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INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Aunque se supone la existencia de infecciones diarreicas cau
sadas por microorganismos del género Shigella desde hace mu-
cho tiempo, no es sino hasta 1888 cuando Chantemesse y Widal
reportaron el aislamiento de una bacteria, a partir de heces
de soldados muertos o enfermos de disenterfa aguda. Estos -
investigadores estudiaron algunas de las caracterfsticas de-
cultivo de la bacteria y las lesiones ulcerativas gue produ-
cfa en el intestino de animales. (11)

De 1698 a 1901 Shiga en Jap6n, Kruse en Alemania y Flexner -
en Filipinas demostraron durante epidemias de disenterfa ba-
cilar, que ésta era causada pox un bacilo similar en morfolg
gfa y caracterf{sticas tintoriales, al responsable de la ti--
foidea. (1, 6, 11}«

De acuerdo con Shiga y Flexner, anteriormente Klebs (1886),-
ya habfa descrito una bacteria pequefia como causa de disente
rfa, también Griegorieff en 1891 aisl§ y cultivé un microor-

" ganismo de 11 casos de disenterfa en Rusia, E1 considerd$ gue
dichos cultivos eran idénticos a la bacteria descrita por --
Chantemesse y Widal. (11)

Otros autores como Vaillard y Dopter realizaron estudios con
firmatorios en 1903. MA&s tarde Strong y Musgrave reproduje-
ron la enfermedad, mediante la ingestién de la bacteria en -
un mono y en un criminal condenado.

En M&xico es entre 1932 a 1936 cuando, por primera wvez, Moo-
ser y Varela aislan e identifican en forma correcta y siste-
mitica estos microorganismos. En 1943, Zozaya y Villanueva-
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aislaron 57 cepas de Shigella a partir de heces de nifios y -
adultos con diarrea. Lefn encontrs tambié€n en la Ciudad de-~
México, S.dysenteriae en un caso de diarrea, S.flexneri en -
otros cuatro casos y S.sonnei en dos casos. (39)

A partir de entonces son numerosos los reportes de aislamien
tos a partir de casos de gastroenteritis, Olarte reporta que
el 30% de los casos de gastroenteritis en nifos son causados

por Shigella. (39)
"1l,2 Generalidades del género Shigella.

Seglin la definicién de Ewing (1949}, los microorganismos gue
pertenecen al género Shigella son bacterias gramnegativas, -
aerobias, no esporuladas, inméviles y con pocas excepciones-
no producen gas de substancias fermentables, tales como: -~
salicina, adonitol, citrato, no hidrolizan la urea, nolician
la gelatina, no forman acetilmetilcarbinol. S.sonnei, es la
inica especie que utiliza la lactosa, cuéndo se incuba por -
un tiempo prolongado. {7, 11)

Las shigelas forman colonias redondas, convexas, transparen~
tes, que alcanzan un difmetro aproximado de 2 mm. en 24 ho-
ras. (6}

Sus requerimientos nutritivos son simples y pueden crecer en
los medios ordinarios de cultivo a una temperatura Sptima de
37°C. (4, 6}

Las especies de shigelas pueden identificarse por medio de -
reacciones bioquimicas y-de aglutinacién. La identificacifn
del serotipo se lleva a cabo mediante el uso de antisueros. (6)

La clasificacibén de las shigelas est4 basada en algunas ca--
racterfsticas bioquimicas y antigénicas. El género ghigella
estd constituido por 4 especies o subgrupos denominados ~--
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A, B, C y D, cada subgrupo estd formado por serotipos indivi
duales de acuerdo a su bioquimica y estructura antigénica. (6)

Los bacilos disentéricos se dividen en dos grupos, con base-
en la fermentaci6n de manitol; entre los que no lo fermentan
esti el bacilo de Shiga (Shigella dysenteriae I). El1 grupo-

de los que fermentan el manitol se subdivide, con base en la
fermentaci6n del dulcitol y sorbitol. (6)

" CLASIFICACION DE LAS SHIGELLAS.

No. DE

SUB-GRUPO GLUCOSA TLACTOSA MANITOL INDOL SEROTIPOS

A

S.dysenteriae X - - \Y 10
B

S.flexneri X - X v 6
C

S.boydii X - X v 15
D

S.sonnei X (X) X v 1

X .- Produccién de Acido y no de gas.
{ ) .- Reaccién retardada.
V .- Variable en diferentes tipos.



1.3 Enfermedad en el hombre.

La shigelosis o disenterfa bacilar, es una infeccifn aguda,=-
gque se caracteriza por dolor abdominal, diarrea, fiebre y he
ces con sangre y moco, aungue, son comunes las infecciones -
benignas con diarrea pasajera. {1, 6, 7, 33)

El poder invasivo de las shigelas se limita a la mucosa del-
intestino, principalmente del colon, y algunas veces de la -
porcifn terminal del ileon, sin embargo, en casos excepciona
les estos g€rmenes pueden pasar al torrente circulatorio y -
dar origen a una verdadera bacteremia. Durante la epidemia-
de América Central provocada por S.dysenteriae 01 (1969-1972),
hubo aproximadamente de 1 a 3 casos de bacteremia. Se sugie
re ademis gue la bacteremia por Shigella puede ocurrir mds -
frecuentemente en ninos mal nutridos, aunque es poco comfin.
(1, 31)

En M&xico se aisl$ Shigella flexneri en 4 ninas con vulvo-va
ginitis, a partir del exudado vulvo-vaginal. {1, 39)

Es probable que la infecci6én por bacilos de disenterfa sea -
muy frecuente, pero que muchos casos cursen sin sintomatolo-
gfa. Las personas con tales infecciones son consideradas --
portadores gue expulsan bacilos por un tiempo medio de tres-
a cinco semanas. No se sabe si hay un estado crénico perma-
nente de portador, an&lcgo al portador crénico de bacilo de-
tifoidea, pero muchos portadores continfian eliminando baci--
los por largo tiempo. De cualguier manera, es el portador =
casuval y los otros grupos de portadores, los que tienen im--
portancia primordial en el mantenimiento y diseminacién de -
la enfermedad gue persiste latente en forma endémica. (4)



1.4 Infeccifn en animales.

La shigelosis es una infeccifn exclusiva del hombre, sin em—
bargo la aparicién de disenterfa bacilar en chimpancés cuan-
do se encuentran en cautiverio es com@n, generalmente con =~
S.flexneri, lo m&s probable es que tales infecciones sean =~
transmitidas por el hombre y no representen una infeccién na
tural en animales. Es estos casos la infecci6n tiende a ser
latente, con aparicién ocasional de sintomas, sobre todo --
cuando los animales son sometidos a situaciones de tensién.
(4, 39)

1.5 Patogenia.

Las shigelas son microorganismos altamente virulentos para -
el hombre, ya gue con un inSculo extraordinariamente pequefio
como 10 a 200 bacterias se produce la enfermedad. (7, 10)

Durante el perfodo de incubaci6én, el cual es usualmente de ~
36 a 72 horas, los organismos atraviesan el intestino delga-
do y proliferan. Cuando se produce enterotoxina, como es el
caso de Shigella dysenteriae 01, esta estimula una pequena -
secrecibn de fluidos y electrolitos en el intestino delgado,
"lo gque explica la diarrea acuosa que ocurxe tempranamente en

la enfermedad. También algunas cepas de S.flexneri y S.sennei

producen enterotoxinas similares a la anterior. (i, 3, 19}.-
En el colon la Shigella alcanza concentraciones de 106 1010

organismos/g de heces. El bacilo posee capacidad invasiva,=-
lo que permite la penetracifn hacia el epitelio del colon. -
La bacteria se multiplica dentro de las células epiteliales,
produciendo una respuesta inflamatoria aguda con resultante-
ulceraci6n mucosa, deformacién de las vellosidades y forma--
cién de microabscesos. En ocasiones el colon presenta coli-
tis difusa. La mucosa se sensibiliza y se cubre con exudado
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que contiene gran cantidad de leucocitos polimorfdhublea;es,
Por consiguiente, a menudo se observan eritrocitos’y leucoci
tos polimorfonucleares en las heces. (7, 25)

1.6 Epidemiologia,

La shigelosis es una infecci6n entérica causada por 4 espe--
cies de bacterias: S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii y --

S.sonnei., Tiene una amplia distribuci6n mundial, aunque es-
méds frecuente donde las normas sanitarias y los niveles de -
higiene personal son bajos. En los paises en vias de desa—-
rrollo, la shigelosis persiste como causa de ataques violen-
tos de diarrea. En los Estados Unidos es frecuente en conu-
nidades, que involucran varias personas en estrecho contacto
una con otra, en donde los h&bitos higiénicos no son satis=~
factorios como: instituciones para nifios retrasados mentales,
prisioneros y grupos militares de campo. (3, 28, 35, 36y 37)

El hombre es el inico reservorio natural de la Shigella, y -
la infeccifn es transmitida por via fecal oral, aunque muchas
‘veces se puede transmitir por otras vias como fomites y algu
nas ocasiones por el agua o alimentos contaminados. (1, 6, -
7. 8)

En las regiones con condiciones sanitarias pobres, como es -
el caso de México, predomina el grupoc Flexner, con los sero-
tipos 2a, 6, 4 v 3, pero a medida que las condiciones mejo--
ran va siendo reemplazado por S.sonnei, fenSmeno apidemiol6-—
gico que no tiene una explicaci6n clara. S.boydii y - - -
S.dysenteriae son en general menos frecuentes. En general -
se encuentra Shigella entre el 5 y 20% aproximadamente de los
enfermos con diarrea aguda. (10, 16, 39, 40, 41, S0)

La shigelosis es m&s frecuente en el verano y al principio -
del otofio, siendo el nifio a partir de los 6 meses de edad y



el hombre adulto los mis afectados., La infeccién por ---
Shigella es rara en el nific recién nacido y es més seria en-
nifios de 1 a 4 aflos de edad, que en adultos. En cuanto a la
distribuci6n por sexo, ambos son igualmente afectados, aunque
algunos autores han encontrado que la mujer entre los 20 y -
30 arfios tiene una incidencia dos veces mayor que la encontra
da en hombres de edad comparable, debido probablemente a su-
contacto m&s estrecho con nifos enfermos. (1, 28, 35, 36)

Un estudio que se efectud en pacientes de todas las edades,-
del Hospital de Dacca, Bangladesh, de diciembre de 1979 a no
viembre de 1980, donde se estudiaron un total de 3,550 mues-
tras, se aislaron 412 shigelas, de las cuales 270 (66%) fue-
ron S.flexneri, 66 (16%) fueron S.dysenteriae tipo 1, 31 (79
fueron S.sonnei, 24 (6%) fueron S.dysenteriae tipo 2, y 21 -
(5%) fueron S.boydii. (28) En este mismo estudio Shigella -
fue aislada m&s frecuentemente en personas de edad mayor (60
anos de edad), menos frecuente en nifiocs menores de un afio de
edad y con frecuencia similar en todos los otros grupos de -
edad, con diferencias no mayores en la distribucibn de espe-
cies por edad. No hubo diferencia significativa en el sexo-
por distribuci6n de pacientes infectados con §Shigella en al-
g@n grupo de edad. (8)

1.7 Inmunidad.

Los anticuerpos aparecen despufs de la sequnda semana de in-—-
feccifn, pero siempre en niveles bajos. A diferencia de la-
salmonelosis, la shigelosis es una infecci®n localizada, los
bacilos raramente penetran mds alli de los ganglios linféti-
cos regionales, por lo tanto, la inmunidad eficaz es a nivel

local por las células formadoras de anticuerpos. (6)

Las personas infectadas con S.flexneri o S.sonnei producen -

anticuerpos IgM, los cuales neutralizan la toxina de - - -



S.dysenteriae 01 in vitro. El desarrollo de cierta inmuni--
dad se pone de manifiesto, en &reas endémicas, donde la resis
tencia de los residentes es mayor gue la de los recién llega
dos que sufren la diarrea de aclimataci6n. Este fenfmeno es
bien conocido por los residentes de climas templados que vi-
sitan &reas tropicales y subtropicales. (1, 4)

En lo que se refiere a la produccibn de vacunas se han hecho
numeroses intentos. Las vacunas administradas por via paren
‘teral, a base de suspensiones de bacilos muertos, son relati
vamente t6xicas y han dado, en conjunto, resultados negati--
vos. El interé&s se ha dirigido a provocar inmunidad local -
en el intestino por administracifén de vacunas orales. Las -~
vacunas muertas administradas por via oral han dado resulta-
dos equivocos pero las vacunas vivas parecen més prometedo--
ras. (4)

Las vacunas vivas son de tres tipos, una constituida por ce-
pas mutantes dependientes de estreptomicina (SmD), la otra,-
por mutantes avirulentas e hibridas. Se han llevado a cabo-
estudios experimentales con cepas SmD, administradas por via
oral y seguidas de infeccifn por la misma vfa con bacilos vi

" rulentos, tanto en monos como en voluntarios humanos. Ade--
méds, otros ensayos con vacuna. SmD efectuados en personal mi=-
litar en Yugoslavia, han dado una proteccibn especifica de -
serotipo, pero no han modificado el estado de portador. Tam
bién se ha comprobado la efectividad de esta vacuna en estu-
dios realizados en nifios, utilizando bicarbonato de sodic pa
ra neutralizar la acidez gi&strica, permitiendo que las bacte
rias viables penetren en el intestino. (4, 23)

Las vacunas preparadas con bacilos modificados gené&ticamente
han sido de dos tipos: una mutante avirulenta caracterizada-
por incapacidad de atravesar la barrera epitelial, y el otro,
una cepa hibrida capaz de penetrar en las células epitelia--
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les, pero incapaz de producir focos de infeccibn en la lémi-
na propia. Ensayadas en monos, ambos tipos de vacuna han re
sultado muy eficaces a la infecci6n por via oral con cepas -
similares virulentas. (4, 23)

La especificidad de tipo de la inmunidad producida por las -
vacunas parece ser un factor limitante para su empleo, dada-
la multiplicidad de los bacilos disentéricos. Sin embargo,-
casi invariablemente la disenteria bacilar que ocurre en una
regi6n es producida por dos o tres tipos de shigela, general
mente de la especie S.flexneri o S.sonnei. Por lo tanto la-

inmunizacién contra dos o tres tipos de bacilos disenté&ricos
debe bastar para dominar una proporcifén muy elevada de las -
infecciones adquiridas naturalmente. (4)

1.8 Estructura antigénica de Shigelia.

La serotipificacién de Shigella depende de la determinacibn-
de los antigenos 0 .somticos y antigenos capsulares K o de -
envoltura, cuvando existen. (4, 11)

Antigenos 0.- Los antfgenos 0, som8ticos, est&n constitui-~-
dos de: polisaclrido (60%), lipido (20 a 30%), y hexosamina-
(3.5 a 4.5%). Estin presentes en la membrana externa y son-
responsables de la actividad endoté6xica relacionada con las-
bacterias gramnegativas. La antigenicidad especifica de es-
tos antfgenos reside en las cadenas laterales especificas 0
del lipopolisacérido, y depende del tipo de residuos de azG-
car, asi como de su disposicibn en la cadena lateral. La —-
reaccién de los antfgenos 0 de superficie con el anticuerpo-
homSlogo produce aglutinacién de las células bacterianas, es
decir, formaci6n de conglomerados celulares estrechamente -~
adheridos que se manifiestan en forma macroscépica come gré-
nulos finos que se sedimentan r&pidamente de la solucibn y -
que no se dispersan con facilidad con la agitaci6n. Los an-
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‘tfgenos 0 son resistentes al alcohol vy también a &cidos ' di-
luidos. (4, 11).

Antfgenos K.~ Muchas shigelas producen este tipo de antfge--
nds, que son somdticos, que se manifiestan como cdpsulas o -

.,ehvolturas. Se sitfian por encima de los antigenos 0 de su-
perficie, por esta raz6n, los antfgenos K bloguean la agluti
nacién con anticuerpos especificos 0, son polisac8ridos y se
alteran con el calentamiento, originando cepas aglutinables
con antisuvero 0. (4, 11)

Antfgenos de las fimbrias.- Shigella como la mayorfa de las
enterobacterias produce fimbrias o apéndices filamentosos, -
los cuales son pequefos y m&s numerosos que los flagelos. -
Las fimbrias no tienen motilidad en un cultivo, tienen pro-
piedades fuertemente adhesivas vy su presencia puede demos- -
trarse por su capacidad de producir aglutinaci6én de los eri-
trocitos. Las bacterias que poseen estos ap&ndices de super
ficie también se aglutinan ripidamente en presencia de anti-
cuerpo especifico contra fimbrias; reaccién parecida a la de
aglutinacién flagelar. Sin embargo, las células abundante--
mente fimbriadas no se aglutinan con facilidad por medio de-
antisueros som&ticos, es decir interfieren con la aglutina--
cién 0. La ebullicién destruye las fimbrias v las células -
tratadas en esta forma se vuelven aglutinables con 0. (4, 11}

Variaciones Antigénicas.~ La variaci6n de la forma de la co-
lonia lisa a rugosa (variaci6n S$-R}, se acompana de una pér-
dida progresiva del antfgeno 0, lo cual finalmente produce -
una cepa bacteriana rugosa (R), cuyo lipopolisacdrido carece
de cadenas laterales especfificas 0, reteniendo solamente la
estructura del agregado central. Por tal razbn las cepas ru
gosas no reaccionan con el anticuexpo especffico para 0. (4)



1.9 Diagnbstico de laboratorio.

Se sospecha de una infeccifn causada por Shigella, en pacien
tes con diarrea con o sin fiebre, sobre todo en nifios, perso
nas que viven en instituciones con bajas normas higiénicas y
turistas gue retornan de &reas con bajas normas sanitarias.-
Para el diagn6stico de shigelosis es Gtil el examen de leuco
citos que puede hacerse tomandoc una porcifn de liquido del -
excremento, preferentemente conteniendo sangre y moco. Se =
coloca una gota de excremento en un portaobjeto, se mezcla -~
con dos gotas de una solucifn de azul de metileno, se coloca
un cubreobjetos sobre la preparacibn y se observa al micros-
copio en seco fuerte. En la shigelosis los leucocitos poli-
mor fonucleares son usualmente abundantes. El examen sigmoi-
dosebpico del colon en esta infeccibn revela eritema difuso-
y sensibilidad de la mucosa. 8i se presentan ulceras son --

usualmente superficiales y de un difmetro de 3 a 7 mm. (7)

Para aislamiento de Shigella, como en el caso de cualdquier -
otra enterobacteria, es necesario partir de una muestra de -
heces recientemente evacuadas o de un hisopo rectal gue debe
mentenerse en un medio de transporte antes de ser utilizado.
Esta muestra puede ser cultivada directamente en medios no -
inhibitorios como base de agar sangre, agar infusién o agar-
nutritivo; en medios direrenciales no inhibitorios como agar
lactosa azul de bromotimol y lactosa rojo de fenol; enmedios
diferenciales con poca selectividad como agar Mac Conkey, =-
agar Bosina azul de metileno (EMB), agar desoxicolatoc (LD) y
agar celobiosa lisina-arginina (CAL); en medios diferencia--
les moderadamente selectivos tales como agar Shigella-Salmonella
(s8), agar citrato desoxicolato (DC), agar Hektoen enteric -
(HE) , agar xilosa lisina desoxicolato (XLD) y agar tergitol-
7 (T-7). En los medios altamente selectivos como agar sulfi
to bismuto (BS) y agar verde brillante {BG) no crecen .las --
shigelas. (Ver Diagrama 1). (1.1)
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Las colonias que sugieran Shigella {lactosa negativas), se -
pueden inocular en agar TSI, LIA, MIO. (Tabla No. 1). Pos-
teriormente las cepas con caracterfsticas bioquimicas de ---
Shigella se aglutinan con antisueros polivalentes A, B, C. ¥y
D. (1, 7, 11)

Las bases para la tipificacifn aerolfgica de Shigella son si
milares a las de otras enterobacterias, es decir, cada grupo
seroligico contiene un antfgeno principal somftico o especi-
fico, el cual es caracteristico del grupo. En el caso de —-
Shigella la serotipificacifn completa depende de la identifi
cacién de los antfgenos 0 y de los de grupo y de tipo. (11)

También es de gran ayuda en ocasiones la utilizaci6n de con-
jugados fluorescentes, para identificacifn presuntiva répida
de ghigella, tanto en heces,.alimentos o cualguier tipo de =~
muestra clinica.

1.10 Técnica de inmunofluorescencia.

- La inmunofluorescencia también es conocida como t€cnica de =
anticuerpos fluorescentes. En esta técnica las mol&culas de
anticuerpo se conjugan guimicamente a sustancias llamadas --
fluorocromos, sin que se destruya su especificidad inmunolé-
gica, y cuando se ponen en contacto con el antfgeno hom&logo
se produce la reaccifn antigeno anticuerpo. A la observacifn
en el microscopio de luz ultravioleta, el complejo emite un-
color que depender& del fluorocromo empleado en la conjuga--
cién. (13, 34)

La técnica de anticuerpos fluorescentes {AF)}, proporciona un
instrumento Gtil y poderoso para deteccién de antigenos o --
anticuerpos, ya sean fijos en los tejidos, en portaobjetos o
libres en solucif6n o suspensién. La fraccifén de inmunoglobu
lina que contiene al anticuerpo especifico se separa de otras
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proteinas del suero, por métodos convencionales de elimina--
cibn con sal o por cromatografia en columna. La fraccibn de
inmunoglobulina se conjuga bajo condiciones apropiadas. (4)

La té&cnica de inmunofluorescencia fue desarrollada, por pri=-
mera vez por Coons y colaboradores en 1942, quienes utiliza-
ron fluorocromos tales como fluoresceina y rodamina. (13)

Se denomina luminiscencia a la emisifn espont&nea de luz gue
ocurre durante el tiempo en que las molécu)las regresan a un-
nivel de energia menor despu&s de un estade de excitacién. =~
Cuando esta reversifn ocurre a una velocidad m8xima de 10—8‘
segundos después de que las moléculas son excitadas por un =~
rayo luminoso, entonces el proceso se llama fluorescencia, -
Si la reversifn toma un tiempo mayor despuds de que la exci-
tacién luminica ha sido retirada, entonces se llama fosfore-

cencia. (34)

Los colorantes m&s empleados en la técnica de anticuerpos --
fluorescentes son:

a) los derivados de la fluoresceina.
b) Los derivados de la rodamina.
c) Cloruros de I-dimetilaminonaftaleno 5 sulfSnico (DANSC)

- a) Derivados de la fluoresceina: EL isocianato de fluores
cefna (ICF) y el isotiocianato de fluoresceina (ITCF) son --
los finicos derivados de la fluorescefna que han sido emplea-
dos con éxito como marcadores de proteinas. Otros derivados
como la aminofluoresceina diazotizada y los cloruros &cidos-
de fluoresceina no producen conjugados 6ptimos. La fluores-
cefna tiene una fluorescencia verde amarillenta con un méxi-

mo a aproximadamente 550 nm. (13, 34)

La reaccifbn de conjugacidn colorante a la proteina se da por
medio de la sal con €l grupo a mino libre, principalmente en
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el de las lisinas. (70)

b) Derivados de la rodamina: Isocianato .e isotiocianato.-
Ya que los radicales para unirse a la protefina son iguales -
que los de la flucresceina, se supone gque los mismos sitios-
de uni6n de la protefna son vilidos para la rodamina. La ro
damina lisamina B200 o rodamina B tiene una fluorescencia -~-
anaranjado rojizo con un m&ximo de aproximadamente a 640 nm.
(44, 70)

Esta rodaminalisamina B-200 reacciona con el pentacloruroc de
f£6sforo y produce el derivado cloruro de sulfonil.

Las condiciones de unién con la protefna son las mismas que-
para los isotiocianatos con requerimientos especiales para -
..compensar la acidez del cloruro de f6sforo empleado en la -~
preparacibn de cloruro. (34)

c) Cloruro de I-dimetilaminonaftaleno 5 sulfbnico (DANSC):
La reaccif6n toma lugar con el grupo tiol de la cistefna y --
con el grupo fenol de la tirosina. Las condiciones de reac-
ci6n son similares a las empleadas con los compuestos fluo--
resceina y rodamina, manteniendo la concentracién bajo cier-
- to nivel midximo. (34)

Generalmente se utilizan dos métodos de coloracién inmuno---
fluorescente:

1.~ Inmunofliorescencia- directa: En este método se emplea -
un anticuerpo fluorescente que reacciona directamente con el
antigeno que se estf estudiando: habitualmente se usa en el-
laboratoric de diagn6stico para identificar bacterias en cor
tes de tejido, sangre, liquido cefalorraquideo, orina, heces
u otras muestras clinicas. (20) )

2.- Inmunofluorescencia indirecta: Este es un método que ha
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bitualmente se emplea para determinacifn de los anticuerpos-
en el suero. En este método, los anticuerpos que van a reac
cionar con un antigeno especffico son por si mismos antige—-
nos que reaccionarfan con un conjugado especifico contra las
inmunoglobulinas. Si un antisuero contra globulinas de cone
jo que ha sido preparado en cabras se marca con fluoresceina,
serd capaz de reaccionar con las inmunoglobulinas de conejo,
aun si estas Gltimas est&n unidas a un antfgeno. Por este -
mecanismo, el antfgeno se detectard como fluorescente aungque
el primer anticuerpo no esté conjugado. (34)
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PRELIMINAR DE ENTEROBACTERIAS.{11)
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TABLA No. 1

REACCIONES BIOQUIMICAS DE LAS SHIGELAS
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PRUEBA O SUBSTRATO S1IGNO PRUEBA O SUBSTRATO SIGNO
st - Rhamnosa v
Ureasa - Malonato -
indol v Mucato -
Rojo de metilo + Citrato de Christensen -
Voges-Proskauer - Tartrato de Jordan v
Citrato de Simmons - Pectato de sodio -
KCN - Acetato de sodio -
Movilidad - Alginato de sodio -
Gelatinasa - Lipasas

Descarbaxilacifn de Lis - Aceite de cereal -
Arginina dihidrolasa v Tricetina -
Ornitina descarboxilasa v Tributirina -
Fenilalamina deaminasa - Maltosa v
Acido de la glucosa + Xilosa v
Gas de glucosa - ' Prehalosa v
Lactosa v Celobiosa -
Sucrosa v Glicerol v
Manitol v Alfa metil glucosido -
Dulcitol v Eritritol -
Salicina - Esculina -
Adonitol - Beta galactosidasa v
Inositol - Nitrato a nitrito +
Sorbitol v Oxicacibn-fermentacién +
Arabinosa v Oxidasa -
Rafinosa v

V: variable. -
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2, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de técnicas de produccibn de antisueros y con-
jugados en el pais es necesario, ya qgue cada vez es més difi
cil y costosa su importacifn de otros paises.

La preparacién de antisueros y conjugados fluorescentes espe
cfficos nos ayuda en la identificacién de Shigella, ya que -
dicha bacteria es una de las principales causantes de diarrea
en nifos, sobre todo de 6 meses a 4 afios de edad, siendo por
lo tanto una de las principales causas de mortalidad infan--
til en México.
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3., FUNDAMENTACISN DE LA ELECCION DEL TEMA

El desarrollo de técnicas de produccién de antisueros poliva
lentes y conjugados fluorescentes para identificacién de —--
Shigella, es importante, ya que dichas técnicas nos ayudan -
en el diagndstico de este microorganismo. Ambas técnicas se
deben usar en combinacién, para sf dar un diagnSstico més --
acertado.

La identificaci6n rdpida, aunque no sea de carécter confirma
torio es una ayuda muy valiosa, tanto a nivel clfnico como -
epidemiolSgico ya que con base en estos resultados se pueden
tomar medidas de control o de tratamiento antes de tener los
resultados definitivos que en la gran mayorfa de los casos -~
sexr&n confirmados.
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OBUETIVOS

Obtencifn de antisueros para identificacién de especie.

Preparacién de los conjugados fluorescentes a partir de

-log antisueros.

Evaluar los antisueros y conjugados fluorescentes por -
pruebas de aglutinacién e inmunofluorescencia respecti-
vamente.
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5. HIPOTESIS

Es posible la preparacién de conjugados fluorescentes a par-
tir de antisueros polivalentes de Shigella, para identifica-
cifn de dicha bactexia. Con las técnicas convencionales y -
con los medios disponibles en el pais se prepararin conjuga-~

dos fluorescentes de antisueros polivalentes de Shigella, pa
ra identificar dicha bacteria.
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IX.-
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MATERIAL Y METODOS

Preparacién de antisueros polivalentgs de Shigella.

a) Método general para la obtencifén de cada antigeno.
b) Inmunizacién y obtencién de los antisueros.

c) Evaluacién de los antisueros.

d) Acondicionamiento de los antisueros.

Preparaci6n de los conjugados fluorescentes de Shigella.

a) Precipitacifn de gamma globulinas con sulfato de amo
nio.

b) Conjugacifn de los antisuexos con isotiocianato de -~
fluorescefna.

c) Purificaci6én de los conjugados fluorescentes.

d) Acondicionamiento de los conjugados fluorescentes.

e} Evaluacibn de los conjuntos fluorescentes.
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‘I.- PREPARACION DE ANTISUEROS POLIVALENTES DE SHIGELLA.
a) M&todo general para la obtencién de cada antfgeno.
Material:

Algodén

Gasa

Asa y porta asa

Mechero

Caias de petri

Tubos de 13 x 100

Tubos para centrf{fuga de 50 ml.

Jeringas estériles de diferentes medidas.
Pipetas de diferentes capacidades.

Matraces erlenmeyer de diferentes capacidades.
Placas de vidrio para aglutinacién.

Frascos de 60 ml. tipo antibi6tico con tapones
de hule estériles y gargolas.

Material biol6gico:

39 cepas liofilizadas de los diferentes seroti
pos de Shigella pertenecientes a las 4 especies,
(cepas de referencia del CDC de Atlanta).

Equipo:

Balanza granataria
Autoclave

L&mpara

Centrifuga

Refrigerador

Microscopio estereoscbpico.

Reactivos:
Solucib6n salina al 0.85% estéril
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Benzal

Caldo de soya tripticasa (TSB)

Medio base de agar sangre (BAB)

4 sueros hom6logos de referencia de Shigella
Suero normal de conejo

Solucifn salina formalinizada al 0.3%.

Método:

Hidratar la cepa liofilizada de Shigella con 1 ml. de -
solucibn salina estéril.

Inocular unas gotas en una placa de base de agar sangre,
aislar por estrfa cruzada e incubar a 37'C durante 24 -
horas.

Obsgervar la placa por medio del microscopio estereoscH-
pico, seleccionar 10 colonias de aspecto liso, las cua-
les son circulares y presentan bordes enteros, inocular
cada una masivamente en placas de base de agar sangre,=-
e incubar a 37'C durante 24 horas.

Hacer suspensiones celulares en tubos con 0.25 ml., de -
soluci6én salina al 0.85% a partir de cada una de las -
10 cepas, guardando una cantidad de crecimiento en la -
placa.

Poner los tubos de las suspensiones celulares a vapor -
fluente durante 2 horas a 100'C y enfriar.

Probar las suspensiones celulares por medio de la prue-
ba de aglutinaci6n en placa, con el suero homflogo de -
referencia, con solucibn salina y con suero normal de -
conejo. (Ver método de aglutinacibén en placa, en el ---
anexo 1l).

Seleccionar las cepas que aglutinen mejor con el suero=-
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homélogo (4+), y no aglutinen con solucién salina, ni -

con suero normal de conejo.

8.~ Inocular la cepa seleccionada en tubos con 25 ml. de =--
caldo TSB. Se inoculan 2 tubos por cada cepa. Incubar
a 37'C durante 5 a 6 horas.

9.~ Calentar a vapor fluente los tubos de caldo TSB durante
2 horas a 100'C.

" 10.- Colocar los tubos en refrigeraci6n durante 24 horas.

11.- Centrifugar a 3500 r.p.m. durante media hora, descartar
el sobrenadante y resuspender las células con solucibn-
salina formalinizada al 0.3%.

Para preparar la vacuna de Shigella dysenteriae se hacen dos
mezclas; una mezcla estd formada por volfimenes igquales de so

luci6n de los serotipos 1, 2, ¥ 3, y la otra mezcla se forma
por voldmenes iguales de solucién de serotipos 4, 5, 6, ¥y 7T~
de dicha Shigella (A).

Para preparar la vacuna de Shigella flexneri se hacen 3 mez-

clas: la primera mezcla se forma de volfirenes iguales de so-
lucién de los serotipos la, 1b, 2a y 2b, la segunda se forma
por voldmenes iguales de los serotipos 3a, 3b, 3¢, y la ter-
cera se forma por volGmenes iguales a los serotipos 4a, 4b,-

5 y 6 de dicha ghigella (B}.

Para preparar la vacuna de Shigella boydii se hacen 2mezclas:
una mezcla se forma por volfimenes iguales de los serotipos 1,
2 y 3, v la otra mezcla se forma por volfimenes iguales de --
los serotipos 4, 5, 6 y 7 de dicha Shigella (C).

Para preparar la vacuna de Shigella sonnei se hace una mez--
cla de voldmenes iguales de la forma I y II de la Shigella -
(D}.
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13) Mantener la vacuna en refrigeracién durante todo el pe-
rfcdo de inmunizacifn.



b}

Inmunizacién y obtencién de los antisueros.

Material:

Material

Equipo:

Algodén.
Tubos de centrffuga de 50 ml.
Gradillas.

27

Jeringas est&riles de diferentes medidas.

Caja para inoculacién.

Tabla de sangrar.

Placa de vidrio para aglutinaci6n.
Cajas de petri. ’

Asa y porta asa.

Mechero,

Frasco de 250 ml. con tapSn de rosca.
Bquipo millipore para filtracién.

bioléSgico:
Antfgenos polivalentes A, B, C y D de
40 conejos de 2-3 Kqg.

palanza granataria.
Centrffuga.
Incubadora.
Refrigerador.

Reactivos:

Solucifn salina al 0.85%.
Benzal.

Alcohol.

Medio de base de agar sangre. -
Cloroformo.

Shigella
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Esquema de Inmunizacifn:

1.~

aj

b)

c)

Inmunizar 5 conejos por cada una de las mezclas de anti
genos.

Efectuar las inoculaciones con intervalos de 4 a 5 dfas,
usando las dosis siguientes:

la.- 0.25 ml.

2a.- 0.5 ml.

3a.- 1.0 ml.

4a.- 2.0 ml.

S5a.~ 4.0 ml.

6a.- 4.0 ml.

Las inoculaciones se hacen en la vena marginal de la --
oreja del conpejo, {Siguiendc el m&todo que se describe-
en el Anexo 2.).

Hacer sangrfa de prueba de 5 a 7 dias después de la Gl-
tima inoculacién para checar el tftulo de anticuerpos -
con cada uno de los serotipos de los cuales esti forma-
da la vacuna, de la siguiente manera:

Centrifugar la sangre a 3500 r.p.m. durante 5 min. Y -
separar el suero.

Hacer diluciones dobles del antisuero y titularlo por -
medio de la prueba de aglutinacién en placa, para lo --
cual previamente se han inoculado las cepas de Shigella
en medio base de agar sangre.

si el titulo no es satisfactorioc deben hacerse dos ino-
culaciones adicionales de 4 ml. cada una.

Sangrar a los conejos por via intracardiaca, de 5 a 7 -
dfas despufs de la Gltima inmunizacién.
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Centrifugar la sangre a 3500 r.p.m. durante 20 min. y -

-separar el suero por medio de una pipeta pasteur.

Filtrar y guardar los sueros en botellas estériles, den
tro del refrigerador, hasta el momento de la evaluacifn.
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Evaluacibén de los antisueros.

Material:

" Material

Algodén,

Gasa.

Asa y porta asa.

Mechero.

Cajas de petri.

Tubos de ensayo.

Pipetas de diferentes capacidades.
Placas de vidrio para aglutinacién.
Gradillas,

biol6gico:
Coleccidn de cepas de todos los serotiposg de -
Shigella.

Equipo:
Incubadora.
Balanza granataria.
Autoclave.
Lémpara.
Refrigerador.
Reactivos:
' Ssolucibn salina al 0.85%.
Benzal.
Medio base de agar sangre. )
Antisueros polivalentes de cada especie de ==
Shigella.
Mé&todo:
Sembrar masivamente cada una de las cepas lisas de -~--
Shigella en una placa de base de agar sangre, e incubar

a 37°C durante 24 horas.
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2.- Hacer suspensiones gruesas de cada una de las cepas, en
' 0.25 ml. de soluci6n salina al 0.85%.

3.~ Hacer diluciones dobles de antisuero a partir de 1:2 --
hasta que ya no haya aglutinacién, para determinar el =~
tftulo del antisuero con cada uno de los serotipos de -
shigella, seguir el método de aglutinacibn en placa des
criteo posteriormente. :

4.- Usar el antisuero a la soluci6n a la cual da una agluti
nacién de 3+ a 4+ en 1 min.
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Acondicionamiento de los antisueros.

Material:
Filtros.
Membranas millipore.
Equipo para f£iltracién al vacfo.
Frascos tipo antibibStico de 3 ml. estériles.
Tapones de hule estériles.
Gargolas.
Probetas.
Jderingas de 20 ml, estériles.
Algodén.
Mechero.
Etiquetas.

Reactivos:
' Benzal.
Alcohol. .
Glicerina estéril.

Método:

Clarificar el suero paséndolo a través de membrana mi--
llipore de 0.8 micras.

Medir el volumen del suero y agregar el mismo volumen =
de glicerina estéril, agitar esta mezcla hasta homogeni
zarla.

Esterilizar el suero pas&ndolo por membrana de 0.45 y -
posterxiormente por 0.22 micras.

Envasar en condiciones de esterilidad en viales de 3 ml.
colocando 2 ml. en cada uno.

Engargolarlos y etiquetarlos perfectamente de la siguien
te forma:
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Antisuero Shigella dysenteriae
Lote.-~ 1-86 )

Usar: 1:8

Conservador: glicerol 50%

Mantener las viales en refrigeracifn de 4 a 6°'C.

"33
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IX.~ PREPARACION DE CONJUGADOS FLUORESCENTES DE SHIGELLA.
a) Precipitacién de gamma globulinas con sulfato de amonio.

Material:
Barras magnéticas.
Probetas de diferentes medidas.
Pipetas de diferentes medidas.
Vasos de precipitado de diferentes tamafos.
Membrana para didlisis.
Matraces erlenmeyer de diferentes capacidades.
Matraceg aforados de diferentes capacidades.

BEquipo:
Balanza granataria.
Balanza analftica.
Refrigerador.
Centrifuga.
Potenciometro.
Placa de agitacidn.

Reactivos:
Antisueros de Shigella (A, B, Cy D).
Solucif6n saturada de sulfato de amonio (pH 7.6)
Agua destilada.
Solucién buffer de referencia pH 7.0
Solucién de cloruro de bario al 5%.
Solucién buffer de acetatos (pH 4.5)
soluci6n de NaOH IN
Hidr6xido de amonio concentrado.
Solucisn buffer de fosfatos salino (PBS pH 7.6)
Solucidn de merthiolate 1:100.
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11.-

12.-
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Método:

Medir el volumen de antisuero polivalente, determinar -
el pH y ajustar a 7.6 con soluci6n buffer de acetatos -
{pH 4.5), ajustar el pH de la solucibn saturada de sul-
fato de amonio a 7.6 c¢on solucibn de hidrbxido de amo--
nio y el pH de la soluci6n salina 0.85% a pH 7.6 con --
NaOH IN. .

Mantener el antisuero en agitacién constante mediante -
una placa de agitacién magnética, agregar el sulfato de
amonio gota a gota hasta completar un volumen igual a -
la mitad del volumen inicial del suero.

Ajustar el pH a 7.6 con solucién de NaOH IN.
Agitar durante 15 min.
Centrifugar a 3500 r.p.m. durante media hora.

Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento --
con solucibn salina al 0.85%, agregando un volumen igual
al volumen inicial de suero.

Agregar un volumen igual de sulfato de amonio pH 7.6
Ajustar el pH a 7.6 con solucifn de NaOH IN.
Agitar durante 15 min.

Repetir el mismo procedimiento 3 veces.

La Gltima vez se resuspende el precipitado en un peque-~
fio volumen de solucibn salina al 0.85% pH 7.6.

Colocar la suspensifn en una bolsa de diélisis, diali--
zar contra PBS pH 7.6 a 4°'C.
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13.~ Hacer dos cambios de PBS durante el dfa, hasta que se -
hayan eliminado todos los iones, verificando mediante -
la reaccibn con BaCl, (a 1 ml. de PBS se le agrega 1 ml.
de 83612 al 5%), cuando ya no se forme precipitade blan
co, la didlisis ha terminado.

14.~ Medir el volumen de gamma globulinas y agregar merthio-
late a una concentracifén 1:10,000.

15.- sellar el frasco y mantener en refrigeracién hasta el -
momento de la conjugacién.
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DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

Material:

Equipo:

(FOLIN CIOCALTEAU)

Tubos de 13 x 100.
Pipetas.

Probetas.

Gradilla.

Matraces erlenmeyer.

Agitador vortex.

Balanza analftica.
Espectrofotdémetro.

Reactivos:

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Standar de proteina (0.5 mg/ml.)
Soluci6n salina al 0.85%

Suero polivalente.

Gamma globulinas.

Reactivo de folin (B)

A, .- Tartrato de sodio (NaC,H,0..2H,0)...... 2.0 g.

476
Agua destilada pPara cesesersoesescscsce 100 ml,

1

A,y.- Sulfato de cobre (CuSOA.SHZO).......... 1.0 g.
Agua destilada Para ceecssssssvesssssss 100 ml.

A, .~ Carbonato de sodio (Na2c°3)"""""" 20 g.

Hidr6xido de 50830 0.1 N +evvevaerases01000 ml,

3

A, mezclar: A,.- 0.5 ml,
A,.- 0.5 ml,

A,.~ 50 ml.



METODO PARA REALIZAR L ACURVA PARA DETERMINACION DE PROTEINAS
POR LOWRY

TUBOS 1 2 3 [ 5 6 7 8 9 10 11 12
ml. STD - - 0.02 0.04 0.06 0.10 0.20 0.30 0.40 0.5 1.0 -

ml. salina 0.4 0.4 0.36 0.36 0.34 0.30 0.20 0.10 - - - -

ml, muestra - - - - - - - - -k - - 0.4
Reactivo A 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2,0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Mezclar y agitar, dejar reposandc 10 min. a temperatura ambiente.

ml, Reac,B 0,2 0.2 0.2 0:2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Agitar cn cl vortex y dejar reposar a temperatura ambiente 30 min.

Leer a 500 nm.

8¢
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Conjugacién del antisuero con isotiocianato de fluores-
cefna.

Material:
Vasos de precipitado.
Probetas.
Pipetas.
Rgitador magnético.
Papel aluminio.

Equipo:
Refrigerador.
Potenciometro.
Placa de agitacién.
Balanza analftica.

Reactivos:
Gamma globulinas de las 4 especies de Shigella.
Buffer de carbonatos pH 9.5 0.5 M.
Isotiocianato de fluorescefna isomero 1 (sigma).
Solucifn salina al 0.85%

Método:

Pesar el isotiocianato en la balanza analitica (0.01 mg.
de isotiocianato por cada mg. de proteina).

Diluir la solucifn de globulinas con solucifn salina --
hasta obtener una concentracibén £inal de protefnas de 2
a 3%.

Ajustar el pH de la solucifn de globulinas de 9.0 a 9.5
con una mezcla de partes iguales de soluciones de carbo
nato y bicarbonato de socio 0.5 M.

Colocar la solucién de globulinas en un vaso de precipi
tado, sobre una placa de agitacibn, con un agitador mag
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nééico, agregar el isotiocianato de fluorescefna y cu--
brir el vaso con papel aluminio, en el cuarto frio y de
jar agitando lentamente durante toda la noche,
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Purificacién de los conjugados fluorescentes.

Material:

Equipo:

Columna crematogrdfica de 100 cm., de altura --
x 2 cm. de di&metro.

Soporte para la columna.

Pinzas de bureta.

Matraces erlenmeyer. -

Pipetas.

Vasos de precipitado.

Potenciometro,
Placa de agitacién,
Balanza granataria.

Reactivos:

Método:

Conjugados fluorescentes de las 4 especies de-
Shigella.

Buffer salino de fosfatos pH 7.0 a 7.6 (PBS).
Agqua destilada.

Gel de Sephadex G-50 £ino.

Acido clorhfdrico IN.

Hidr6xido de sodio 0.2 N.

Hidratar el Sephadex G-50 fino con agua destilada, ha--
cer varios lavados con PBS pH 7.6, hasta eliminar parti
culas finas. Posteriormente hacer varios lavados con -
solucibn de PBS hasta ajustar el pH del sobrenadante a
un pH de 7.0 a 7.6.

Llenar la columna por las paredes, procurando gue no se
formen burbujas de aire, dejar sedimentar y no dejar --
que se seque el gel.
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Pasar PBS a través de la columna, ajustar al mismo tiem
po el flujo de la columna el cual no debe exceder de 2
ml. por cada 5 min. '

Pasar a través de esta columna no mds de 30 ml. de con-

jugado fluorescente.

Adicionar cuidadosamente el conjugado con el fin de evi
tar gque rebote el gel. Cuando todo el material ha pe-
netrado en el Sephadex empezar a agregar PBS. El mate-
rial gue pasa por la columna se separa en 2 bandas de -
color amarillo, presenti&ndose una banda intermedia del-
color del gel o amarillo muy p&lide, la banda gue llega
primerc a la salida de la columna, es el conjugado.

Tirxar las primeras gotas, las cuales salen diluidas, y-
recoger la fraccién mds colorida. Dializar contra PBS-
durante una noche.

La segunda banda es fluoresceina no conjugada que puede
eliminarse de la c¢olumna lavando con PBS.

Desmontar la columna. Este Sephadex puede limpiarse --
lavdndolo varias veces con agua, despufs con &cido cloxr
hfdrico IN hasta que casi se elimina todo el color ama-
rillo, por dltimo lavarlo con hidréxido de sodio 0.2 N,
enjuagar con agua varias veces, y asi se puede volver a

usar.

Guardar el conjugado, agregédndole como conservador mer-
thiolate, una concentracidn 1:10,000.
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Acondicionamiento de los conjugados fluorescentes.

Material:
Viales estériles de 3 ml.
Pipetas.
Tapones de hule est&riles.
Pinzas.
Retapas de aluminio.
Etiquetas.
Tubos para centrifuga.

Equipo:
Liofilizadora.
Engargoladora.
Refrigerador.
Centrifuga refrigerada.
M&todo:

Verificar que el conjugado no tenga sedimento y si lo -
tiene centrifugar a 5,000 r.p.m. durante 20 min. a 4'C.

Desechar el sedimento y separar el sobrenadante y colo-
car 0.5 ml. de conjugado fluorescente en cada vial, ta-
parlos y etiquetarlos.

‘Liofilizarlos y engargolarlos.

Colocarlos dentro del cuarto frfio o en el refrigeradox-
a 4'C.
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e) Evaluacidén de los conjugados fluorescentes ~ técnica di
recta. ’

Material:
Algodén.
Asa y pOrta asa.
Mechero.
Cajas de petri.
Tubos de 13 x 100.
Jeringas estériles.
Pipetas automiticas.
Portaobjetos.
Papel adhesivo.

Equipo:
Autoclave.
Lampara.
Refrigerador.
Microscopio estereosc6pico.
Microscopio de fluorescencia.

Reactivos:
Solucidn salina al 0,.85% estéril,
Benzal.
Caldo de soya tripticasa (TSB)
Medio base de agar sangre {BAB)
Sueros homblogos de referencia (a, B, C y D)
Suero normal de conejo.
Solucién salina formalinizada al 0.3%
Metanol
Glicerina tamponada.
Solucién buffer de fosfatos pH 7.5.

Material biolégicST ‘
Coleccifn de cepas de todos los serotipos de -
Shingella. '
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~ Método de preparacifén de antigenos.

Para llevar a cabo la t&cnica es necesario contar con anti-

genos y anticuerpos marcados. Los antfgenos se fijan en un

portaobjetos y posteriormente se agrega el anticuerpo marca

do.

1.-

Aislar por estrfa cruzada cada uno de los serotipos de
Shigella, que formaron inicialmente la vacuna de inmu-
nizacién, en una placa de BAB, incubar a 37'C durante-
24 horas.

Observar la placa por medio de microscopio estereoscé-
pico, seleccionar 10 colonias de aspecto liso, las cua
les son circulares y presentan bordes enteros, inocu--—
lar cada una masivamente en placas de BAB, e incubar -
a 37'C durante 24 horas.

Hacer suspensiones celulares en tubos con 0.25 ml. de-
soluci6n salina al 0.85%, a partir de cada una de las-
10 cepas, guardando una cantidad de crecimiento en la-
placa.

Poner a vapor fluente los tubos de las suspensiones ce
lulares durante 2 horas a 100'C y enfriar.

Probar las suspensiones celulares por medio de la prue
ba de aglutinacidén en placa, con el suero homSlogo, --
con solucién salina y con suero normal de conejo. {Ver
método de aglutinacifn en placa en el anexo 1l.).

Seleccionar las cepas gque aglutinen mejor con el suero
homSlogo (44}, y no aglutinen ni con solucién salina,-
ni ¢on suero normal de conejo.

Inocular la cepa seleccionada en tubos con 5 ml. de --
caldo TSB, e incubar a 37'C durante 5 a 6 horas, inac-



1.~

2.~
3.~
4.-

46
tivar el crecimiento con 0.01 ml. de solucién salina -=

formalinizada.

Preparar 4 mezclas de antigenos de la siguiente manera:
a) Mezclar los 7 serotipos de Shigella dysenteriae (A)

b) Mezclar los 6 serotipos de Shigella flexneri (B)
c) Mezclar los 7 serotipos de Shigella boydii (C)
d) Mezclar las 2 formas de Shigella sonnei (D)

Método para hacer los frotis.

Colocar papel adhesivo con 10 oradaciones sobre portaob
jetos.

Colocar 10 microlitros de cada antfigeno en cada pozo.
Dejar secar a temperatura ambiente.

Fijar en metanol a 4'C durante 10 min.

'~ Titulaci6n de los conjutados.

Para

determinar la dilucién a la cual deben utilizarse los -

conjugados se sigue este procedimiento:

1.-

Hacer diluciones del conjutado fluorescente en solucién
salina (1:2, 1:4, 1:6 y 1:8).

Colocar una gota de cada diluci6én de conjugado hasta cu
brir cada uno de los pozos, donde se encuentra el anti-
geno que se desea evaluar. (Ver el siguiente esquema) :

Sindil. 1:2 1:4 1:6 1:8 Sindil. 1:2 1:4 1:6 1:8

(o] [o] o o} (o] (o} o} o o] (¢}

o 0 o o o o} o o 0 0
Sol.sal. 1:2 1:4 1:6 1:8 Sol.sal. 1:2 1:4 1:6 1:8
Frotis de S.dysenterijae Frotis de S.flexneri

(1-7 (1 -6}



Sindil, 1:2 1:4 (1:6 1:8  Sindil. 1:2  1:4 1:6. 1:8 '

) o o o o ) 0o 0 0 0
o o o o o o o o oo

sol.sal.1:2 1:4 1:6 1:8 Sol.sal. 1:2 1:4 1:6 1:8°

Frotis de S.boydii (1 - 7) Frotis de S.sonnei (I y IIY

3,-

10.-

Incubar en una c&marxa hGmeda durante una hora a 37'C, -
evitando que se sequen los frotis.

Lavar durante 10 min. con solucibén buffer de fosfatos =
pH 7.5 con agitacién.

Enjuagar los frotis en agua destilada durante 5 min, --—
con agitacién.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Montar las preparaciones con glicerina tamponada y colo
car encima un cubreobjetos.

Observar al microscopio de fluorescencia.

Reportar por medio de cruces la intensidad de fluores-
cencia para saber el tftulo del conjugado.

Usar el conjugado a la dilucifén méds alta en la cual -———
todavia se observa una intensidad de fluorescencia de 3
a 4+.

Nota: Si el conjugado ya se ha liofilizado, para evaluarlo -

es necesario hidratarlo a su volumen original con solu
cif6n salina al 0.85%.



48

7. RESuLTADOS

Obtencién de antisueros polivalentes para identificacién de
grupo.

— Antisuero Grupo A.

Se inmunizaron 5 conejos con una mezcla de antfgeno de - - -
S. dysenteriae 1, 2 y 3, y otros 5 conejos con una mezcla de
antigeno de S. dysenteriae 4, 5, 6 y 7, de los cuales se ob-
tuvieron 430 ml. de antisuero total. Para la obtencién del-
antisuero polivalente se mezclaron 210 ml. de antisuero de -
S. dysenteriae 1, 2, 3 con 210 ml. del antisuero de = - = -~
S. dysenteriae 4, 5, 6 y 7, obteniéndose en total 420 ml. de
antisuero polivalente, el volumen restante fue almacenado a
4'C. Después de la evaluacifn la cual se describe en las ta
blas 1 y 2, se determiné como dilucibén de uso 1:2, agregando
glicerol al 50% las reacciones cruzadas que son muy discre--
tas se enmascaran por lo gque se recomienda utilizarlo en es-
ta forma.

— Antisuero Grupo B.

Se inmunizaron 5 conejos con una mezcla de antfigeno de - - -
S. flexneri la, 1b, 2a y 2b, 5 conejos con una mezcla de an-
tigeno de S. flexneri 4a, 4b, 5 y 6, se obtuvieron 570 ml. -
de antisuero. Para la obtencib6n del antisuero polivalente -
se mezclarxon 190 ml. de cada uno de los 3 antisueros, obte--
niéndose en total 570 ml de antisuero polivalente B. La eva
luacibn de este antisuero se puede observar en las tablas --
3 vy 4, la dilucién recomendada para su uso es de 1:8. Se -
agregb glicerol al 50% y no se observ6 alteracibén en el tftu
lo con los antfgenos homSlogos, y las reacciones cruzadas se
enmascararon, por lo cual se utiliz6 este como conservador.
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~ Antisuero Grupo C.

Se inmunizaron 5 conejos con una mezcla de antigeno de-
S. boydii 1, 2 y 3, otros 5 conejos con una mezcla de antige
no de S. boydii 4, 5, 6 y 7, de los cuales se obtuvieron 420
ml. de antisuero total. Para la obtencién del antisuero po-
livalente se mezclaron 160 ml. de cada ung de los 2 antisue-
ros, obteniéndose en total 320 ml. de antisuero polivalente-
C, el volumen restante fue almacenado a 4'C. La evaluacifn-
de este antisuero se puede observar en las tablas 6 y 7, la-
dilucibn de uso recomendada es 1:2, agregando glicerol al ~--
50% las reacciones cruzadas no se observan, por lo gue se re
comienda conservarlo en esta forma.

— Antisuero Grupo D.

Se inmunizaron 5 conejos con una mezcla de antigeno de-
S. sonnei I y Il y se obtuvieron 220 ml. de antisuero. La -
evaluacifn de este antisuero se puede observar en las tablas
8 y 9, el antisuero debe utilizarse a una dilucib6n 1:8, agre
gando glicerol al 50% las reacciones cruzadas no se observan,
por lo que puede conservarse en esta forma.
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Obtencién de los Conjugados Fluorescentes.

— Conjugado anti Shigella dysenteriae.

Utilizando el método ya descrito para fraccionamiento del --
suero, & partir de 100 ml. de antisuero del grupo A, se obtu
vieron los siguientes resultados: 44 ml. de gamma globulina,
cuya concentracién proté&ica fue 1.02%. (Ver tabla No. 10). -
En esta misma tabla se observa que al conjugar los 44 ml. de
gamma globulinas con isotiocianato de fluorescefna se obtu--
vieron 70 ml. de conjugado fluorescente, el cual al titular-
se por la técnica de inmunofluorescencia, presenté una inten
sidad de fluorescencia de 3+, a una dilucibn 1:4 (ver tabla-
11) .

— Conjugado anti Shigella flexneri.

Se fraccionaron 200 ml. de antisueroc S.flexneri, se obtuvie-
ron 60 ml. de gamma globulinas cuya concentracibn protéica -
fue 2.28% (ver la tabla No. 10), las cuéles al titularse --
por la prueba de aglutinaci6n en placa presentaron 4+ a un -
titulo de 1:8, que se mantuvo igual que el del antisuero an-
tes de la precipitacifn como se puede apreciar en las tablas
4vy 5.

Al conjugar los 60 ml, de gamma globulinas con isotiocianato
de fluoresceina, se obtuvieron 85 ml. de conjugado fluores--
cente, el cual al titularse por la técnica de inmunofluores-
cencia present6 una intensidad de fluorescencia de 4+ a un -
tftulo de 1:2 (ver la tabla No. 12).

— Conjugado anti Shigella boydii.

Se fraccionaron 100 ml. de antisuero S. boydii, de los cua--
les se obtuvieron 56 ml. de gamma globulinas cuya concentra-
cibn protéica fue 2.5% (ver la tabla No. 10).
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Al conjugar los 56 ml. de gamma globulinas con isotiocianato
de fluorescefna se obtuvieron 200 ml. de conjugado fluores--
cente, el cual al titularse por la técnica de inmunofluores-—
cencia presentS§ una intensidad de fluorescencia de 3+ a un -
tftulo de 1:4 (ver la tabla No. 13).

~ Conjugado anti Shigella sonnei.

Se fraccionaron 100 ml. de antisuero de S. sonnei, del proce
50 se obtuvieron 30 ml. de gamma globulinas, cuya concentra-
cifn protéica fue 2.15% (ver la tabla No. 10), las cuales al
titularse por la prueba de aglutinaci6n en placa presentaron
3+ a un tftulo de 1:8, que se mantuvo igual al del antisuero
antes de la precipitacién (ver las tablas 9 y 14).

Al conjugar los 30 ml. de gamma globulinas con isotiocianato
de fluorescefna se obtuvieron 30 ml. de conjugado fluorescen
te, el cual al titularse por la t8cnica de inmunofluorescen-
cia present$ una internsidad de fluorescencia de 4+ a un tf-
tulo de 1:4 (ver la tabla No. 15).

El volumen restante de cada antisuero polivalente fue almace
nado a 4'C con glicerol al 50%, el cual podrd utilizarse en-
la identificacién de cada grupo especifico de ghigella por -
la t&cnica de aglutinacién en placa.

Aunque los antisuerxos se evaluaron con cepas de referencia -
se planteb el siguiente estudio para confirmar su utilidad,-
en el cual 39 cepas de Shigella previamente identificadas en
el Laboratorio de Enterobacterias del ISET, se identificaron
serol6gicamente con los antisueros producidos, esta identifi
caci6n se llev6 a cabo en forma ciega, es decir con una cla-
ve sin tener conocimiento de la forma en que se habfan clasi
ficado. Los resultados se muestran en la tabla No. 16, don-
de se puede observar que de las 39 cepas, en 38 ocasiones --
los resultados coincidieron con los previamente obtenidos --
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por el Laboratorio de Entercbhacterias, donde utilizaron -—---
otros sueros para su identificaci6n.

En la tabla No. 10 se muestra un resumen de los resultados -
obtenidos durante todo el proceso efectuado en la preparacibn
de antisueros polivalentes y conjugados fluorescentes para -

la identificacifn de shigella.

Es importante mencionar que siempre se checaron las cepas --
con solucién salina y suero neormal de conejo, para comprobar
que se encontraran en la forma lisa.
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TABLA No. 1

-EVALUACION DEL ANTISUERC POLIVALENTE DE. SHIGELLA DYSENTERIAE

(LA 7
ANTISUERO
ANTIGENOS
sin diluir{ 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16] 1:32

S.dysenteriae 1. 4+ 44 3+ 1+
S.dysenteriae 2. 4+ 4+ 2+ tr
S.dysenteriae 3. 4+ 4+ 2+ tr
S.dysenteriae 4. 44 i+ 24 tr
S.dysenteriae 5. 4+ 4+ |3+ |14
S.dysenteriae 6. 4+ 44+ |2+ [tro |
S.dysenteriae 7. 4+ 4+ 24+ | tx )
S.dysenteriae -
(8ab - 10) - - - -
S.flexneri (la - €) 1+ tx - e L
S.boydii (1 - 15) - - - < A
S.sonnei I. - - - -1 - -
S.sonnei II. tx tr | tr ftr tr tr

Titulo recomendado 1:2

(4+) .~ 100% de aglutinacién.
(3+) .- 75% de aglutinacién.
(2+) .~ 50% de aglutinacién.
(1+) .- 25% de aglutinacidn.
(tr) .- trazas de aglutinacifn.
{-).~ aglutinacién negativa.
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EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE SHIGELLA DYSENTERIAE
(1 A7) - UTILIZANDO SUERO CON GLICEROL AL 50%

ANTIGENOS

ANTISUERO

Suero con glicerol al 50%
{1:2)

1:3

S.dysenteriae
S.dysenteriae
S.dysenteriae
S.dysenteriae
S.dysenteriae
S.dysenteriae
S.dysenteriae

S.dysenteriae
(8ab - 10}

S.flexneri (1~ 6)

N s W N
« . e .

S.sonnei I.
S.sonnei II.

5. boydii (1 - 15}

4+
44
4+
4+
44
4+
4+

tr

3+
3+
3+
24
L3+

24
34+,

“tr

tr

tr

tr

Titulo recomendable: 1:2

Se recomienda un tftulo 1:2 debido a que con algunas cepas

como Shigella dysenteriae 4 y 6, al diluirlo 1:3 se obsex-

va una reaccidén de 2+ que en ocasiones puede causar confu-

sibn.
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TABLA No. 3
EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE SHIGELLA FLEXNERI
(1 - 6)
ANTISUEROS G
ANTIGENOS : SRR E
Sin diluirj 1:2 [1:4 [1:8 [ 1:16 | 1:32 {1:64. 1:128 13256 ..
S.dysenteriac
1T =10} tr tx - .
S.flexneri la TSI VUL R [ VIl RS ) oo
S.flexneri 1b av e Paw s | a2
S.flexneri 2a Ak - L Aepad ) 4l 36l 2
§.floxneri 2b av ar | ae|av| 3¢ |ae
S.flexneri 3a 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ ] 24
s.flexneri 3b 4+ | av | ae| 4+ | 3+ {2+
S.flexneri 3¢ 4+ 4+ A+ 4+ 3+ | 3+
S.£lexncri 4a 4+ 4+ 4+ 3+ 24+ § tr
S.flexncri 4b 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 1 3+
Ss.flexneri 5 4+ 4+ 4+ A+ 3+ ) 2+
S.flexneri 6 4+ 4+ 4+ | 4+ 44+ 1 3+
s.boydii (1-15) tr (- |- |-} -~ T- S -
S.sonnei I. - - -1~ el - = .
S.Sonnei II. tr tr | tr]tr| tr|tr tr f: e

Titulo recomendable:. 1:8
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EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE SHIGELLA FLEXNERI (1-6)

UTILIZANDO SUERO CON GLICEROL AL 50%

ANTISUERO
ANTIGENOS T
Suero c/glic.50%| 1:4 {1:8 [1:16] 1:32} 1:64:)1:128 1:256
{1:2) B :

S.dysenteriae .

T~-10) - e I B -
S.flexneri la 4+ ar 4% ]3| 24
S.flexneri 1lb 4+ 4+ ) 4+ ) 4+ 2+
S.flexneri 2a 4+ 4+ | 4+ 2+ 1+
S.flexneri 2b 4+ 4+ | 4+ 3+ 2+
S.Flexneri 3a 4+ 44 1 4+ 3+ 2+
S.Flexneri 3b i+ 4+ | 44| 3+ 2+
S.Flexneri 3c 4+ 44 1 4%} 4+ 3+
S.Flexneri 4a 4+ 4+ | 44| 2+ tr
S.Flexneri 4b 4+ 44 | 4+ | 3+ 2+
S5.Flexneri 5 4+ 4+ | 4+ } 3+ 2+
S.Flexneri 6 4+ 4+ | 4+ | 3+ 2+
S.Boydii (1 - 15) - - - - -
S.sonnei I. - - - - - -
S.sonnei II. tr tr | tr | tr tr

Titulo recomendado:

1:8
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TABLA No. 5

EVALUACION DE LAS GAMMA-GLOBULINAS DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE
S.FLEXNERI

Gamma

Hlobulina DILUCIONES

ANTIGENO

5in diluir {1:2 (1:4 |1:8 {1:16 | 1:32 } 1:64 | 1:128 | 1:256]

S.dysenteriae :
1 -10 tr tr | - - - - - - -1

S.flexneri la 4+ A+ |4+ ] 44 ] 4+ 2+

S.flexneri 1b 4+ 44+ | 4+ | 4+ | 4+ 3+

S.flexneri 2a 4+ 4+ Lar | A+ 3+ ] €27

S.flexneri 2b 4+ 4+ |4+ | 4+ [ 2+ | &t

S.flexneri 3a 44+ 4+ | 4+ ] 4+ ) 4+ 2+

S.flexneri 3b 4+ 4+ |4+ ] 4+ 1 2+ trx

‘S.flexneri 3¢ 4+ A+ 14+ | 4+ 4+ ] 3+

S.flexneri 4a 44 4+ [ 4+ | 4+ | 3+ tr

S.flexneri 4b 4+ 4+ 1A+ 4+ ) 4+ 2+ )
S.flexneri 5 4+ 44 |4+ | 4+ | 3+ 1+ tr - -
S.flexneri 6 4+ 44 | 4+ ] 4+ |} 3+ 2+ tr - -

S.boxdii {1 - 15) tr - -y - - - - - -

S.sonnei I. - - - - - - - - -
S.sonnei II. tr tr ftr{ tr | tr tr | tr tr tr

Titulo recomendado: 1:8
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TABLA No. 6

EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE SHIGELLA BOYDII (1-7)

ANTISUERQ
ANTIGENO
Sin diluir 1:2 J1:4 | 1:8] 1:16 1:32.

S.dysenteriae _ i

- tr ) - - - - "
S.flexneri (1 ~ 6) tr. tx -
5.boydii 1. 4+ 4t 2+ | te| -} oL
S.boydii 2. 4+ 4+ 2+ | tr I Bt
S.boydii 3. 4+ T4+ 2+ tr - -
S.boydii 4. 4+ 4+ 4+ 3+ tr -
S.boydii 5. 4+ 4+ 2+ tr - -
S.boydii 6. 4+ a4 | a4+ | 3| 1+ | =
S.Boydii 7. ' 4+ 4+ 4+ 2+ 1+ -
S.Boydii (8 ~ 15) - - - - - -
S.sonnei I, - - - - - -
S.sonnei 11I. tr tx tr tr tr tr

Titulo recomendado 1:2



TABLA No. 7

EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE SHIGELLA BOYDII

(L - 7)) = UTILIZANDO SUERO CON GLICEROL AL 50%
ANTISUERO
ANTIGENOS
Suero c/glic.50%] 1:3] 1:41 1:8 1:16
{1:2)
-| S.dysenteriae

e v - N N -
S.flexneri (1- 6) tr - - - -
S.boydii 1. 4+ 2+ 2+ - -
S.boydii 2. 4+ 3+ 2+ tr -
S.boydii 3. 4+ 3+ 2+ - -
S.boydii 4. 4+ 4+ 3+ tr -
S.boydii 5. 4+ T4+ 2+ tr -
S.boydii 6. 4+ 4+ 4+ 3+ 14+
S.boydii 7. 4+ 4+ 4+ 24 tr
§.boydii (8 -15) - - - - -
S.sonnei I. - - - - -
S.sonnei II. tr tr tx tr tr

Titulo recomendado 1:2

' 59



TABLA No.

EVALUACION DEL ANTISUERO DE SHIGELLA SONNEI I Y II

60

ANTISUERO
ANT IGENOS

Sin diluir {1:21 1:4 [1:8 }1:16 [1:32 |1:64
S.dysenteriae{l - 10) tr tr - - - - -
s.flexneri (1 - 6) tr - - - - - -
S.boydii (1 - 15) tr - - - - - Ve
S.sonnei I. 44 4+| 4+ | 3+ 2+ tr e
S.sonnei IX. 4+ 4+ 4+ 3+ 1+ tr tr
Titulo recomendado: 1:8

TABLA No. 9

EVALUACION DEI ANTISUERO DE SHIGELLA SONKREL I Y IT
UTILIZANDO SUERO CON GLICEROL AL 50%

ANTISUERO
ANTIGENOS Suero con
glic. 50% | 1:4 1:8 1:16
(1:2)

S.dysenteriae (1~10 - - - -
S.flexneri (1-6) - - - -
S.boydii (1-15) - - - -
S.sonnei I. 4+ 4+ 3+ 2+
S.sonnei II. 4+ 4+ 3+ 1+
Titulo recomendado: 1:8
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TABLA No. 10

RESUMEN DE RESULTADOS

"GRUPO

Vol. de antisuero (ml.)
T{tulo de antisuero.

Vvol. de suero precipi=-
tado (ml.)

Conc. de prot. del -
suero (%)

Conc. de prot. frac.
gamma (%)

Vol. de gamma globuli-
nas (ml.)

Titulo de las damma —--
globulinas.

Vol. de conjugado fluo
rescente (ml.}

Tftulo de conjugado --
fluorescente.

Intensidad de fluores-
cencia. -




TABLA No. 11

TITULACION DEL CONJUGADO FLUORESCENTE DE S.DYSENTERIAE
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CONJUGADO F DILUCIONES

MEZCLA DE ANTIGENOS
SIN DILUIR | 4.5 | 1:4| 1:6 1:8

§.dysenteriae (1-7) 4+ 4+ 3+ 2+ 1+

Titulo recomendado: 1:4

TABLA No. 12

TITULACION DEL CONJUGADO FLUORESCENTE DE S.FLEXNERI

DILUCIONES
CORJUGADO F
MEZCLA DE ANTIGENOS | o o DILUIR -
1:2 1:4
S.flexneri (1-6) 4+ 4+ 24

rftulo recomendado: 1:2

TABLA No. 13

TITULACION DEL CONJUGADQ FLUORESCENTE DE S5.BOYDII

‘DILUCIONES
MEZCLA DE ANTIGENOS c;;q;ugﬁ)&:
1:2 1:4 1:6 1:8
S.boydii (1 - 7) 4+ 4+ 3+ 3+ 2+

Titulo recomendado: 1:4
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TABLA No. 14

EVALUACION DE LAS GAMMA-GLOBULINAS DEL SUERO DE SHIGELLF\ SOMNET.

Gama-glob. - . DILUCIONES

- ANTIGENOS conc. - |1:2:|134 |1:8:) 1216 [1:32 | 1:64 | 1212

1.s.dysenteriae (1-10)
S.flexneri {1-4a)
S.flexneri (4b-6)

S.boydii (1 - 15)
S.sonnei I.

S.sonnci 1I.

Titulo recomendado:

TABLA No, '15

TITULACION DEL CONJUGADO FLUORESCENTE DE SHIGELLA SONNEI

DILUCIORES
MEZCLA DE ANTIGENOS CSOI“NJUISI""&?HE
1:2 1:4 1:6 1:8
S.sonnei 1 y Il 4+ 4+ 4+ 24+ 1+ Ll

Pitulo recomendado: 1:4
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TABLA No. 16

EVALUACION DE ANTISUEROS POLIVALENTES DE SHIGELLA

ESPECIE DE SHIGEIIA ANTISUEROS A LA DILUCION RECOMENDADA

(Lab.Enterobacterias) [ 5 (1.9) | p(1:8) | c(1:2) | D(1:8)

2 dysenteriae 2+
2 dysenteriae 3+ ‘
2 flexneri
3 boydii
19 sonnei 44

1 dysenteriae R o

TOTAL: 39. .
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8. DiscusiON DE RESULTADOS

En la tabla No. 1 se observa gue el titulo recomendado para-
uso del antisuexo de S. dysenteriae es 1:2, ya que en dicha-
dilucibén se presenta una aglutinacién del 100%. E1l antisue-
ro crudo presenta ligeras reacciones cruzadas con otras espe
cies pero estas son eliminadas al utilizar glicerol al 50%.-
{Tabla No. 2}.

En la tabla No. 3 se observa que el antisuero de S, flexneri
presenta aglutinacién hasta 1:128 pero el tftulo recomendado
es 1:8, ya que en esta dilucifn se presenta aglutinaci6én del
75 - 100%. Al agregar glicerol al 50% se observa una agluti
nacidn total del 100% en el titulo de 1:8, por lo que se re-
comienda utilizarlo de esta forma. (Tabla No. 4.).

En las tablas 6 y 7 se observa que el titulo recomendado pa-
ra uso del antisueroc de S. boydii es 1:2 ya que en esta dilu
cifn se produce una aglutinacifn del 100%.

En la tabla 8 se observa que el antisuero de S. sonnei pre--
senta ligeras reacciones cruzadas con las otras 3} especies =-
pero estas desaparecen. al agregar glicerol al 50% y el tftu-
lo recomendado es 1:8, ya que a esta dilucifn se produce una
aglutinacién del 75%. (Tabla No. 9.).

Al observar las tablas de evaluacibén de los antisueros se po
ne de manifiesto gue todos los antisueros cruzan ligeramente
con S. sonnei II, ya que esta es la forma rugosa de S.sonnei.

En la tabla No. 10 se observan todos los resultados obteni--
dos en este trabajo. Al evaluar los antisueros obtenidos -~
estos presentaron resultados aceptables, se - -obtuvieron dife-
rentes volfimenes de antisueros de cada grupo debido al nGme-

ro de conejos inmunizados, las diferencias en cuanto a los -~
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titulos de anticuerpos se pueden deber a varios factores ta-
les como: antigenicidad de la bacteria, factores genéticos,-
estado nutricional y fisiolbgico de los conejos, dosis y con
centracién de los antigenos, ya que todos estos factores mo-
difican la respuesta inmune en cualquier ser vivo vertebrado.

La concentracifn de proteinas del suero antes de la precipi-
tacifn es mayor debido a que el suero total contiene todas -
las protefnas, y después de la precipitaci6n con sulfato de-
amonio, la concentracién de proteinas de las gamma globuli--
nas es menor, debido a que Gnicamente se tienen las gamma --
globulinas puras y las otras protefinas constituyentes del -
suero se eliminan.

Los diferentes volfimenes de los conjugados fluorescentes se-
deben a las diferencias en cuanto a la concentracién proté&i-
ca, ya que dependiendo de dicha concentracifn protéica es la
cantidad de conjugado fluorescente ohtenido. El conjugado -
del cual se obtuvo mayor cantidad fue debido también a que -
se obtuvo mis diluido, perc esto ayudS a gue en los frotis -
se -observaran mejor sin interferencia de cristales de f£luo--
resceina inespecifica; es decir que la técnica de conjugacitn
se fue mejorando.

En cuanto a los titulos de los conjugados fluorescentes, -~
estos fueron menores que los obtenidos en los antisueros po-
livalentes, pero se obsexvaron perfectamente a la dilucibn -
mencionada en la tabla No. 10, presentando una intensidad de
fluorescencia de 3 a 4+, aceptable para usarse en la identi-

ficacién presuntiva de Shigella.

En la tabla No. 11 se observa que el titulo recomendado del-
conjugado fluorescente de §. dysenteriae es l:4 ya que se -~
presenta una intensidad de fluorescencia de 3+.

En la tabla No. 12 se observa que el tftulo recomendado del-
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conjugado fluorescente de S. flexneri es 1:2 ya que se pre--
genta una intensidad de fluorescencia de 4+,

En la tabla No. 13 se observa que el titulo recomendado del~
conjugado fluorescente de S. boydii es 1:4 ya que se presen-
ta una intensidad de fluorescencia de 3+.

En la tabla No. 15 se observa que el titulo recomendado del-
conjugado fluorescente de S. sonnei es 1:4 ya gue se presen-
ta una intensidad de fluorescencia de 4+.

En las tablas Nos. 5 y 14 se observa que al precipitar las -
gamma globulinas con sulfato de amonio estas no presentaron-
aumento del tftulo, pero se mantuvieron igual que antesde la
precipitaci®n.

En la tabla No. 16 se observa que de las 39 cepas probadas -
con los antisueros preparades, finicamente una no se identifi
cb serolbgicamente, por lo que se considera que dichos anti-~
sueros pueden utilizarse para identificacibn en casos de epi
demiologia por Shigella. En cuanto a la cépa que no se iden
- tific6 serolégicamente puede ser debido a que dicha cepa no-
se encontraba completamente lisa y por lo tanto aglutind con
otro antisuero, ya que estds cepas no son las cepas de refe-
rencia utilizadas para la produccibn del antisuero.
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9, CONCLUSIONES

En el diagnfstico para la identificaci6n de Shigella, no se-
puede hablar finicamente de un método, se debe mencionar gue-
para identificar dicha bacteria es necesario unir todos los-
métodos conocidos para su identificacién tales como: cultivo,
pruebas bioquimicas, identificacién serol6gica con los anti-
sueros A, B, C y D y tincién inmunofluorescente con los con-
jugados fluorescentes. En cuanto a la recuperacibn de =~~~
Shigella a partir de alimentos contaminados, dicha recupera-
cibn es dificil, ya que esta bacteria es inhibida en los di-
ferentes medios s6lidos comerciales como EMB, XLD, SS, =--
Hectoen enteric, Mac Conkey y Tergitol 7, por otra parte tam
bién interfiere en su recuperacibn la flora asociada al ali-
mento, impidiendo asi un cultivo adecuado, y por lo tanto di
ficultando su identificaci6n. Es por esto que la técnica de
anticuerpos fluorescentes es muy Gitil para el diagnéstico -~
presuntivo de Shigella.

Ademis esta técnica nos proporciona informacibn tanto de pre
paraciones de materia fecal de un cultivo, de alimentos con-
taminados, como de tejidos infectados.

" pox otra parte la tincién inmunofluorescente es muy sencilla
y répida, ya que s6lo basta con hacer preparaciones, tefiir——
las con el conjugado fluorescente y observarlas al microsco-
pio de fluorescencia, para identificar presuntivamente al mi

croorganismo.

En el presente trabajo tanto los antisueros polivalentes co—
mo los conjugados fluorescentes presentaron resultados acep-
tables, por lo cual ambos reactivos se pueden utilizar en el
diagn6stico para la identificacién de Shigella, en casos cli
nicos o en brotes epidemiolégicos, para dar un diagnSstico -
mis acertado y por lo tanto proveer un tratamiento oportuno.
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ANEX0 No, 1
MeTODO DE AGLUTINACION EN PLAcA

i.-

Hacer suspensiones celulares de antigenos en. tubos que-
contengan 0.25 ml. de solucifn salina al 0.85%, las cuva
les al hacer una diluci6én 1:30 correspondan al tubo No.
3 de MacFarland.

En una placa de vidrio colocar en un extremo una gota -
del Ac (antisuero) y en el extremo contrario colocar --
una gota del antigeno.

Mezclar por medio de una asa, agitar manualmente un mi-
nuto y leer a simple vista o con ayuda de una l&mpara.

Aglutinaci6n positiva: se observa un conglomerado o red
de particulas dentro de un sobrenadante transparente.

Aglutinaci6n negativa: no se observa red de particulas,
por lo que se presenta un sobrenadante turbio.

Este método se utiliza para titular los antisueros y pa
ra comprobar gue una cepa sea lisa. Para titular un --
antisuero se hacen diluciones dobles y el titulo es el-
reciproco de la Gltima dilucibn a la cual todavia se --
presenta aglutinacién.
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ANEXO No, 2
INMUNIZACION DE LOS CONEJOS

Colocar el conejo en el interior de una caja de madera,
la cual lo inmoviliza parcialmente, la cabeza debe gue-~
dar al exterior por un orificio en uno de los extremos~
de la misma.

Colocar la caja en posici6n vertical en relacifn a su -
eje mayor, quedando la cabeza del conejo en la parte. in
ferior para mejorar la visibilidad de las venas, se uti
lizan 1las venas laterales de las orejas.

Localizar la vena a utilizar.
Efectuar asepsia en la regi6n, retirar el pelo que esté

sobre la vena, con una aguja canalizar la vena e intro-
ducir el antfgeno.
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ANEXO NO. 3
SANGRADO DE LOS CONEJOS

lo

20

Por puncibn cardidca:

Se anestesia al animal con &ter o cloroformo y se suje-
ta sobre una tabla, la parte central del animal gquedard
hacia la persona que va a realizar la punci6n.

Realizar asepsia del &rea cardifca con una torunda con-
alcohol.

Localizar el corazb6n tomando como referencia los lati--

-dos cardifcos.

Introducir la aguja de arriba hacia abajo, no introdu--
cirla a los lados del t6rax porque podrfa lesionar pul-
mones y causar la muerte del animal, cuando se ha intro
ducido lo suficiente aspirar, si se extrae sangre conti
nuar la aspiracién, de lo contrario volver a localizar-
el corazfn.

De la vena central de la oreja:

Colocar el conejo dentro de una caja de madera, quedan-
do en el exterior solamente la cabeza.

Colocar la caja en posici6n vertical, quedando la cabe~
za del conejo en la parte inferior de la misma.

Limpiar con una torunda con aleohol la oreja que sevaya
a utilizar, retirar el pelo que se encuentra sobre la -
vena central, una vez localizada la vena c¢on una aguja-

No. 19 se canaliza y se extrae la sangre.
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Anexo No. 4
PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién salina al 0.85%. ‘
Disolver 8.5 g. de NaCl en un litro de agué desti1ada,

Soluci6n salina formalinizada al 0.3%:'_5-
0.3 ml. de formaldehido llevarlos a 100.ml.

on:soluci6n
salina al 0.85%. T

Solucion saturada de sulfato de amonio'ﬁﬁ‘7 0.
1008%) . SR
(NH,) 580, ~uevennnn .. 760 g.

Agua destilada....... . 1000 ml.

Al sulfato de amonio se le agregan 500 ml. de agua des-
tilada, calentar hasta disolucifn del sulfato de amonio
y filtrar. Una vez frfo aforar hasta 1000 ml. y ajus--
tar el pH de 7.0 con hidréxido de amonio concentrado. -
Guardarlo en refrigeracién.

solucién de cloruro de bario al 5%.
Disolver 5 g. de cloruro de bario en 100 ml. de agua =--
destilada.

solucién buffer de acetatos pH 4.5.
CH;COOH glacial ....... 10 g.
CH,COONa ..vevevives.ns 10 g.
Agua destilada ..se.0..150 ml.

solucién de hidr6xido de sodio IN.
Disolver 40 g. de NaOH en 1000 ml. de agua destilada.

solucidn buffer de fosfatos salino pH 7.6 (PBS)

Fosfato disédico (NaZHPO42520) cese. 11.87 g/1.
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Fosfato monopot&sico (KHZPQ4) cieecess 9.08 g/l.

A 9 ml. de la solucifn de fosfato dis&dico anadir un -

mililitro de solucién de fosfato monopotdsico, ajustar
apH 7.6

Nota: Esta es la solucién Buffer de fosfatos y para --
preparar PBS, de esta solucifn.se toman 50 ml. y se =--
agregan 8.5 de NaCl y se afora a un litro con agua des
tilada.

Soluci6n de merthiolate 1:100.
Disolver 1 g. de timerozal en 100 ml. de agua destila-
da.

Buffer de carbonatos pH 9.5, 0.5 M.
Na2003 anhidro .......« 5.3 g/100 ml. aqua destilada.

NaHCO3 vesssnessceseses 4.2 g/100 ml, agua destilada.

Ajustar a pH de 9.0 a 9.5.

Solucibn de &cido clorhfdrico IN. (500 ml.).
A 15.4 ml. de &cido clorhfdrico aforar a 500 ml. con -
agua destilada.

Soluci6n de hidr6xido de sodio 0.2 N.
Disolver 8 gramos de NaOH en 1000 ml. de agua destila-
da.

Glicerina tamponada.
A un mililitro de PBS agregar 9 ml. de glicerina.
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