
Producción de un suero
' aglutinante “O” IV-V-XII

Salmoneíía Stanley

Por el Dr. E L A D IO  JA R A M IL L O  M.

Profesor de la Facultad

La cepa Stanley usada para la prepara

ción de este suero fue obtenida en el Ins- 

lituto Zooprofiláctico de Brescia (Italia) 

y provenía del Instituto de Higiene H u 

mana del Profesor Giovanardi en M ilén, 

figuraba bajo el N" 1158 y su estado era 
liofilizado.

La cantidad de cidtivo bactérico en es

tado Iiofilizado, fue disuelto en unas go

tas de caldo simple estéril y sembrado en 

probetas de agar inclinado e incubado 

por 18 horas a 37" C. Del cultivo así ob- 

leniclo sembré 6 cajas de agar-petri para 

la obtención de colonias aisladas, em

pleando la técnica de dilusión.

Para determinar su fase, las colonias 

nerón examinadas bajo esteroscopio con 
luz indirecta y para la obtención de una 

«ompleta fase S, las colonias fueron re

membradas en agar-glicerinado por 3 ve- 
r<!>. La fase S quedó asegurada por la téc- 

Alexandrini y Sabatucci,. Tbjta 
aller y Prueba de la EbuII ición exclu

i d o  así las formas R  del cultivo.

i  ̂a n^en*'^cac'®n morfológica de la Sal- 
pone la en cuestión quedó asegurada con 

r°tis coloreados por el método de Gram

/ '! P °r LÍuckner, pruebas de mo- 
V|li(lad, etc.

LOTE N? 1 

Conejo N “

208
221
226

Las pruebas bioquímicas dieron para 

los 6 cultivos los resultados siguientes:

Glucosa . . . . .  -)- a las 24 lioras.

S aca ro sa ................. —

M a n i t a .................... -f-

U r e a ......................... ...—

In c fo l........................ —

G e la t in a .................. ...—■

Rojo de Metilo . . .  -)- a las 96 lloras. 

Voges Prosk . . .

Citrato de Amon. . -(-

S a l ic in a .................. —  a las 24 lloras.

M o v il id a d ............... ... -f-

Siguienclo la técnica general trazada 

por el Dr. F. Kauffmann. se prepararon 

los antígenos O  ’ de Salmonella S tan

ley, para ello empleé los métodos de cal- 

clo-cultivo y el método de Roscka.

Después de obtenidos Jos antí genos 

por cada uno de los métodos, procedí a 

la preparación de los sueros, inoculando 

por vía intravenosa (vena de la oreja). 

Dos lotes de conejos fueron seleccionados 

entre los 2.600 y 3.200 gramos de peso, 

que fueron puestos en condiciones am

bientales y nutricionales óptimas para 

todos.

Las .Inoculaciones se liirifron en la si

guiente forma:

Dic. 19/58 Dic. 24/58 Dic. 29/58 En. 7/59 En. 12/59

0.25 c.c. 0.5 c.c. 1 c.c. 1.5 c.c. 3 c.c.

0.25 c.c. 0,5 c.c. 1 c.c. 1.5 c.c. 3 c.c.

0,25 c.c. 0.5 c.c. 1 c.c. 1.5 c.c. 3 c.c.

Este 1
e ote fue inoculado con el antígeno producido por el método de Caldo-cultivo.
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LOTE N° 2

Conejo N" Dic. 19/58 Dic. 24/58 Dic. 29/58 En. 7/59 En. 12/59

232   0,5 c.c. 1 c.c. . 2 c.c. i 4 c.c. 4 c.c.

233   0.5 c.c. 1 c.c. 2 c.c. 4 c.c. 4 c.c.

246 ......................... 0,5 c.c. 1 c.c. 2 c.c. 4 c.c. 4 c.c.

Este lote fué inoculado con el antígeno producido por el método de Roscka.

El conejo N'-' 246 murió después de El suero obtenido fué clarificado y cen

ia cuarla inoculación, a la autopsia re- trifugado, como también inactivado al 
veló una cisticercosis. baño-maría por 30 minutos a 56 grados ( .

A  los 8 días de la última inoculación 

se liizo lina sangría de prueba, tomando Hice diluciones del suero de cada uno 

de la vena marginal de la oreja y por de los conejos que van de 1:10 basl.i 
punción 5 c.c. de sangre utilizada para 1:20.480. La aglutinación de prueba so 

una aglutinación de prueba, dejando los efectuó en la siguiente forma y en pro
conejos en completo reposo. betas:

Suero liiperinmune Stanley de cnda d i lu c ió n ...........................  0,50 c.c.

Antígeno S ta n le y ................................................................................ 0.50 c.c.

1 olal en cada p rob e ta ........................................................................  1 c.c.

Los títulos obtenidos al afecluar la 
aglutiníición individual de cada suero 
fueron los siguientes:

Suero N» 2 2 1 ............................. 1:1280
Suero N 1' 233 ............................  1:400

Suero N° 2 2 6 .......................... .... 1 :400

Suero N " 232 ............................1:640

Suero N" 208 ............................1:5.120

A 'ola: Los controles en cada aglutina

ción lueron negativos.

A  los resultados de la aglutinación de 

prueba, inmediatamente se procedió a la 

sangría tota! de los 5 conejos, usando el 
método de (anulación de la carótida. la 

sangre lué recibida en recipientes esté
riles. La sangre y el suero sufrieron el 

mismo procedimiento que para la agluti
nación. de prueba: clarificación, inacti
vación. etc.

Usando las mismas diluciones de prue
ba 1:10 a 1-20.480 y efectuando la aglu

tinación en probeta en iguales cantida
des a la aglutinación de prueba, se ob

tuvieron los siguientes residtaclos después 

de 20 lloras al baño-maría y 4 lloras de 
reposo el medio ambiente:

Suero N v 226 título aglutinante 1:400

Suero N " 232 título aglutinante 1:400

Suero N* 233 título aglutinante 1:200
Suero N" 208 título aglutinante 1:640
Suero N" 221 título aglutinante 1:1280

Para asegurar la conservación de Io< 

sueros frieron liofilizados así:

Congelación a — 40 grados C. por 3(> 
lioras.

Vacío a — 25 grados C. y a 100 niicro- 

nes 4 orne.

Des oración del contenido de cada am 
polle'a 1 r.c. al varío y con anhidro fo>- 

tórico.

Secado escundario y cerrado al va r ío .

L? aglutinación lenta de los sueros 

producidos fué probada después del pro
ceso de Iiofilización con los s ig u ie n te s  

resaltados:

Suero N" 226 título aglutinante 1:400

Suero N '“ 232 título aglutinante 1:400 

Suero N" 233 título aglutinante 1:200 

Suero N" 208 título aglutinante 1:640 
Suero N" 221 título aglutinante I:l2b0
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Contról de sueros Nos. 226, 232, 233, 208 
y 221 Stanley con Antígenos Somáticos.

Con el fin cíe determinar la dilución 

de u-o de los sueros producidos, procedí 
<i l.i preparación de 26 antígenos somáti- 

<o- específicos y no específicos, que fue
ron probados con cada suero, efectuando 
l.i aglutinación lenta en probeta y la 

¿ i tí 11«t i ti íi c i ó n rápida en lámina.

Las cepas-tipos de Salmonella emplea
do- en este trabajo fueron lomadas del 
upario del Instituto Zooprofiláctico Ex

perimental de Brescia (Italia) y prove
nientes. unas del "Kauffmann-Chief In- 

li rnalional Salmonella Center ’. State 

Serum Instituto Copenhagen Denmark. 

y otras de la Facultad de Medicina de 
Milán. Profi “sor Ciiovanardi.

Las cepas-tipos especificas empleadas 
p¡ira la producción de antígenos y cuyos 

re-pectivos cultivos fueron conservados en 
refrigeración para la aglutinación rápi

da. fueron las siguientes:

S.ilnionella abortus oqui. (4 cepas dis

tintas).

Reading.
C liester.

De.rby.

T y p l  í im u r iu m .
Stanley-Ville.
Kaposvar.

Heilderberg.
Bredeney.

California.

tssen.
T exas.

San Diego.

ParalypFii.

Abort II? ovis.
S lil eissli eim.

I <i- cepas-tipos inespecíficas empleadas

ron 1<>S siguientes:

■ •dnionella T hom pson .

Montevideo.
Oraniemburg.

Bareilly.

Newington.
Zansibar.

Onderstepoort.

Los antígenos somáticos fueron prepa
rados por los métodos del caldo-cultivos, 

controlando la fase S (no aglutinación 
y pruebas de control de fase).

Como el índice de opacidad de los an- 

tígenos, puede interferir en el resultado 
de la aglutinación ya que la concentra

ción de gérmenes varía para cada anlí- 
geno, empleé para medir diclia opacidad 

un turbklímetro eléctrico empleado en el 
Instituto para medir la concentración de 

Brucellas por c.c. Este aparato estaba ca
librado para obtener una concentración 

de gérmenes en cantidad de 6.000.000.000 

que corresponden al N" 60 de la gradua
ción. I ornando como base esta ci fra y 

haciendo una relación con el tamaño del 
germen Salmonella. que es mayor, a d i

cha cifra correspondería una concentra
ción aproximada do 1.500.000.000 por 

C .C .

Los grados de opacidad Langc variaron 
en un mínimo d o 18 para el antígono de 

la Sal, abortus ovis y un máximo de 45 

para el Antigeno de la Sal. Onderste- 

poolí.

El control del poder aglui'nante de los 

Antígenos fué asegurado con la prueba 
correspondiente y la lectura f«" nogal i va 

después de 20 I loras al baño-maría a 50 
g r a d o s  C. y reposo al mi-dio ambienle.

Los sueros Nos. 226. 232. 233, 208 y 

221 Stanley fueron aglutinados con los 
antígenos somáticos específicos IV. V. 

X II en aglutinación lenlíi en tubo, usan
do diluciones del suero Stanley de 1:50 

a 1 :2560. Cada suero fué probado con lo.' 
antígenos somáticos específicos de las Sal- 
moneílas anotadas, con fos siguientes re

sultados:

til suero N '1 226 tuvo una aglutinación 

somática positiva mínima de 1:40 ion lo; 

antígenos somáticos de las Salmonella; 
Reading. Sal. Kaposvar. Sal. California. 

Sal Essen y Sal ParatipI ii B y una aglu- 

tinación máxima de 1:640 con los antí

genos somáticos de las Salmonellas abor
tus equi y abortus ovis. Con 1 os antíge

nos somáticos inespecíficos fué negativa 

a todos los títulos del suero; los contro
les fueron negativos también.
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/:/ suero N v 232 luvo una aglutinación 
mínima tic* 1 :20 con los antígenos espe

cíficos somáticos de Sal. Reading, Sal. 

Stanley Ville y una agí ul ¡nación máxima 
con los antígenos somáticos específicos de 

la Sal. Abortus equi y abortus ovis. Con 

los antígenos somáticos inespecíficos ftté 
negativa, igualmente para los controles.

ht suero N" 233 tuvo una aglutinación 

mínima de 1:40 con los antígenos somá
tico'' específicos de Sal. Kaposvar. Sal.
I leildelberg, y Sal. Paraliphi B y un má

ximo de 1:1280 con los antígenos somá

ticos específicos de la Sal aborlus Equi 

y aborlus ovis. Con los antígenos somá

ticos inespecíficos fue negativa la reac
ción. lo mismo con los controles.

hl. suero N" 208 luvo una aglutinación 
minima de 1:40 con los antígenos somá
ticos específicos de la Sal. Reading. Sal. 

C hester. Sal. Kaposvar, Sal. I leidelberg. 

Sal. California y Sal. T exas. Con los an- 
lígenos somáticos inespecíficos la reac

ción fué negativa, lo mismo para los con
troles.

/:( suero N" 221 tuvo una aglutinación 

mínima al tílulo 1:80 con los antígenos 
comáticos específicos de Sal. Reading. 

Sal. C hesle¡\ Sal. Derby. Sal. Stanley- 
ville. Sal. Kanosvar v Sal. California, y 

una máxima de 1:640 con el anlígeno so- 

málico específico de la Sal. Slileissbeim 
y Sal. Aborlus equi. Con los antígenos 

somáticos inespecíficos la reacción fué ne

gativa, lo mismo para los controles.

Control de los sueros Nos. 226. 232. 233
208 v 221 ñor medio ele la aglutinación 

rápida en ¡Amina.

Para la a gilí I ¡nación rápida se obtuvie

ron 'tuitivos en colonias aisladas de ca
da una de las C'pas-tínos ufadas en el 

presente trabaio. los cultivos fueron con

servados en refrigeración a más de 4 gra

dos C. Antes de hacer la reacción de aglu
tinación rápida, cada cultivo fué exami

nado microscópicamente y bajo el este

reoscopio para determinar la fase S. Los 

cultivos en fase R  fueron descartados y 

reemplazados por cultivos jóvenes.

Las diluciones de cada suero fueron
de 1:5. 1:10. 1:20 y 1:40.

La técnica empleada fue la siguiente: 

En una lámina de vidrio se coloca una 
gola de cada una de las diluciones del
suero (1:5, 1:10, 1:20, 1:40). La lámi

na se encuentra situada en el extremo de 
la tapa superior de un dispositivo espe

cial en forma de cajón. Lá lámina va ilu
minada con luz indirecta por un sistema 

de espejos y sobre un fondo negro que 
ayuda al operador a distinguir en forma 

chira la aglutinación.

Estérilmente se escoge entre cultivo una 

de las mejores colonias, se loma con el 
anza 1/4 de colonia para mezclar a ca

da gola de las diluciones del suero. El an
za a usar es la común dí4 Laboratorio 

que termine en punía de aguja. Utilizan

do la misma anza se hace una mezcla ho
mogénea y observar cuidadosamente. So

lo con una larga práctica se llega a dis
tinguir ya sea la aglutinación granular

O  . o la flocular H . o la reacción 
negativa que da una mezcla homogénea 

opaca.

Cuando se trabaja en aglutinación rá

pida. debe tenerse al lado un recipiente 

con formalina (sol. al 10%) para elimi

nar las láminas usadas, qué al ser conta
minadas ron cultivos puros, son fílenle 

de contagio individual o del personal del 
Laboratorio.

Los resultados de la aglutinación rá

pida en lámina fueron los siguientes pa
ra los 5 sueros: utilizando 20 cultivos d*’ 

los diversos tipos de Salmonellas. 15 es

pecíficas sonánticamente y 5 inespecifi- 
cas. y utilizando diluciones del suero

1:5. 1:10. 1:20. 1:40, mezclando cada 

lina de estas diluciones con 1/4 de rolo 

ni a lípica-S de cada cultivo:

Suero N" 7 ¡lid»

226. Aglutinación mínima . . 1:1^

232. " +  " . . .  1:10

233. " +  " . . .  -1 = 10 

208. ” +  " . . .  1:1° 
221. " +  " . . .  1:10

La aglutinación somática de los 5
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r<>- ion cada una de las colonias del cul- 
li\o de las Salmonellas inespecíficas, fue 

negativo en todas las reacciones efec
tuadas. _

l'.l control de aglutinación rápida en 
lámina efectuada en la gota de control 
fue negativa para todas las reacciones.

CONCLUSIONES:

1 — Los sueros preparados en dos lo

te- de conejos, usando los antéenos O  
(le Sal monella Stanley, preparados con 
ln- métodos de Caldo-cultivo formidado 

y método de Roscka, no difieren en su tí
tulo final de uso en la práctica.

2 -  El suero Stanley "O "  IV. V . XII 

producido y conservado con Mertiolato
sido controlado para fijar las solucio

ne- de su uso en la práctica así:

Lara la aíílut ¡nación lenla

en p rob o ta ....................... I :40
Para la aglutinación rápida

en lá m in a ......................... 1:10

 ̂ — Se pretende dar un ejemplo sobre 
Pn paraí ion de sueros monovalentes y po

livalentes. usados corrientemente en la 

tipificación del genero Salmonclla.
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