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ANALISIS DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE
PROTEINAS DE MEMBRANA DE Salmonella enteritidis
DE AISLADOS COLOMBIANOS

C. Milton'., J. Figueroa’

RESUMEN

Se aislaron proteinas de membrana externa (OMP) de once cepas de Salmonella enteritidis de las cuales nueve
cepas provenian de casos clinicos de campo y dos de ellas fueron adquiridas a la casa comercial ATCC. El anélisis
de proteinas se realiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE); el perfil electroforético
mostré gran variabilidad entre las proteinas obtenidas de cada aislamiento. Las principales diferencias se obser-
van en proteinas con Mr de 14.4 a 21.5 kDaltons y 38.3 a 48.9 kDaltons. Esta variabilidad podria sugerir diferen-
cias en grado de virulencia entre los distintos aislamientos. Los cultivos de Salmonella enteritidis que poseen la
proteina de 18.3 kDaltons y componentes de Mr inferior a 14.4 presentan mayor resistencia al proceso de lisis por
lisozima que aquellas que no lo poseen. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran que el perfil de
OMP para Salmonella enteritidis puede ser de ayuda en la biotificacién de este microorganismo. Finalmente, la
heterogeneidad presentada en el perfil de OMP podria estar indicando que en nuestro pais la infeccién de las aves
puede ser debida a mas de un clon de Salmonella enteritidis. Rev. Med. Vet. Zot. 47:16-22
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SUMARY

The outer membrane proteins (OMP) composition of 9 clinical isolates and two ATCC reference strains of Salmonella
enteritidis from chickens, were examined by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). The OMP profile showed differences between strains; the main differences were presented in the weight
range of 14.4 to 21.5 kDaltons and 38.3 to 48.9 kDaltons; these differences would be suggesting different virulence
grade among strains. The strains containing one peptide with a molecular weight of 18.3 kDaltons and components
below 14.4 kDaltons seems to resist lysozime lisis better than others that do not contain these proteins. These
results indicate that Salmonella enteritidis OMP profile would be useful in biotyping of this microorganism. Finally,
the OMP profile heterogeneity indicates that in Colombia avian salmonellosis is caused by more than one bacterial
clon of Salmonella enteritidis.

1. INTRODUCCION

La membrana de las bacterias Gram negativas esta conformada por 10 a 20 proteinas estructurales aproximadamente
y contiene moléculas de lipopolisacarido (LPS) (Schnaitman, 1971; Raetz, 1990); posee funciones que estan bajo el
control de genes especificos y que le confieren propiedades especiales, permitiendo a la célula dar respuesta a diferentes
condiciones ambientales (Salton, 1967). La envoltura de bacterias como Salmonella y Escherichia coli posee dos mem-
branas, la membrana interna o citoplasmaética y la membrana externa que esta localizada sobre el peptidoglicano; las dos
membranas proporcionan una estructura altamente especializada que presenta gran actividad metabdlica (Salton, 1967;
Kamio and Nikaido,1977; Osborn and Wu, 1980; Raetz, 1990).

De otra parte, la superficie de bacterias Gram negativas y positivas tiene importancia en la interaccién de la bacteria
con las células del hospedero durante el desarrollo de un proceso infeccioso (Hitchcock and Brown, 1983) esto permite a
la bacteria expresar genes relacionados con el proceso invasivo (Finlay et al, 1989). En medios de cultivo la regulacion de
la expresion de genes asociados con la funcién de membrana y grado de virulencia estd determinada por el tipo de
experimento y las condiciones empleadas durante el ensayo, siendo diferentes a las condiciones proporcionadas por un
modelo in vivo (Brown and Williams, 1985).

El anélisis del perfil electroforético de proteinas de membrana (OMP) bacterianas ha sido utilizado en estudios
epidemiolégicos para Escherichia coli (Achtman et al., 1983); Haemophilus inluenzae (Barenkamp et al., 1981); Mycoplasma
(Rottem and Razin, 1967); algunas especies de Neisseria (Buchanan and Hildebrandt, 1981) y Salmonella spp. (Helmuth
etal, 1985), ya que las proteinas de membrana, al igual que los plasmidos pueden afectar las propiedades inmunologicas
y de virulencia de bacterias potencialmente patégenas (Buchanan and Hildebrandt, 1981).

La relacion de concentracion entre los componentes de membrana y la forma como estdan asociados, juega un papel
importante en la relacién hospedero-patégeno (Hitchcock and Brown 1983; Brown and Williams, 1985; Brubaker, 1985;
Bliska et al., 1993), siendo esta asociacion importante dentro del proceso de respuesta inmunitaria en la produccion de
anticuerpos neutralizantes con el fin de impedir la adherencia del microorganismo al tejido (Sciortino, 1993; Stewart-
Tull, 1980).

El objetivo del presente trabajo fue establecer las diferencias existentes en el perfil electroforético de OMP de aislados
clinicos de Salmonella enteritidis empleando el sistema de electroforésis SDS-PAGE, con el fin de poder determinar
algunos patrones de expresion proteica de aislados de S. enteritidis actuantes en aves en Colombia y que puedan tener
futura aplicacion en estudios epidemiolégicos que involucren casos humanos o animales de otras especies.

2. MATERIALES Y METODOS 2.2. Crecimiento de bacterias

Las bacterias inicialmente fueron activadas en agar in-
fusién cerebro corazéon (BHI) y se identificaron nuevamente
Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon 9 mediante la aplicacion de un kit de pruebas bioquimicas y
aislados de Salmonella enteritidis grupo D procedentes de serolipiﬁcacién con un antisuero poh A-1/ Vi especfﬁco

2.1. Microorganismos

aves de campo que presentaron cuadros clinicos y dos ce- para Salmonella (Difco).

pas de referencia American Type Culture Collection (ATCC).

Los microorganismos de casos clinicos fueron aislados y Para efectuar el aislamiento de OMP, las bacterias fue-
tipificados por un laboratorio especializado . Estos gérme-  ron cultivadas durante 16 horas a 37°C en cajas de Petri de
nes se encontraban almacenados a -20°C en medio liquido 10 cm de didametro en medio de cultivo selectivo para
Luria Broth (LB) con glicerol al 30%. Salmonella. Se cosecharon utilizando soluciéon de NaCl al
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1% mas azida de sodio al 0.1% estéril (SSAS); la suspen-
sién bacteriana se colecté con pipeta pasteur en tubos falcon
de 50 mL y fue sometida a centrifugacién a 9,000 x g por 5
min. El pellet de células bacterianas fue lavado con solucién
SSAS de acuerdo a la técnica descrita por Jones et al, 1982.

La inactivacion de las bacterias se controlé realizando
siembra de cada uno de los aislados en agar sangre. Las
células bacterianas resuspendidas e inactivadas fueron
empleadas para realizar estudio morfolégico utilizando
tincién de Gram con el fin de verificar la pureza del cultivo
y las caracteristicas de la morfolégica celular. Finalmente
se preparé una suspension bacteriana con una densidad
optica D.O de 0.4 a 460nm y a una gota de este antigeno se
adicion6 una gota de una dilucién apropiada de antisuero
especifico para el grupo Salmonella, que identifica los gru-
pos antigénicos A-1/ Vi distintivo del género Salmonella.

2.3. Lisis bacteriana y obtencién de proteinas de membrana

Las bacterias lavadas fueron lisadas siguiendo el méto-
do descrito por Wensink et al, 1978 y Witholt et al, 1976.
Resumiendo: el pellet de células bacterianas fue resuspendi-
do en 5 mL de solucién tris 0.1 M/ EDTA 0.1 M (TE), pH
7.8; 5 mL de tris 0.1 M/ sacarosa 1 M (TS) pH 7.8, a esta
suspension se adicioné lisozima a una concentracién de
50 mg/mL y se incubé 1 hora a temperatura ambiente; se
centrifugé cada muestra a 9.000 x g por 5 min, retirando el
pellet, el sobrenadante (esferoplastos) fue sometido a sonica-
cion (cinco pulsos de 80 Hz con duracién de 1 min a 4°C),
la mezcla resultante se centrifugé a 90,000 X g por 1 hora
en una centrifuga con rotor de angulo fijo TI875 Beckman;
el sobrenadante fue almacenado y el pellet lavado cinco
veces con solucién salina. Las proteinas de membrana se
resuspendieron en SSAS/azida de sodio al 0.1% y se almace-
naron en alicuotas a -70°C. Todos los materiales de desecho
fueron colocados en solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%

2.4. Analisis de proteinas

El perfil electroforético de las proteinas de membrana
se determiné empleando un sistema SDS-PAGE con gel de
resolucién T12.5, C3 de 6.5 X 9.5 cm; siguiendo el procedi-
miento descrito por Helmuth et al. , 1985, brevemente: las
proteinas de membrana fueron diluidas en buffer fosfato
salino (PBS) hasta alcanzar una concentraciéon de 2 mg/
mL ; se tomaron 15 mL de cada una de las muestras para
la electroforésis. Se aplicé un voltaje inicial de 70 V duran-
te 15 min. y posteriormente se incremento a 150 V;; el tiempo
de corrido del gel fue aquel que permiti6 que el frente de
corrido (azul de bromofenol) alcanzara el borde inferior
del gel. La visualizacién de las proteinas separadas se rea-
1iz6 con la coloracién de azul de coomassie (Hitchcock and
Bronw, 1985).

El peso molecular de cada una de las proteinas separa-
das fue determinado utilizando una curva de calibracién
construida a partir de la movilidad relativa (Rf) de patro-
nes de peso molecular marca Promega de rango interme-
dio, en la que se interpol6 el Rf de la proteina problema.

3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento e identificacion de salmonella enteritidis

Los 9 aislamientos seleccionados de Salmonella
enteritidis (SE) corresponden al grupo D, segtn el analisis
realizado en el laboratorio especializado localizado en la
ciudad de Bucaramanga.

La tincion de Gram y la observacion al microscopio de
luz (aumento 100X), permitio verificar la presencia de cé-
lulas con morfologia coco-bacilar uniforme y patrén de
coloracién correspondiente a bacterias Gram negativas.

Al emplear el antisuero Difco especifico para antigeno
poli A-1/ Vi del género Salmonella, se confirmé que los 9
aislamientos seleccionados conservaron las caracteristicas
antigénicas del grupo Salmonella.

3.2. Aislamiento de proteinas de membrana de salmonella
enteritidis

A cada una de los cultivos efectuados en idénticas con-
diciones se les determiné la biomasa (peso humedo) en-
contrando una fluctuacién entre 0.4111 y 0.6124 g. Este
material bajo las mismas condiciones de lisis permiti6 re-
cuperar entre 0.1 y 0.2 g de membrana en masa humeda.
El pellet obtenido presenté una apariencia gelatinosa,
translicida y color ocre. El niimero de pulsos de sonicacién
para lisar por completo las células y obtener OMP de
Salmonella enteritidis presenté pequenas variaciones en-
tre los diferentes aislados, por lo que fue necesario incre-
mentar el nimero de pulsos a ocho para lisar completa-
mente algunos de los cultivos (Tabla 1).

Perfil electroforético de proteinas de membrana de
Salmonella enteritidis.

Las OMP obtenidas de los 9 aislados de Salmonella
enteritidis y de las dos cepas ATCC (SE-13 y SE-14), fueron
separadas en un sistema SDS-PAGE.

TABLA 1. Masa celular obtenida del cultivo de Salmone-
lla enteritidis y mg de proteina de membrana aislada.
AISLADO | MASA (mg) (mg) PULSOS
CELULAR DE OMP DE
HUMEDA RECUPERADA | SONICACION
SE-03 5a3L7 78.3 8
SE-04 494.2 1275 5
SE-07 450.9 82.4 8
SE-09 612.4 155.0 =
SE-11 411.1 96.0 8
SE-12 4339 130.3 5
SE-13 541.8 96.6 8
SE-14 482.4 715 8
SE-19 421.5 1285 7
SE-22 580.5 131.7 5
SE-24 514.2 1575 5
SE-13y SE-14 cepas de referencia ATCC.
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Las OMP de cada uno de los aislados en estudio fueron
separadas en gel de resolucién con pH 8.8, y presentaron
un patrén electroforético uniforme, la abundancia relativa
de las proteinas fue diferente para algunas de las cepas; se
observaron aproximadamente entre 8 y 9 proteinas por
cepa, con masa molecular relativa (Mr) entre 14.6 y 46.2
kDaltons; la resolucién para los componentes de membra-
na con Mr cercano 6 inferior a 17 kDaltons no fue la ade-
cuada en este sistema electroforético (Figura. 1A).

Con el fin de mejorar la resolucién de polipeptidos de
Mr cercano o inferior a 14.4 kDaltons, se procedi6 a incre-
mentar el pH del gel de resoluciéon a un valor de 9.2; esta
modificacién permitié mejorar la resolucién para molécu-
las con Mr cercano o inferior a 14.4 kDaltons, lo que per-
mite visualizar en algunos de los aislados por lo menos dos
componentes con masas moleculares relativas (Mr) infe-
riores a 14.4 kDaltons (Figura. 1B). Los resultados del per-
fil electroforético obtenido para cada una de las cepas de
S. enteritidis se resumen en la Tabla 2.

Con el fin de poder realizar un mejor analisis de las OMP,
se realizé una deteccién de proteinas de membrana en SDS-
PAGE utilizando tincion de plata. El perfil electroforético
de las OMP para S. enteritidis se encuentra distribuido en
el rango de 55.0 y 14.4. kDaltons; este muestra claramente
la presencia de componentes con Mr inferior a 14.4
kDaltons en todas las muestras. Ademas, se evidencia la
presencia de proteinas de membrana con Mr 40.0, 40.8 y
46.1 kDaltons refractarias a la tincién con plata. El alto
grado de senal de interferencia obtenido no permite reali-
zar una observacion muy detallada de todas las proteinas
de membrana separadas (Figura. 2).

Los sistemas electroforéticos empleados y las variacio-
nes realizadas no permitieron visualizar la presencia del
triplete de proteinas caracteristico para el serotipo S.
enteritidis reportado por Helmuth et al. en 1985. Para po-
der verificar la presencia de este triplete, se procedié a rea-
lizar un corrido electroforético a pH 9.2 de cada una de las
muestras de S. enteritidis, a 200V, 25 mA por gel durante
1.3 horas con el fin de permitir que el patréon de peso

9 10 11 12

23 4 5 8

Figura 1A.

10 11 12

Figura 1B.

Figura 1 Ay B. Perfil electroforético de proteinas mayorita-
rias de membrana (OMP) de las diferentes cepas de
Salmonella enteritidis (SE) en gel de polyacrilamida de
12.5%. Figura A. Gel de resolucion de pH 8.8. Figura B. Gel
de resolucién de pH 9.2. Cada carril contiene 300 mg de
proteina total de membrana. El patrén de peso molecular
MPM, (Promega rango intermedio, posicién 7 y 13) se col6
en un volumen de 10 mL por gel. El corrido se realizo a 200
V/50 mA en mini-caimara de electroforesis de doble gel du-
rante 1 hora. La tincién se realizé con azul de coomasie. Se
detectan entre 8 y 9 proteinas por aislamiento.

molecular de 14.4 kDaltons saliera del gel y aumentar la
resolucién en la zona de peso molecular entre 37 y 42
kDaltons. Esta modificaciéon al corrido
electroforético permitié visualizar en las mues-

rentes cepas de Salmonella enteritidis

Tabla 2. Perfil electroforetico de proteinas de membrana en las dife-

tras SE-7, SE-22, SE-24 el triplete de proteinas
descrito en trabajos previos por otros grupos de

Mr kD | SE-3 | SE-4 | SE-7 | SE-9|SE-11

SE-12|SE-13|SE-14|SE-19|SE-22|SE-24

investigacion. La presencia de este triplete de
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proteinas distintivas para S. enteritidis, puede
ser visualizado en la Figura 3.

4. DISCUSION

Aislamiento de proteinas de membrana

Los aislados de S. enteritidis presentaron una
clara aglutinaciéon en placa frente al antisuero
Difco poli A-1/Vi; indicando que todos los culti-
vos empleados en el presente trabajo pertene-
cen al género Salmonella. (Roantree, 1967).

+ 4+ + o+ A+
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Figura 2. Tincién de plata de proteinas de membrana (OMP)
de Salmonella enteritidis (SE) en gel de acrilamida de 12.5
%. muestra el perfil electroforético de OMP con tincién de
plata de acuerdo a la técnica de Merril (1990), oxidacién
con acido periédico al 0.5% durante una hora, utilizando
plata amoniacal y revelando con formalina / citrato; la con-
centracién de proteina aplicada por carril fue 300 mg. En el
carril (1) SE-3, (2) SE-4, (3) SE-7, (4) SE-9,(5) SE-11, (6)
SE-12, (7) SE-13, (8) SE-14, (9) SE-19, (10) SE-22, (11) SE-
24. El corrido se realizo a 200v/ 50 mA en minicadmara de
electroforesis de doble gel. Se evidencia la presencia de pro-

teinas con Mr 40.0 refractarias a la tincién con plata.

Durante el proceso de aislamiento de envolturas celula-
res por sonicacion, se vio la necesidad de incrementar el
numero de pulsos para las cepas SE-3,7, 11, 13y 14. Esta
resistencia al proceso de lisis celular podria estar relacio-
nada con variacion en la composicién de la envoltura celu-
lar por parte de S. enteritidis, aunque no se puede descar-
tar la posibilidad de un efecto asociado al LPS bacteriano
en cada cepa y/o componentes capsulares de estos aisla-
dos, que interfieren con la accién de la lisozima dificultan-
do el proceso de hidrélisis de la pared bacteriana (Roitt
and Delves, 1994). La presencia de abundante capsula por
parte de alguna de las bacterias se evidenci6 por el aspecto
pegajoso 6 mucoso, que presentaron algunos de los aislados.

Al analizar los patrones electroforéticos de OMP (Figu-
ras 1 y 2) se aprecian variaciones en la composicién de la
envoltura de S. enteritidis que podrian explicar en parte la
resistencia al tratamiento con lisozima presentado por es-
tos aislamientos (SE-3, 7, 11, 13y 14).

El perfil electroforético de OMP para cada una de las
cepas de S. enteritidis aisladas de casos clinicos de campo
y las dos cepas de referencia ATCC muestra que el patréon
de OMP es uniforme para Salmonella utilizando SDS-
PAGE y similar al obtenido por otros grupos de investiga-
cion (Hofstra and Dankert 1980; Helmuth et al., 1985;
Ortiz et al., 1989.).

El sistema de electroforesis con gel de resolucién a pH
8.8, permitio la separacion de proteinas con Mr entre 21.5
y 48.9 kDaltons, pero no puede resolver polipéptidos con
Mr inferior a 21.5 kDaltons; esto impide hacer un analisis
completo del perfil electroforético en las muestras selec-

10 11 12

Figura 3. Perfil electroforético de proteinas de membrana
OMP) de las diferentes cepas de Salmonella enteritidis (SE)
en gel de polyacrilamida de 12.5%. de pH 9.2. Cada carril
contiene 300 mg de proteina total de membrana. El patrén
de peso molecular MPM, (Promega rango intermedio, posi-
cién 7 y 13) se coloc en un volumen de 10 mL por gel. El
corrido se realizo a 200 V/ 50 mA en minicamara de electrofo-
resis de doble gel durante 1.3 horas permitiendo la separa-
cion de proteinas en la zona de 41 a 38 kDaltons. La tincién
se realiz6 con azul de coomasie. Se obseva el triplete de pro-
teinas entre 37 y 42 Kdaltons.

cionadas. En este sistema no se puede apreciar el triplete
de proteinas entre 38 y 41.7 kDaltons reportado para S.
enteritidis por Helmuth et al., en 1985. Este sistema de
electroforesis permite verificar solo un doblete de protei-
nas en este rango de peso molecular para las cepas SE-4,
SE-11, SE-12, SE-19, SE-22, SE-24 (Figura. 1A).

Al modificar las condiciones de electroforesis y utilizar
gel de resolucion con pH 9.2, se mejord la resolucion para
componentes de membrana de Mr entre 14.4 y 21.5
kDaltons, lo que permitié observar la presencia de protei-
nas con Mr inferior a 14.4 kDaltons en las cepas SE-7 , SE-
9, SE-11, SE-13, SE-19 y SE-24 (Figura 1B). Por otro lado,
el sistema de electroforesis con gel de resolucién de pH 9.2
mejora el coeficiente de correlacién (g), lo que permite
hacer un mejor calculo del Mr para cada una de las mues-
tras (g gel pH 8.8 = 0.9853; g gel pH 9.2 = 0.9956), hacien-
do que se disminuya el error de calculo de Mr para los
componentes de membrana. Estos resultados concuerdan
con los reportados por Makowski and Ramsby en 1995.

Adicionalmente, se observaron tres proteinas: una de Mr
37.2 kDaltons para las cepas SE- 9, SE-11, SE-19 y SE-24
, otra de 46.1 kDaltons para SE-7, SE-12, SE-13, SE-14y
SE-24 y otra de 48.9 kDaltons para las cepas SE-9, SE-11,
SE-13 y SE-19 y que se encuentran en mayor proporcion
al ser comparadas con otras cepas (Figura 1A) Estos resul-
tados muestran claramente la existencia de variacién en
la composicion de la envoltura entre los diferentes aisla-
dos de S. enteritidis.

Por otro lado, estas proteinas pueden estar asociadas a
diferencias en el grado de virulencia de cada una de estas
cepas, aunque no puede descartarse la posibilidad de que
la presencia y/o ausencia de proteinas de membrana en
estas bacterias pueda estar relacionada con las condicio-
nes de cultivo en el laboratorio. (Osborn and Wu , 1980).

Al lograr una mayor separacion de las proteinas, permi-
tiendo que el patrén de peso molecular de 14.4 kDaltons
saliera del gel, se pudo mejorar la resolucién en la franja
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de Mr entre 37 y 41 kDaltons. Este hecho permitié obser-
var la presencia del triplete de proteinas reportado por
Helmuth et al. (1985). El triplete caracteristico para S. ente-
ritidis puede ser observado en las cepas SE-7, 14, 22 y 24,
estas proteinas estan asociadas a la membrana externa y se
sabe que pertenecen a proteinas de la familia de las porinas
(Kamio and Nikaido, 1977; Ortiz et al,. 1989) (Figura 3).

Ademas, las cepas SE-3, SE-4, SE-7, SE-13 y SE-19 pre-
sentan una marcada disminucién en la proporcién de la
proteina de membrana con Mr de 18.6 kDaltons, al ser com-
paradas con las cepas SE-9, SE-11, SE-12, SE-14, SE-22 y
SE-24 (Figura 1B). Esta proteina podria ser la misma co-
dificada por el gen pagC, que codifica para una proteina
de Mr 18 kDaltons que se encuentra asociada con la super-
vivencia de S. enteritidis dentro de macréfagos y por con-
siguiente conferir un mayor grado de virulencia. La pre-
sencia de esta proteina estaria indicando que las cepas de
Salmonella enteritidis SE-9, SE-11, SE-12, SE-14, SE-22 y
SE-24, poseen un mayor grado de virulencia pudiendo
diseminarse mas facilmente en el hospedero (Pulkkinen and
Miller, 1991).

Finalmente, el perfil electroforético de proteinas de mem-
brana de S. enteritidis obtenido utilizando tincién de plata,
mostré algunos componentes de membrana refractarios a
esta técnica (Mr entre 40, 40.8 y 46.1 kDaltons), debido
posiblemente a que no presentan en su estructura prima-
ria aminoacidos responsables de la fijacion del ion plata
(Merril, 1990). Aunque el patrén electroforético de las pro-
teinas de membrana empleando tincién de plata presenta
una alta homogeneidad, se puede apreciar una leve varia-
cién en los componentes de Mr inferior a 14.4 kDaltons
dentro de los que se puede encontrar el LPS y polipéptidos
de bajo peso molecular. Estas pequenas variaciones en la
composicion de la membrana de S. enteritidis puede estar
relacionada con diferencias en su comportamiento dentro
del hospedero (Figura. 2). Se pudo observar una diferencia
en el patrén de oxidacién de proteinas entre las diferentes
cepas de S. enteritidis lo que podria estar relacionado con
la mayor o menor proporciéon de componentes facilmente
oxidables (como aminodacidos) y que puede traducirse en
la existencia de variacion antigénica entre estos aislamien-
tos. (Loeb and Smith, 1985).

Los resultados presentados aqui muestran la existencia
de variaciones en el perfil electroforético de OMP de los
aislamientos de S. enteritidis efectuados en Colombia. Este
hecho puede estar asociado con el grado de virulencia de
cada una de las cepas en el huésped natural y/o con varia-
ciones en el patron de fagotipificacion, ya que las protei-
nas de membrana de cada cepa proveen los receptores es-
pecificos para fagos (Osborn and Wu, 1980; Brown and
Williams, 1985. Calera et al., 1994).

El analisis del perfil electroforético de OMP de los 9 ais-
lamientos y las dos cepas de referencia de S. enteritidis
estudiados en el presente trabajo, muestra heterogeneidad
entre ellos en los rangos de peso de 14.4 a 21.5 kDaltons y
38.3 a48.9 kDaltons, lo que estaria indicando que en nues-
tro pais la infeccion de aves por Salmonella enteritidis es-
taria siendo llevada a cabo por mas de una cepa bacteriana
posiblemente con caracteristicas de virulencia diferente.

Ademss, los resultados obtenidos muestran claramente que
el perfil electroforético de OMP para S. enteritidis podria
ser de mucha ayuda en estudios de la superficie de esta
bacteria.

Para poder corroborar algunas de las apreciaciones pre-
sentadas en el presente trabajo, es indispensable realizar
estudios de invasién sobre lineas celulares utilizando estos
aislados y producir anticuerpos en diferentes especies ani-
males con el fin de realizar un finger-printing de antigenos
para poder llegar a determinar el verdadero papel de es-
tas proteinas en la virulencia de estos aislamientos.
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DESARROLLO DEL PLAN HACCP EN UNA

PLANTA DE BENEFICIO DE AVES
UBICADA EN SANTAFE DE BOGOTA.

A. Cubillos G.; I. Escobar C. 1; G. Téllez I.; J. Figueroa R.

RESUMEN

Se analizaron los requerimientos y ventajas del desarrollo del Plan HACCP en una planta de beneficio de aves,
buscando obtener productos seguros que respondan la demanda de los consumidores por alimentos econémicos
de buena calidad.

Realizando un diagnoéstico (evaluacion del proceso, distribucion de planta, analisis microbioldgicos, encuestas) se
caracterizé el producto y su proceso, con el fin de implementar los prerrequisitos del Plan HACCP (Buenas
Préacticas de Manufactura y Plan de Saneamiento), necesarios para minimizar los riesgos durante su puesta en
marcha. Posteriormente se prepar6 el Plan HACCP, que junto con la capacitacién del personal constituyen la base
del funcionamiento del sistema.

Del diagnéstico se dedujo que el producto y su proceso de obtencién presentaron deficiencias técnicas e higiénicas.
Mediante la implementacién de los programas prerrequisitos, las condiciones de produccién y la inocuidad del
producto mejoraron, lo cual permitié reducir riesgos y determinar la materia prima (aves vivas), evisceracion,
enfriamiento y desprece como Puntos Criticos de Control.
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