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RESUMEN .

Se realizd un estudic comparativo para la identifica
citn de antfgenos flagelares (H) de Salmonella mediante los métodos
de aglutinacidn en tubo con sueros de Spicer-Edwards y la reaccidén -

de coaglutinacién empleando una cepa de Staphylococcus aureus Cowan
1 (NCTC 8530).

Se tipificaron por ambos métodos 39 serotipos de

Salmonella pertenecientes a 8 serogrupos del esquema antigénico de ~

Kauffmann-White. Cada uno de los serogrupos con diferentes seroti-

pos inclufa salmonelas monofdsicas y bifdsicas. El anilisis estadis

tico de las pruebas de aglutinaci6n en tubo y coaglutinacidn indica~
ron que la reaccidn de coaglutinacidn fue mis sensible y mds especi-
fica que la reaccidn clasica de aglutinacidn en tubo, ya qﬁe se pu-
dieron demosts

rar por coaglutinacidn antigenos flagelares existentes
que no fueron d

etectadas por.el método cldsico.



I. INTRODUGCION.
A. Definicidon de 1a familia Enterobacteriaceae.

Para poder referir la clasificacién del género - -

Salmonella ‘es necesario describir primero a la familia - - -

Enterobacteriaceae y la clasificacién a la cual pertenece este géne-

ro. De acuerdo con Edwards y Ewing‘, la familia comprende bacterias

gram negativas no formadoras de espora, aerohias o anaerobias facul-
tativas. Son bacilos rectos que crecen bien en medios de cultivos -

artificiales. Algunas especies presentan flagelos aunque también se

pueden encontrar variantes inmdviles. Las formas mdviles son peri-

tricas. Las enterobacterias reducen los nitratos a nitritos y fer—

mentan la glucosa con formacidén de &cido o bien de &cido y gas. La

prueba de indofenol oxidasa es negativa, asi como la licuefaccién -
del alginato.

1. Clasificacidon y nomenclatura de la Familia.

Respecto a ia clasificacidn v nomenclatura de la fa-
milia Enterobacteriaceae, Edwards v Ewing! la agrupan en cinco tri-

bus con sus respectivos géneros y especies tipo.
Familia ENTEROBACTERIACEAE Rahn.

Tribu | ESCHERICHIEAE Bergey, Breed y Murray.

Género | Escherichia Castellani y Chalmers.

1. Escherichia coli (Migula) Castellani vy
Chalmers.



Género 11 Shigella Castellani y Chalmers.

1; Shigella dysenteriae (Shiga) Castellani y

Chalmers.
2. Shigella flexneri Castellani y Chalmers.
3. Shigella boydii Ewing.
4. sShigella sonnei (Levin) Welding.

Tribu i1 EDWARDSIELLEAE Ewing y McWhorter.

Género | Edwardsiella Ewing y McWhorter.

1. Edwarsiella tarda Ewing y McWhorter.

Tribu 111 SALMONELLEAE Bergey, Bred y Murray.

Género | Salmonella Lignieres.

1. Salmonella cholerae-suis (Smith)Welding

Salmonella typhi (Scroeter) Warren y Scott.

3. Salmoneila enteritidis (Gaertner)

Castellani y Chalmers.
Género i1 Arizona Ewing y Fife.

1. Arizona hinshawii (Ewing y Fife) Ewing.

Género 11! Citrobacter Werkman v Gillen.

¢

1. Citrobacter freundii (Braak) Werkman y
Gillen.

Tribu IV KLEBSIELLEAE Trevisan.

Género | Klebsiella Trevisan.



1. Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan

2. Klebsiella ozaenae (Abel) Bergey, Bred vy
Murray.

3. Klebsiella rhinoschleromatis Trevisan.

Género 1 Enterobacter Hormaeche y Edwards.

1. Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche y
Edwards. ’

2. Entevobacter aerogenes (Kruse) Hormache y
Edwards.

3. Enterobacter hafniée (Moeller)Ewing.

k. Enterobacter ligquefaciens (Grimes vy
Hennerty) Ewing.

Género It} Pectobacterium Waldee.

1. Pectobacterium carotovorum {Jones) Waldee

Género IV Serratia Bizio.

1. Serratia marcescens (subespecies - -
marcescens) Bizioc. L

la. Serratia marcescens (subespecies kiliensis)

Ewing, Davis y Johnson.

Tribu V PROTEEAE Castellani y Chalmers.
Género | Proteus Hauser.

1. Proteus vulgaris Hauser.

2. Proteus mirabilis Hauser.

3. Proteus morganii (Winalow, Kigler y. - -
Rothberg) Rauss.
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4. Proteus rettgeri (Hadley et al) Rustigian
) y Stuart. ’

Género 1} Providencia Ewing.

1.

Providencia alcalifaciens (De Salles
Gomes) Ewing.

2,

Providencia stuartii {Buttiaux et al} - -
Ewing.

8. Antigenos en las Enterobacterias.

La tipificacidn serolfgica completa de -la familia -
Enterobacteriaceae se hace con la determinacidn de antigenos 0 (somd
ticos), H {flagelares) y K (capsulares).

AntTgenos somdticos O {del alemdn Ohne Hauch). Estos

‘antigenos son termnestables. Su composicién estd dada por complejos

fosfolipidos-polisacaridos. El andlisis de ios antigenos 0 revela ~

una composicién de polisaciridos (60%), iipidos (20-30%) vy hexosami-
nas (3.5-3.5%). Son resistentes al alcohol y a los dcidos. La natu
raleza de los grupos terminales del polisacirido y el orden en que -
se encuentran en unidades repetidas ‘en las cadenas laterales dan co-

mo resultado la especificidad de numerosos tipos de antiganos 0.

Antigenos flagelares H (del alemdn Hauch). Son anqi
genos termol&biles que se encuentran como flagelos de las bacterias.

Estdn compuestos de una ﬁrote?na 1lagmada flagelina. E! contenido de

aminodcidos v el orden en que se encuentran en la falgelina determi-
nan la especificidad de los antigenos H.



Antigenos K (del alemdn Kapsel).

Son antigenos que
se encuentran como cdpsulas.

Estos antfgenos en su mayoria son ter-
molsbiles y de naturaleza polisacarida.

€. Definicidn del género Salmonella.

Teniendo en cuenta la clasificacidn, nomenclatura
definicidn de la familia Enterobacteriaceae,
ampliameante al género Salmonella.

Y
se puede referir mis -
Segin la definicién's2, las - -
salmonelas son bacilos rectos, gram negativos, que poseen flagelos -

peritricos. ' Producen &cido de glucosa, manitol, sorbitol y del me-

dio de tartrato de Jordan. La mayoria produce H,S. La prueba de -~

Reduce los nitratos a nitritos. Utili-
Descarbixilan la lisina,
ornitina. No fermentan lactosa,

rojo de metilo es positiva.

zan el citrato de sodio. la arginina y la

sacarosa, salisina ni adonitol. HNo
producen acetilmetilcarbinol, ureasa o indol.

No utilizan el malona
to de sodio.

No licdan la gelatina, ni crecen en medio de KCN. La
especie tipo es Salmonella cholerae-suis (Smith) Welding.

1. Especies del género.

Dentro del género Salmonella se reconocen tres espe-
cies3.. La limitacidn a s6lo tres especies de Salmonella tiene su -
origen con Borman en 19444, el empleo de tres especnes en este gene-'
ro fue adoptado por Kauffmann y Edwards en 1952 y Ewing en 1963
Las especies reconocidas del género son:

Salmorietla typhi y Salmonella enteritidis.

Salmonella cholerae-suis,

Las designacliones infra-
subespecificas son equivalentes o bien usadas en lugar de férmulas -

antigénicas, como es el caso de los serotipos.



En cuanto a 1a designacién de los serotipos de las -
tres especies es como sigue: Para las dos primeras especies, es de-

cir para S. cholerae-suis y S. typhi, su designacién como serofipo -

(ser) es.con el nombre de la especie. Todos los demis serotipos co-
nocidos, mds de 1400, se incluyen como S. enteritidis aclarande que
la designacidn que se les da a los-serotipos de S. enteritidis son -
infrasuhespecificos y no tienen range en la nomenclatura3. Los sero
tipos y hioserotipos (bioser) se designan como sigue:

S. enteritidis ser Typhimurium

5. enteritidis ser Heilderberg

S. enteritidis ser Enteritidis

S. enteritidis bioser Paratyphi-A

2. Antigenos somdticos en Salmonella.

) Para la clasificacién y caracterizacidn de los sero-
tipos de Salmonella mediante el andlisis antigénico es necesario rea
lizar primero el estudio del antfgeno somdiico termoost
antigenos O de Salmonella se designan por nimeros ardbigos progresi-
vos del 1 al 64, aunque en el esquema antigénico los. ndmeros 29, 31,
32, 33, 49, 62 y 63 no corresponden a antigenos de Salmonella sino -
pertenecen a2 otros géneros diferentes pero incluidos en la Tribu - -
Salmonelleae. Por ejemplo, los antfgenos 62 y 63 pertenecen al géne.
ro Arizona y los antigenos 29, 31, 32 y 33 pertenecen al género - -
Citrobacter. El antigeno 49 ha sido eliminado del esquema antigéni-
CO.

Los serogrupos de Salmonella se determinan por sus -
antigenos somiticos. La mayoria de las salmonelas poseen mds de un
antfgeno somdtico encontrd@ndose muchas que poseen antigenos som&ti-

cos comunes. En base a &sto se clasifican los serogrupos, los cuales



se designan por letras latipas maydsculas de A - H, K, L vy N7

3. .Antfgenos flagelares de Salmonella.

Son antigenos que se encuentran en los flagelos de -

las bacterias y su identificacién es necesaria para la tipificacidn

completa de las especies. Los antigenos flagelares de Salmonella se

determinan usando selectivamente antisueros representativos de estos
antigenos que poseen los miembros del género. Los antigenos H se -

identifican con letras latinas mindsculas. La serie completa va des

de la “a* hasta la 'z'' exceptuando el antigeno ' j'* que no se expresa

en el esquema. La limitacidn del alfabeto ha hecho necesario poner

sufijos a la "'z, la serie va de z, a 259. sin embargo, algunos de -

estos antigenos no se expresan en el esquema antigénico o no se iden

tifican en la prictica. Se debe de entender que esta designacidn -~

del antigeno ''2'" no es una subdivisidn del mismo, sino que cada uno
de estos antigenos es una entidad por separado.

a) Variacidn de Fase.

Las variaciones bacterianas se deben fundamentalmen-
te a dos -procesos: 1)

Mutacién y seleccién que dan lugar a pobla-
ciones con cambios de tipo genmético y 2)

Variabilidad fenotipica -
(adaptacisn fisiolSgica).

Las variaciones fenotipicas son general-
mente -inducidas por agentes externos, afectan al total de la pobla-
cidén pero no son hereditarios, son inestables y reversibles, inte- =~
rrumpi&ndose cuando el agente inductor deja de manifestarse. En tan
to las variaciones genotipicas afectan a un nimero reducido de célu-

las de la poblacidn, son estables, hereditarias y no reversiblesB.

La variacidn de fase en Salmonella se puede definir
como la expresidn fenotipica en la cual un serotipo puede expresar -



sus antigenos flagelares en dos formas antigénicas diferentes. Es-

tas dos formas antigénicas son conocidas como fase especifica y fase
no especifica. La variacidn de fase fue descubierta por Andrewes en
1922 en 5. typhimurium. Andrewes demostrd las fases especificas y -
no especificas en base a que cuando se cultivaban dos serotipos de -
Salmonella con antigenos flagelares relacionados, sdlo algunas colo-
nias aglutinaban con antisuero del tipo homSlogo. Las colonias que

aglutinaban sGlo con el antisuero homdlogo se les denominé de fase -
especifica, mientras que las colonias que aglutinaban tanto con el -
antisuero homdlogo como con un antisuero heterSlogo se designaron de
fase no especifica. Se demostré ademds que las fases especificas -
contenfan trazas de componentes no especificos y las fases no especi
ficas llevaban también pequeias cantidades de factores especificos.

Los antisueros producidos con fases especificas aglutinaban al anti-
geno homdlogo a diluciones elevadas y tenfan tTtulos muy bajos para

algunos antigenos heterGlogos.

Lederbergs’

sefald que la variacién de fase invo-
lucraba a dos loci H1 y H, alternativamente. Mediante experimentos
de transduccién demostrd que cada fase corresponde a la expresidn de
distintos locus; as? los antigenos flagelares de fase especifica - -
estaban codificados por el locus H, y los antigenos de tTase no espe-
cifica por el locus Hz. Por lo tanto las fases antigénicas H estdn

determinadas por estados alternos del locus HZ’ el cual se expresa -
fenotipicamente al mismo tiempo que reprime la funcidon del locus H1.
Alternativamente cuando el locus H, se inactiva permite la expresion
del locus H,. ’Los factores Hl y H, son funcionalmente complementa-

rios. El factor H.i no varia con los estados del locus H2 y su acti=
vidad depende del factor HZ' En base a ésto, la variacidn de fase =
representa un tipo de evento espontdneo en donde la informacién no -

se altera, sino se reprime temporalmente.

En algunas ocasiones un serotipo difisico sélo expre

sa una de las fases antigénicas pero no las dos a la vcz‘o' 11. Es



importante tener presente que cuando se encuentra sélo una de las

fases en un cuitivo difasico es indispensable hacer supresidn de fa-

. . 12
se con el ohjeto de encontrar la fase que no se estd expresando" .

No todos los serotipos de Salmonella son difdsicos,
muchos serotipos son monofdsicos y en éstos cada colonia contienen -

antigenos flagelares idénticos. La mayoria de los serotipos monofa-

sicos reconocidos contienen antfgenos ''g' o "m''; aln asi, en los ca-

sos en que sSlo se encuentra una fase flagelar es necesario tratar -
de aislar 1a segunda fase, la cual puede estar temporalmente reprimi
da. Este intento es necesario para estar seguros de que el serotipo
es monofisicot?

.

Los antigenos flagelares de fase no especifica de -
numerosas salmonelas se designan por nimeros ar8bigos; la serie in-

cluye los ndmeros 1, 2, 4, 5, 6 y 7. Estos antigenos de fase no es-

pecifica se pueden encontrar en las siguientes combinaciones segin -

el serotipo 1, 2; 1, 5; 1, 6; 1, 7. Algunos antigenos flagelares de

esta fase se designan también por letras minidsculas, como es el caso

de los antigenos e, n, x; €, n, Zyg, que se designan como e, n.

bD. Coaglutinacidn.

La reaccidén de coaglutinacién fue descrita por

Kronvall en 1373. Este método ha sido sefialado como una técnica se-

rolégica sencilla y ripida para el diagndstico de infecciones causa-

das por microorganismos‘h’ 15, 16. Para la realizacidn de la reac-

cién se utiliza la cepa de Staphylococcus aureus (S. aureus) Cowan |.

Esta cepa tiene la particularidad de poseer abundante proteina A

en
su pared celular.

Para su uso la cepa Cowan | se debe de tratar con
formaldehido y calor ya que este tratamiento combinado estabiliza la.

proteina A en la pared celular, al mismo tiempo que se inactivan - =~
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enzimas responsables de autolisis celular15

1. Mecanismo de accidn de S. aureus en la

coaglutinacién.

Cuando una inmunoglobulina (lg) se trata con papafna

se obtienen tres fragmentos, dos fragmentos Fab y un fragmento Fc17

Los fragmentos Fab se conocen como fragmentos ligadores de antigeno

o como sitios activos de la lg. Durante algin tiempo se investigd -

el mecanismo de accién del S. aureus Cowan | en la reaccidén de coa~

glutinacidén proponiendo que al forrar estas bacterias con un antisue
ro las porciones libres reaccionaban con la IgG del suero.

El meca-
nismo propue:sto‘8 fue el siguiente:

la reaccidn de la proteina A -
con los anticuerpos es a la inversa de como lo hacen los antigenos,

es decir, la reaccién es Fc-proteina A y no Fab-proteina A. De esta

manera la unidén Fc-proteina A permite que los sitios activos de ~las

inmunoglobulinas queden libres y puedan reaccionar con antigenos es-
pecfficos19 (Figuras 1 y 2).

Mediante esta técnica se han investigando “antigenos

. - 20, zi, 22 21 . o
de algunos microorganismos . Hanovec o ha usadc en =1 -

diagndstico e identificacidn de serogrupos de Escherichia coli - - =

(E. coli) asociados a infecciones del tracto urinario; Kronva'll15 en

la tipificacidn de pneumococos y Christensenlu en la tipificacidn de

Con esta técnica se ha investigado también la presen
cia de antTgeno comin de enterobacterias (ECA) en lipopolisacdridos

estreptococos.

crudos de E. coli y Salmonella en fracciones solubles e insolubles -

de estas cepasz3’ 2% a presencia de aptigenos de Haemophylus - -

influenzae tipo b en iTquido cefalorraquideo y antigenos de - -

Salmonella typhi en orina de pacientes con fiebre tifoidea26 En el

presente trabajo se ha utilizado por primera vez este mé&todo como

una alternativa para la tipificacién de antigenos flagelares de
Salmonella.
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11. OBJETiVOS.

Uno de los problemas fundamentales para conocer en -
nuestro medio qué organismos infectan a nuestra poblacién y en este
caso en particular, las salmonelas, es poder clasificarlas éon preci,
sidn para conocer los tipos mids frecuentes asociados a procesos in-
fecciosos. Desgraciadamente los procedimientos para efectuar esta -
tipificacidn son dificiles ya que para este fin se requiere un gran
nimero de antisueros contra los diferentes grupos somdticos y flage-
lares. En este dGltimo caso la metodoiogia se complica por la canti-
dad de antisueros empleados y por las numerosas reacciones
gue presentan. Spicer

cruzadas

en 195627 propuso un esquema de cuatro combi-

naciones de antisueros para encontrar los antigenos flagelares mas -

comunes de Salmonella. Aprovechando este procedimiento se realizé -

el presente estudio comparando la técnica de Spicer con la técnica -

de coaglutinacidn con S. aureus Cowan | {cepa NCTC 8530). El estu-

dio por lo tanto tiene como objetivo comparar la rapidez, especifici
dad y sensibilidad de ambos métodos.



Lt. HIPOTESIS.

La reaccifn de coaglutinacidn permite la identifica-
cidon de antigenos flagelares de Salmonella de manera precisa y con-

fiable, comparado con el método establecido por Spicer y Edwards.
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iv. MATERIAL 'Y METODO.

1. Se estudiaron 39 cepas de Saimonella pertenecien
tes a los serogrupos de Kauffmann-White (Cuadro 1).

Estas cepas de
Salmonella se obtuvieron de dos fuentes: a) Del

Instituto Nacio-
nal de Ciencias y Tecnologfa-DiFf (INCYTAS-DIF), con algunas cepas ti
pificadas en la Divisién de PatSgenos Entéricos del Laboratorio Cen-
tral de Salud Pdblica en Londres Inglaterra, gracias a la amabilidad
del Dr. Bernard Rowe; y b) Cepas proporcionadas gracias la gentile-
za del Dr. William Ferguson del Departamento de Salud del Estado de
Michigan, Estados Unidos.

Las cepas utilizadas fueron confirmadas como salmone
las de acuerdo a las siguientes reacciones bioquimicas: | Fermenta-
cién de glucosa y lactosa; produccién de indol, ureasa, diacetilme-
tilcarbinol (Voges-Proskaguer); produccidn de dcido indicado con - -
rojo de metilo; descarboxilacion de lisina y ornitina; crecimiento -
en caldo de malonato de sodio y de gluconato; produccién de acido -

sulfhidrico; prueba de movilidad y reaccién de la fenilalanina.

2. Preparacién del S. Aureus Cowan | (NCTC 8530). -
Para su utilizacién en la reaccién de coaglutinacidn, se sembrd esta
cepa en 15 cajas de Petri de 100 x 10 conteniendo agar de soya trip-

ticasa (TSA). Se incuba.on durante 18 a 2b4 horas a 37°C. El creci-

miento bacteriano en cada caja se cosechS con 10ml de solucidn sali-

na 0.15 M. Se lavé tres veces por centrifugacidn a 6000 rpm durante

10 minutos a 4°C; a la pastilla de la Gltima centrifugacidn se le -

agregaron 37m! de solucién formolada (36.5ml de solucién salina -
Q0.15M de formaldehido a 37%).

Se homogenizd y se dejd reposar duran
te 90 minutos a temperatura ambiente; después se lavd tres veces por

centrifugacidén a 6000 rpm durante 10 minutos a L°C. Lla Gltima pasti

1la se suspendid en 30ml de solucidn salina 0.15M y se calentd a - -

80°C durante 30 minutos. Después de este tratamiento se lavé la -
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suspensidn tres veces como ya se describid y se ajustd a 1000 Unida-

des Klett con solucidn salina 0.15M, agregdndose azida de sodio =
(0.1%) como conservador.

La suspensién se guarddé a 4°C hasta el mo-
mento de su uso.

3. Aglutinacidn en tubo. Para la obtencién de anti
genos flagelares se realizaron siembras sucesivas de las cepas en -
medio de cultivo semisSlido de acuerdo al m&todo de Craig‘.

que los cultivos hahian

Una vez
desarrollado los flagelos se crecieron en -

caldo TSA y sc incubaron 18-24 horas a 37°C. A estos cultivos se -

les adiciond un voldmen igual de solucién salina formolada al 0.6% vy
se dejaron a temperatura ambiente durante dos horas. A 0.5ml de es-
ta suspensidon se le adiciond 0.5ml de cada uno de los antisueros fla

gelares. La suspensidn se colocS en bafio serolSgico a 48-50°C, le-

vyéndose la aglutinacidn una hora después de incubarse.

En el Cuadro 2 se presentan los factores antigénicos

que contienen los sueros de Spicer-Edwards. Para efectuar la agluti

nacidn en tubo, se procedid primero a titular los sueros flagelares
de tipo Spicer-Edwards 1, 2, 3, y 4 (Difco) con una cepa monofdsica

{S. typhi) y una cepa bifdsica (S. enteritidis ser Typhimurium). Los

antigenos flagelares de estas cepas se incubaron durante una hora a

50°C a diferentes diluciones con los sueros flagelares antes mencio-

nados. Se tomd como titulo la dilucién mds alta que produjera aglu-

tinacién franca con los antigenos empleados. Por otra parte todos -

los antigenos flagelarcs se aglutinaron empleando un suero flagelar
polivalente obtenido del Center for Disease Control (cbc) de los Es-
tados Unidos en Atlanta, Georgia.

L. Coaglutinacién. Para la reaccidn de coaglutina=
cién primero se forrd el S. aureus Cowan | con cada uno de los sue-
ros flagelares de Spicer-Edwards (Difco) sin diluir y dilufdos 1:4,
1:8, 1:32. El S. aureus Cowan | se forrd también con el suero poli-
valente H. Para hacer el forramiento la suspensidn original de
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1000 UK de S. aureus Cowan | (Cowan) se diluyd 1:4 con solucidn sali

na 0.15M.. A 1 ml de Cowan dilufde 1:4 se le adicionaron 0.1 ml de -
cada una de las diluciones de los antisueros flagelares. La reac- =

cidn de coaglutinacién se realizé en laminilla con 10 ul de Cowan =
forrado con cada uno de los antisueros flagelares y 10 ul1 de la sus-
pensidn bacteriana formolada de cada una de 1as cepas de Salmonella.
En otros casos los mismos antigenos flagelares se dejaron a 4°C du-

rante toda la noche y al dia siguiente se lavaron dos veces cen soly

cidn salina 0.15M ajustando 1a concentracién al volidmen original.

Para estar segurcs del! grado de especificidad de 1la

reaccidn de coaglutinacidén, se emplearon L cepas de Salmonella bifa-

sicas. Por un lado los cultivos de estas cepas se emplearon formola

dos y por otro los mismos cultivos se emplearon calentados a 100°C

durante 60 minutos. Los cultivos formolados y calentados se coaglu-

tinaron empleando el Cowan forrado con los sueros anti-H y anti-0

correspondientes a los antigenos de las cepas formoladas.
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v. RESULTADOS.

Las 39 cepas de Salmonella estudiadas correspondie-

ron a diferentes serogrupos del esquema antigénico de Kauffmann White

como puede verse en el Cuadro 1. las cepas estudiadas pertenecian a

8 serogrupos, algunos de ellos representados sélo por un serotipo, =
como es el caso del ser Paratyphi-A, mientras que otros representa-
dos por varios, como es el caso del serogrupo £}, con nueve cepas. -
El empleo de diversos serotipos sirvié para corroborar la sensibili-
dad de ambos m&tcdos er la investigacidn de las fases flagelares es-
pecifica y no especifica.

Todas las cepas estudiadas presentaron reacciones -
bioquimicas caracteristicas de Salmonella (Cuadro 3).7 Esto es, fer-
mentaron la glucosa con formacién de dcido y gas, produjeron HZS’ -
tuvieron movilidad positiva y descarboxilaron la lisina y la orniti-

na. No fermentaron la lactosa, fueron negativas en la produccién de

indol y de acetiimetilcarbinol (Voges-Proskaguer). No utilizaron el
malonato de sodio ni el gluconato de potasio;

fenilalanina fue negativa.

la reaccidén de la - -
Todas las lecturas de las pruebas biogui
micas se realizaron a las 1B-24 horas de incubacién. Una cepa -

(4570~2) fue bioquimicamente aberrante pues presentd reacciones posi

tivas en los caldos malonato de sodio y gluconato de potasio.

El Cuadro &4 muestra las frecuencias de cepas de -~ -
Salmonella que dieron reaccién positiva con uno u otro método emplea
do. E} 74% de las cepas pudieron tipificarse de acuerdo con sus - -
antigenos flagelares usando el m€todo de aglutinacién en tubo mien-
tras que con el método de coaglutinacidn se pudieron tipificar el -
92%. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p €0.001,
por 'X,z de proporciones).
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El andlisis de los porcentajes de cepas que pudieron
tipificarse por cada método de acuerdo con el suero de Spicer-Edwards
fue mayor en todos los casos usando la coaglutinacién (Cuadro 4). -~
Sin embargo esta diferencia sSlo fue estadfsticamente significativa
por prueba de‘x? de proporciones en el caso de los sueros 1 (p<{0.01)
y 3 {p€£0.05). E! resultado total demuestra que la coaglutinacidn -

fue superior a la aglutinacién en tubo para la tipificacion seroldgi
" ca del grupo de cepas de Salmonella estudiado.

En el Cuadro 5 se presentan los serotipos que fueron
estudiados, con sus correspondientes antigenos somiticos y flagela-
res de fase especifica. Se presenta tambi&n !a combinacién de sue-
ros Spicer-Edwards necesarios para identificar 10s antigenos flagela
res y el niimero de &stos identificados por ambos métodos utilizados.
Por aglutinacidn en tubo se pudieron identificar 3 antigenos ''b' del
ser Ghio; 1 antTgeno ''c' del ser S. cholerae suis; 2 antfgenos ''d* -
del ser S. typhi; 1 antigeno "d'" del ser Shangani; 9 antigenos ‘e, -
h''; 6 antigenos ''g, s, t'' del ser Senftenberg; 5 antigenos "i'' del -
ser Typhimurium; y 3 antigenos ''l, v'' del ser Panama. Mediante este
método se identificaron 31 antigenos flagelares de fase especifica.

No se pudieron identificar por el método anterior 2 antigenos '‘a*' =~

correspondientes a los serotipos Paratyphi-A y Arechaveleta; 2 anti-
genos '‘e, h'' del ser Anatum; 3 antigenos "i'* del ser Typhimurium y 1
antigeno '*1, v'' del ser Panama.

Por la reaccidn do cocaglutinacidn se identificaron -
39 antigenos flagelares: 2 antigenos 'a' de los ser Paratyphi-A y -
Arechaveleta; 3 antiTgenos 'b'' del ser Qhio; 1 antigeno *c'' de - -
S. cholerae-suis; 3 antigenos ''d"; 2 de S. typhi y 1 del ser - -
Shangani; 11 antfgenos ‘e, h''; 6 del ser Newport, 4 del ser Anatum,
1 del ser Newington; 7 antigenos 'g, s, t" del ser Senftenberg; 8 -
antigenos “i'' del ser Typhimurium y & antTgenos "1, i del ser - =

Panama. En el caso de la coaglutinacidon se identificaron antigenos

flagelares de cada uno de los tipos estudiados demostridndose una -
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mayor sensibilidad de este método sobre la aglutinacién en tubo de -
los antigenos flagelares de fase especifica. La diferencia entre los
dos métodos fue estadisticamente significativa cx; = 8.91, g1 1, -
p <0.001).

El estudio de los antfgenos flagelares de fase no es
pecifica se presenta en el Cuadro 6. Por aglutinacién en tubo se -
identificaron 16 (55.1%) de 29 de estos antigenos; 3 antigenos 1, 2
del ser Typhimurium; 2 antigenos '1, w' del ser Ohio; &4 antigenos 1,
2 del ser Newport; 1 antigeno 1, 5 del ser Panama; 1 antigeno 1, § =
del ser Shangani; & zntigenos 1, § del ser Anatum; 1 antigeno 1, S5 -
del ser Newington. Mediante este método no se pudieron identificar:
1 antigeno 1, 7 del ser Arechaveleta; 5 antigenos 1, 2 del ser - -
Typhimurium; 1 antigeno ''1, w!'' del ser Ohio; 1 antigeno 1, 5de - -

.S. cholerae-suis; 2 antfgenos 1, 2 del ser Newport; 3 antigenos 1, 5

del ser Panama.

Por lo que respecta a la reaccién de coaglutinacién
se identificaron 21 (72.4%) de 29 antigenos de fase no especifica: -
1 antigeno 1, 7 del ser Arechaveleta; 6 antigenos del ser - - -
Typhimurium; 2 antigenos ''1, w' del ser Ohio; 1 antigeno 1, 5 de -

S. cholerae-suis; 4 antTgenos 1, 2 del ser Newport; 1 antigeno 1, &

del ser Panama; 1 antigeno 1, 5 del ser Shangani; 4 antigenos 1, 6 -
del ser Anatum; 1 antigeno 1, 6 del ser Newington. Por otra parte -
con este método no se identificaron: 2 antigenos 1, 2 del ser - =~
Typhimurium; 1 antfgenoc "I, w'' del ser Ohio; 2 antigenos 1, 2 del -~
ser Newport; 3 antigenos i, 5 del ser Panama. &1 andlisis estadisti

co de los porcentajes de cepas tipificadas por ambos métodos muestra

que la diferencia no fue significativa Cxi = 1.86, gl 1, p> 0.2).

Con el cbjeto de estudiar la especificidad del méto-
do de coaglutinacién para la identificacidn de antigenos flagelares
de Salmonella se compararon los resultados del ensayo utilizando pre

paraciones de antigeno formolado sin calentar y calentados a 100°C.
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El resultado obtenido de este experimento (Cuadro 7) demuestra que =~
mientras el calentamiento de los antigenos de 4 cepas con antigenos
somdticos 6, 8 no afecta su deteccién seroldgica, la coaglutinacidn
fue negativa con los antigenos flagelares Ye, h'' de estas cepas al -
coagliutinarse después de calentados.

Estos resultados confirman la especificidad del méto
do de coaglutinacidén para la deteccidn de antigenos flagelares de -
Salmonella. La aglutinacidén en tubo con antisueros de Spicer-Edwards
utilizando antigenos flagelares calentados 60 minutos a 100°C fue -~
igualmente negativa.



20

Vi. DISCUSION.

El objetivo principal de una identificacién lo mis -
completa posible de una bacteria es poder hacer una relacién entre -
el tipo de microorganismo aislado dé un individuo con la presencia -
de una sintomatologia clinica especifica. Asi, el descubrimiento -
del Mycobacterium tuberculosis o del Vibrio cholerae permitié a Koch

confirmar la teorfTa bacteriana de las infecciones, planteada unos -

afios antes por Pasteur en enfermedades de animales. La asociacién -
precisa entre cierto tipo de cuadros clinicos con la presencia de un
tipo especifico de gérmenes aislados de esos individuos y la réplica
de esa enfermedad en otros individuos inoculados con estos mismos =
microorganismos, como postulados de Koch, es el principio de la etio

patogenia de los diversos padecimientos infecciosos.

ta tipificacion bacteriana a partir de entonces ha -
sido un interés constante del investigador en microbiologia aplicada.
Durante el presente siglo Kauffmann7, y postericrmente otros ihvesti
gadores europeos, disefiaron sistemas seroldgicos que permitieron la
tipificacién de diferentes enterobacterias que causan enfermedades -

infecciosas en humanos y animales.

En el caso de Salmonella la identificacidn de espe-
cies de este género a través del uso de sueros especificos para de-
tectar sus antTgenos som&ticos y flagelares ha permitido la clasifi~
cacidn de estas bacterias en grupos de acuerdo con el hospedero en -
donde se aislan y el tipo de sintomatologia que producen cuando los
colonizan e infectan. Se sabe ahora que el aislamiento de Salmonella
typhi de heces, sangre, médula 6sea o lesiones en piel es indicativo
de que ese paciente tiene una fiebre tifoidea y gque esta bacteria -
rara vez se encuentra en hospederos no humanos. Un cuadro similar -
de enfermedad puede presentarse enh roedores pero asociado a la pre-

sencia de Salmonella typhimurium. Esta dltima Salmonella, sin - -
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embargo, puede producir una enteritis severa en un lactante o septi-
cemia en un recién nacido la interaccidn entre el gérmen y el hospe~

dero, estd condicionada por 1o tanto por varios factores que favore-
cen y permiten el desarrollo de una enfermedad.

En otras ocasiones es factible encontrar bactegias -

consideradas como patdgenas en ausencia de signos clinicos de enfer-

medad. El estado de portador es un problema importante desde el pun

to de vista epidemioldgico, pues el individuo que excreta un gérmen

atégeno es frecuentemente una Tuente de infeccidn para otros. En -
P

de

fiebre tifoidea causada por alimentos contaminados por manejadores -
. . 2

de comida portadores de este gérmen

el c3so de Salmonella typhi existen varios reportes de epidemias

. La deteccin de individuos ~

portadores en paises con alta incidencia de fiebre tifoidea como - -
— " "

Chile ? es de gran importancia para la prevencién de esta enfermedad.

La identificacién de cepas de Salmonella a nivel cif
nico se puede realizar a través de medios bioquimicos que son comu-

nes para estas bacterias y se presentan con mayor frecuencia estadis
tica en miembros de estas especies. Las reacciones bioquimicas, sin
embargo, pueden ser aberranies on ocasiones y no permitir la clasifi
cacidén correcta de un gérmen como Salmonella. Salmonelas capaces deo

(i}

. . .30
fermentar lactosa se han aislado de casos severos en Brasxl3 - En -
estas circunstancias la tipificacidon bioquimica de estos gérmenes =~

puede impedir su identificacién correcta al desecharse estas bacte-

rias por pensarse que pertenecen a especies no patSgenas. Se necesi
ta entonces un sistema de tipificacidn mds fino que permita al inves

tigador una identificacién mis precisa de estas bacterias.

El esquema serolSgico de Kauffmann modificado poste-

riormente por White y 1levado al dfa por Le Minor y~Bockemuhl31 es -

de

disefiaron un siste
ma de clasificacidén md3s accesible basado en la identificacidn de 5 -

sumamente extenso y complicado para uso en laboratorios que sean

referencia. por esta razdn Spicer y Edward527’ 1
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grupos de antigenos flagelares. Con este sistema ha sido posible -
identificar con mayor séguridad salmonelas aisladas de diferentes -
hospederos. El uso de estos antisueros representa un costo grande -
para paises como ¢l nuestro ¢on recursos limitados para proyectos de
investigacidn epidemioldégica. El uso del método de coaglutinacidn -
unido al sistema de Spicer-Edwards aumenta la especificidad y sensi-
bilidad de este Gltimo disminuyendo importantemente su costo, como -
lo demuestran los resultados presentados en el presente trabajo. EI
uso de antisueros diluidos unidos a la protefna A del Staphylococcus
aureus Cowan | permite un uso mads racional de estos reactivos tan -

caros, sin el peligro de que la dilucidn disminuya la calidad de 1la
prueba.

En estudios epidemioldgicos longitudiné}es para cono
cer la etiologfa de procesos diarreicos o en brotes de enfermedades
por cepas de Salmonelila se puede ahora estudiar un ndmero grande de
cepas a un costo razonable y con una certeza mayor si se utiliza el
sistema de coagfutinacién.

El desarrollo de estas técnicas permitird la cuanti-
ficacién mds precisa de gérmenes que infectan a ia pobiacidon local,
y quizd mas importante, el conocimiento de las fuentes de infeccidn
a fin de que se puedan plantear medidas mis especificas para su con-
trol.
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vit. CONCLUSIONES.

1. Se confirma la hipStesis propuesta al principio

de este trabajo, &sto es mediante el método de coaglutinacién se pue

den identificar los antigenos flagelares de Salmonelia de una manera
confiable.

2. El presente trabajo mostrd que el S. aureus - -
Cowan | forrado con los sueros de Spicer-Edwards, ¢s un método mis =~
sensible y especifico que la aglutinacidén en tubo en la identifica-

cién de antigenos flagelares, por lo menos en fase especifica.

3. La

identificacidén de los antTgenos flagelares de
Salmoneila mediante la

coaglutinacién es mucho mis rédpida y sencilla
que la aglutinacién en tubo. Adem8s que la coaglutinacidén resulta -
mis harata que la aglutinacién en tubo dado que el método no requie-
re reactivos adicionales ni equipo.

L. La serotipificacidén de las tres especies del gé-

nero Saimonella se puede realizar con €l mftcdo de coaglutinacién -

’usando los antisueros de Spicer-fEdwards.

5. Llos objetivos planteados en este trabajo se lle-
varon 2 cabo en su totalidad, por un lado la reaccién de coaglutina-
cidén pudo identificar los antigenos flagelares de }as salmenelas y -
por otro lado fue posible reducir costos en la identificacién de es-
tos antigenos mediante la impiementacidn de un método como es Ja coa
glutinacidn, por tltimo también se logrS optimizar la semsibilidad -

y confiabilidad de la coaglutinacién en la serotipificacidn.
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CUADRO 1

CLAVE DE LA CEPA | SEROGRUPO SEROT PO A . FUENTE
y A S. enteritidis ser Paratyphi-A 2, 12:a:- br. W. Fergunsun*
Fa B S. enteritidis ser Arechaveleta 4, S:a:l, 7 Dr. W. Fergunson*
:ggb.la?: :ga 23, 07, 8 S. enteritidis ser Typhimurium b, 5:i:1, 2 INCVTAS-DIF.**
050, 070, 079 Cy S. enteritidis ser Ohio 6, 7:b:t, w INCYTAS—DIF.**
F5 Cy S. cholerae-suis 6, 7:c:i, 5 or. M. Fcrgun:cn*
Zggg:;: gg?ﬁ;g:uses-l C2 S. enteritidis ser Newport 6, B:e, h:1, 2 INEYTAS-DIF.**
02, o010 Dy |S. typhi 9, 12:d:- INCYTAS-DIF. ™"
30, 37, 19, 47 D; | S. enteritidis ser Panama 9, 12:1, vii, § sNcyTAs-D1F. ™"
F; Eq S. enteritidis ser Shangani 3, 10:d:1, 5 or. W. Fergunsun*
22,530, 45731, £, S. enteritidis ser Anatum 3, 10:e, hit, 6 iNcYTAs-DIF. ™"
F“ 13 S. enteritidis ser Newington '3, 15:e, h:l, 6 Dr. W. Fergunson*
25, 60, h572-1, ey
4572-2, 4570-2, Eu S. enteritidis ser Senftenberg 3, 19:g, s, t:- INCYTAS-DIF.

4571

*Dr. W. Fergunsen, Departamento de Salud del Edo. Michigan, Estados Unidos.

%k -
Instituto Nacional de Ciencias y Tecnologia-DIF.
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ANTICUERPOS CONTENIDOS EN LOS SUEROS SPICER-EDWARDS

CUADRO

(FLAGELARES EN FASE ESPECIFICA)

SUERO No. 1

SUERO No. 2

SUERO No. 3

SUERO No. 4

a; b c; d; ey
e, h;

Complejo G; i

a; b; ¢; d; k;
rivYs 229

a; d; e, h; k;
z; Complejo 25

%29

b; d;
Compiejo G;
k; z3 Z49% *

El Complejo G comprende:

f, g5 f, g9, s5 ¥, g, t;5 g, m; g, m, g5 g, m, S;

g, M s, t5 @, M, t; g, PS; g, P, Ui gip), Zgi

g, 93 g, S, t3 g, t; my, p, &, u; m, t.

El Complejo Z,4 comprende : Zy, 223; LI zzdiﬂzh, 232'

j:44



CUADRO 3

REACCIONES BIOQUINICAS DE LAS 33 CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS

«
P T
MR " |ges22285888228552808038 388885888 & e
=2 FLRRP2RRPER TG LT
Glucosa M+ DN E 4 )+ ) 3+ s () 2D + + 4 2 + ¢ + 4 + 4+ + + + +
tactosa M e e e e e e A L TLTLILTITLL W e e et e e m m e e e e me oa e e m e =
Sulfhidrico L T T S T T T S S S R L R T
Indol T NI P mieele e d 2 e e e e e T P S
Rojo de matllo |+ + 4+ + + + + B T Y Y .
Voges-Proskaguer | = = - = < = '= - “elele e = e e = o=
Halonato - = - - - - R T T I
Motilidad LR I R R A LR BRI I A
Fenlili-alanina - = e . - - - e e e e e e e e ow - -
Gluconato - e ® e e e e = e e wleo- ‘-_ B T T - -
Lisina O T T T S e U L R I
Ornitine LR 2 R R 2 * LI A 2 AR N AR AL L AL AL S A

Cepa blogquimicamente aborrante
(+) Produccisn de &cido y goas.
+ Producclén de Scido.
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FRECUENC IAS ENCONTRADAS ENTRE LA AGLUTINACION EN TUBO
Y LA REACCIOM DE COAGLUTINACION CON LOS SUEROS DE
SPICER-EDWARDS.

CUADRO 4

' SUEROS SPICER-

No. TOTAL DE
REAC. POSITIVAS
ESPERADAS DE

POSITIVAS POR
AGLUTINACION

POSITIVAS POR
COAGLUT{NAC I ON

p:‘.:‘t
EDWARDS ACUERDO CON LOS | EN TUBO (%) (%) %
SER ESTUDIADOS
1 35 28(80) 35(100) 7.77 {0.01
2 6 4(66) 6(100) 2.450 |0.1
3 16 12(75) 16(100) 4.57 (0.05
4 13 13(100) 13(100) 0.00 [ -
L 7 5(71) 6(86) 0.42 | 0.50
| 26 15(58) 19(73) 1.3510.20
TOTAL 103 77(74)— 95(92) 11.45 | 0.001

* Prueba de NE de proporciones.

o Probabilidad de diferencia debida al azar.
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REACCION DE AGLUTINACION EN TUBO Y DE COAGLUTINACION

CUADRO

5

DE LOS ANTIGENOS FLAGELARES EN FASE ESPECIFICA

ANTIGENOS | ANTIGENOS SUEROS No. DE | AGLUTINACION
SALHMONELLA } sounTicos H POSITIVOS| CEPAS EN Tuso | COAGLUTINACION

Paratyphli 2, 12 1 0 1

a 1, 2, 3
Arechaveleta 4, 5 1 0 1
chio 6, 7 b 1, 2, 4 3 3 3
S. cholerae-
2.2 6, 7 c 1,2 ! 1 1
S. typhi 9, 12 2 2 2

d 1, 3, 4
Shanganti 3, 10 1 1 1
Hewport 6, 8 6 6 6
Anatumn 3, 10 e, h 1, 3 L 2 h
Hewington 3, 15 1 1 1
Senftenberg 3, 19 G 1, 4 7 7 7
Typhimurium 4, 5 i 1 8 5 8
Panama 9, 12 L 1, v ] 3 4
TOTAL 39 31 39 7

2

% 8.91, pf 1, pgC.01.

P
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CUADRO

REACCION DE AGLUTINACION EN TUBO Y DE COAGLUTINACION
DE LOS ANTIGENHOS FLAGELARES EM FASE NO ESPECIFICA

SALMONELLA N anEnos Egg%?éggs ANTISENOS | ko, o cepas | ASLUTIRACION | congruTinacion
Arechaveleta 4, 5 ] 1, 7 1 ] ]
Typhimurfum 4, 5 ] 1, 2 8 3 6

Ohio 6, 7 L 1, w 3 2 2
:;_‘—:"‘"—EE‘E' 6, 7 ' 1.5 1 ° !
Newport 8, 8 t 1, 2 6 4 4

Panama g9, 12 i 1, 5 4 1 1
Shangani 3, 10 I 1, & t 1 ]
Newington 3, 15 i 1, 6 3 3 3

TOTAL 29 16* 2n”

El complejo L comprende: 1, v; 1, w; 1, 2‘3; 1, Z,g3 1, 2,93 1, Zuo

tanto a 1a fase especifica como a la fase no especifica.

El complejo EN comprende: ¢, n; e, n, X; e, n, z,s.

El complejo ! comprende: 1, 2; 1, 5; 1, 6; 1, 7.

w2

%, 186, OF 1, p> 0.2,

Este complejo comprende
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CUADRO 7

REACCION DE COAGLUT INACION :DE LOS ANTIGENOS SOMATICOS Y FLAGELARES
: CALENTADOS Y SiN CALENTAR

ANTIGENC FLAGELAR

ANTIGEND FLAGELAR

LR CEPA| 6, 8 SIN CALENTAR | .8 (100°C x 60+ |°» b SIN CALENTAR | e,h (100°C'X 601)
4L568-1 b4 b+ Ly Negativo
4568~2 L+ b Ly Negativo
4569-1 4+ 4+ Ly Negativo
4569-2 4 res Ly Negativo
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Proteina A

RSN %

Fe
e
S
Z /,
Pared Celular

1« RIGocibn propuesta 2. Reaccldn comprobada
iniclalmente. finaimente.

Fi6. 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEiL. MECANISHO
DE COAGLUTINACION PROPUESTO POR
KRONVALL.

ESQUEMA TOMADO DE BRILL'?
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O Antigeno
[P ——
flagelar

Proteina A
S._aureus

fab
Fc

F1G6." 2. MECANISMO DE COAGLUTINACION CON LOS
SUEROS DE SPICER-EDWARDS.
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