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ANTISUEROS FRENTE A SALMONELLA

(para uso en Diagnostico in vitro)

USO PROPUESTO

Los antisueros Vision de Pro-Lab estan preparados para su uso por parte del
personal cualificado en la identificacién serologica de organismos perteneci-
entes al género Salmonella, segun la clasificacion de Kauffmann- White(4).

RESUMEN Y EXPLICACION

El género Salmonella contiene una amplia variedad de especies patégenas
que afectan al hombre y a los animales en todo el mundo. La identificacion
completa de Salmonella exige el aislamiento de cultivos, la caracterizacion
bioquimica y la identificacion seroldgica (serotipificacion).

Los antisueros polivalentes 'O' (sométicos) de PRO-LAB estan previstos para
ayudar en la agrupacioén sérica inicial. Puede conseguirse la identificacién
completa de los antigenos 'O' usando antisueros especificos 'O' monovalen-
tes (1). Puede determinarse el serotipo de los aislados de Salmonella medi-
ante el uso de antisueros polivalentes y monovalentes 'H' (flagelos) (1,2).

El principio de la identificacion seroldgica de Salmonella implica la mezcla del
organismo sospechoso con antisuero que contenia anticuerpos especificos
de Salmonella. Las bacterias se aglutinaran (formaran grumos) en presencia
del antisuero homologo.

REACTIVOS

Los antisueros polivalentes 'O' y 'H' de Salmonella se preparan en cone-
jos usando cepas de referencia seguin los métodos recomendados por la
Organizacién Mundial de la Salud (3,4) y se absorben para eliminar los anti-
cuerpos de reaccion cruzada.

Los antisueros PRO-LAB se suministran en un frasco gotero con 3,0 ml de
antisuero diluido listo para usar con tiomersal al 0,01% como conservante.

PRECAUCIONES

1. No utilizar los antisueros después de la fecha de caducidad mostrada en

la etiqueta del producto.

2. Los antisueros contienen tiomersal, que es un compuesto muy téxico
basado en mercurio. Aunque la cantidad de tiomersal en los antisueros es
minima, deben tomarse precauciones de seguridad al manipular, procesar
y desechar el reactivo.

. Evite la contaminacién del frasco de reactivo.

4. La muestra de prueba puede contener organismos patdégenos para el ser
humano y deben manejarse y desecharse como material infeccioso.

. Elreactivo esta destinado para un uso exclusivo en diagnéstico in vitro.

6. Para obtener resultados vélidos deben seguirse los procedimientos,

condiciones de conservacion, precauciones y limitaciones especificadas
en estas instrucciones de uso.
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MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
Portaobjetos o tubos de ensayo de vidrio

Solucién salina normal (solucién de cloruro sédico al 0,85%)
Asas desechables o de alambre

Bafo maria establecido a 51°C.

Microscopio

ESTABILIDAD Y CONSERVACION

Los antisueros de Salmonella deben ser conservados a 2-8 °C. No congelar.
Conservados en estas condiciones los antisueros pueden usarse hasta la
fecha de caducidad indicada en la etiqueta del producto.

RECOLECCION DE LA MUESTRA Y PREPARACION DE LOS CULTIVOS

Para procedimientos concretos sobre la recogida y preparacién de las
muestras de los cultivos primarios, consultese un libro de texto estdndar de
microbiologia. Las colonias aisladas con medios de agar diferencial enté-
rico y con sospecha de que sean Salmonella deben confirmarse mediante
pruebas bioquimicas convencionales. En general, deben usarse medios de
selectividad baja, como agar sanguineo o agar nutriente, para hacer crecer
colonias de identificacién de antigenos somaticos 'O'". Para la identificaciéon
del antigeno flagelar 'H', la preparacién del cultivo se hace mejor a partir del
crecimiento en fase liquida.

PROCEDIMIENTO
A. ldentificacion del antigeno somatico y Vi de la Salmonella (Prueba-
del portaobjetos)

1. Ponga dos gotas separadas de solucién salina normal (cloruro sédico al
0,85%) en un portaobjetos de vidrio limpio.

2. Tome una pequeia parte de una colonia sospechosa de Salmonella de
una placa de cultivo que ha estado toda la noche y mézclela cuidadosa-
mente con ambas gotas de solucién salina normal en el portaobjetos
para obtener una suspension uniforme.

3. Afada una gota de antisueros a una de las gotas de suspensién bacteri-
ana en el portaobjetos, y a la otra (control) afiddale una gota de solucién
salina normal.

4. Mezcle el antisuero con la suspensién bacteriana usando una pinza ester-
ilizada.

5. Agite suavemente el portaobjetos hacia delante y hacia atrds durante un
minuto y observe si se produce aglutinaciéon en condiciones de ilumi-
nacion normales, preferentemente usando un objetivo de bajo aumento.

Identificacion del antigeno flagelar (H) de Salmonella (prueba del
portaobjetos):

El procedimiento es el mismo que para la identificacion del antigeno somati-
co a excepcién del uso de crecimiento en fase liquida de medio semisélido
con un tubo de Craigie(1) o crecimiento en el liquido de una pendiente de
agar. Si se usa cultivo en liquido, no es necesario hacer suspensiones de
solucion salina. Normalmente, puede conseguirse deteccion del antigeno
flagelar mediante pruebas de aglutinacién en portaobjetos, aunque algunas
cepas tienen pocos flagelos y sélo pueden identificarse mediante pruebas de
aglutinacion en tubos.

C. Identificacion de los antigenos somatico, Viy H de la salmonella
(prueba en tubo):

1. Preparacion de las suspensiones celulares para las pruebas: prepare una
suspension densa de las bacterias en solucién salina normal y hagala
hervir durante 10 minutos, o use células deshidratadas con alcohol resus-
pendidas en solucién salina normal a un tubo 2 de Brown para la iden-
tificacion de antigenos somaticos. Prepare un cultivo de caldo muerto
con formol para la identificacion del antigeno 'H'. Suspenda las colonias
sospechosas 'Vi' en solucién salina normal al 0,5% a un tubo 2 de Brown

para la identificacion de los antigenos 'Vi-

2. Diluciéon de antisueros: Para usar antisueros de Salmonella PRO-LAB en
un tubo de ensayo, cada antisuero debe diluirse 1:5 en solucién salin  a
normal antes de su uso.

3. Anfada 150 ul de solucién salina normal a un tubo de ensayo de vidrio y
en otro tubo, anada un volumen igual de antisuero diluido.

4. Afada un volumen igual de suspension celular preparada previamente a
cada tubo.

5. Incube en bafio maria a 51°C durante 2 horas en el caso de la identifi-
cacion del antigeno flagelar o durante 5 a 18 horas en el caso de la iden-
tificacion del somatico o 'Vi'.

6. Observe los tubos para su aglutinacion.

D. Identificacion del antigeno flagelar de Salmonella (H) usando los
sueros diagndsticos rapidos de Salmonella:

Se usan los sueros diagnosticos rapidos de Salmonella en combinacién para

determinar el grupo flagelar.

1. Para el procedimiento para la identificacion de antigeno flagelar (H) de
la Salmonella usando la prueba de portaobjetos, consultese el proced-
imiento B.

2. Para el procedimiento para la identificacion del antigeno flagelar (H) de la
Salmonella usando el tubo de ensayo, consultese el procedimiento C.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
1. Para el procedimiento A o B:
Una aglutinacién clara (grumos granulares) en 60 segundos, sin agluti-
nacién en el control con solucién salina (autoaglutinacién) se considera
como un resultado positivo. Los resultados positivos pueden confirmarse
mediante pruebas de aglutinacién en tubo.
2. Para el procedimiento C:
Los "grumos" granulares observados en el tubo son considerados como
un resultado positivo para la identificacion del antigeno 'O', mientras que
un aspecto mas flocular observado usando una luz brillante frente a un
fondo oscuro se considera como un resultado positivo para la identifi-
cacioén del antigeno 'H'.
3. Para el procedimiento D:
(i) Se interpretan los resultados positivos para la prueba de portaobje
tos como en 1.
(ii) Los resultados positivos se interpretan para la prueba del tubo como
en 2.
(iii) Para la interpretaciéon de los resultados para los sueros 1,2 y 3 de
Diagnéstico réapido de la Salmonella como panel, consulte la siguiente

grafica:
Grupo flagelar de la Salmonella
Sueros b d E G k L r
Suero 1 de Diagndstico rapido de la Salmonella + o+ 4+ - - -+
Suero 2 de Diagndstico rapido de la Salmonella + -+ -+ o+ -
Suero 3 de diagndstico rapido de la Salmonella -+ o+ 4+ o+ - -
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LIMITACIONES DE LOS PROCEDIMIENTOS PL.6036  Grupo P, Factor 38

1. Los antisueros deben usarse sélo para la identificacion de cultivos que se PL.6037 Grupo Q, Factor 39 .
han caracterizado previamente de forma bioquimica como Salmonella. PL.6038 Grupo R, Factor 40 = Fabricante
La presencia de antigenos similares sobre la superficie de las bacterias PL.6039 Grupo S, Factor 41
distintas de la Salmonella no han sido probados y pueden dar resultados PL.6040 Vi Dispositivo para diagndstico médico In vitro
falsos. PL.6041 Factor 55

2. Las cepas burdas se autoaglutinaran, dando resultados falsos positivos. = Limite de temparatura

Por tanto, debe incluirse un control de solucién salina normal en cada
prueba para asegurar la especificidad de la reaccion.
3. Se recomienda comprobar la potencia de los antisueros de Salmonella PL.6100 Polivalente H
con cultivos de trabajo de estructura antigénica conocida. PL.6101 Fase 2 polivalente H, Factores 1,2,5,6,7,z6
4. A pesar de que la mayoria de las cepas de salmonella que posean los
anfigenos apropiados pueden aglutinarse con el antisuero homélogo

Antisueros de Flagelos H polivalentes: . .
= Consultar las instrucciones de uso

St 3

Las instrucciones de uso se tradujeron de manera profesional del inglés. En

Antisueros de H de flagelos monovalentes: caso de ambiguiedad o discrepancia evidente, por favor, dirijase al servicio de

debido a pequeias diferencias como por ejemplo la expresion antigé-
nica entre cepas del mismo serotipo y colonias individuales a causa de
variaciones en la forma (ref 5), en la mayoria de los casos la aglutinacién
no puede garantizarse.

La sesnsibilidad de la prueba de portaobjetos puede quedar reducida si
se utilizan volimenes mayores de 10 pl.
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REACTIVOS DISPONIBLES

Antosueros somaticos polivalentes O:

PL.6000 Polivalente O A -1+ Vi
PL.6002 Polivalente OA-S

Antisuero somatico O monovalente:

PL.6010 Grupo A, Factor 2
PL.6011 Grupo B, Factor 4
PL.6012 Grupo B, Factor 5
PL.6013 Grupo C, Factor 6,7
PL.6014 Grupo C2, Factor 8
PL.6015 Grupo D, Factor 9
PL.6016 Grupo B/D, Factor 12
PL.6017 Grupo E, Factor 3,10,15,19,34
PL.6018 Grupo E1, Factor 10
PL.6019 Grupo E2, Factor 15
PL.6020 Grupo E4, Factor 19
PL.6021 Grupo E3, Factor 34
PL.6022 Grupo F, Factor 11
PL.6023 Grupo G, Factor 13,22,23
PL.6024 Grupo GT1, Factor 22
PL.6025 Grupo G2, Factor 23
PL.6027 Grupo C3, Factor 20
PL.6029 Grupo |, Factor 16
PL.6030 Grupo J, Factor 17
PL.6031 Grupo K, Factor 18
PL.6032 Grupo L, Factor 21
PL.6033 Grupo M, Factor 28
PL.6034 Grupo N, Factor 30
PL.6035 Grupo O, Factor 35

PL.6128 Factor t
PL.6129 Factor f
PL.6131 Factor q
PL.6133 Factor i
PL.6134 Factor k
PL.6135 Complejo L
PL.6136 Factores |, w
PL.6137 Factores |,v
PL.6138 Factorw
PL.6139 Factor v
PL.6140 Factor z13
PL.6141 Factor z28
PL.6142 Factor r
PL.6143 Factory
PL.6144 Factorz
PL.6145 Complejo Z4
PL.6146 Factor z23
PL.6147 Factor z24
PL.6148 Factor z32
PL.6149 Factor z10
PL.6151 Factor z29
PL.6153 Factor 2
PL.6154 Factor 5
PL.6155 Factor 6
PL.6156 Factor 7
PL.6157 Factor z6

Sueros diagndsticos rapidos de Salmonella:
PL.6200 Suero diagnostico rapido de Salmonella 1

PL.6201 Sueros diagnosticos rapidos de Salmonella 2
PL.6202 Sueros diagnosticos rapidos de Salmonella 3
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