 12 25,600 1: 12.800
H: m,t 1: 100 1: 100 1: 100 1:12,800 mme———e ——
H: f,g 1:6,400 1: 1,600 1: 25,600 —m——— 1: 600 1: 6,400
H: g.m 1:51,200 1: 12,800 1: 6,400 1: 200 1: 12,800 1: 25,600
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CUADRO 6. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LOS
ANTISUEROS POLICLONALES MONOESPECIFICOS CON SUS
ANTIGENOS HETEROLOGOS Y HOMOLOGOS.

SUEROS Antigenos H: m,t [H:g.m,s [H: g.m H:g.p |H:g.q H: g.p.u
MONOESPECIFICOS

H:t R T N (S [N A -——————"— ———
H:iq = leemceeee 0 emeemae e e 1:400 —————
H:s  leeeaeee 1:800 e e Lt ERESE i e _—

CUADRO 7 PREPARACION DE LA ABSORCION DE ANTISUERO H!

FACTOR [ANTISUERO CULTIVO DE ABSORCION

q ser Moscow: g,.q ser Enteritidis: g, m

s ser Monrevideo: g,m,s ser Enteritidis: g, m + ser Sefienberg: my
t ser Oranienburg: m, t ser Montevideo: g,m,s

! Ewing. 1986.




CUADRO 8. RESULTADOS DE LOS TITULOS DEL ANTISUERO POLIVALENTE
H:g CON SUS ANTIGENOS HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS A PARTIR DEL
SUERO DE TRABAJO (1:100).

ANTIGENOS REACCION DE
AGLUTINACION

ar -

bl -

c’ -

ar -

(7 3+

g.m” 4+

g.m,s” 44+

8. P 4+

8. pou” 4+

Bq 4+

.5 N a4+

8, Z51(2) [ad

i -

k' -

Lv" -

y' -

FZT R tr.

gzd, z32(2) ax

' antigeno heterologo
2 antigeno homologo
3 aglutinacién det 100% de los organismos, el sobrenadunte es claro.

4 aglutinacién del 25% de tos organismos, el sobrenadante es turbio.
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