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RESUMEN. 

Se realizó un estudio comparativo para la identific!!_ 

ción de antígenos flagelares (H) de Salmonella mediante los métodos 

de aglutinación en ·tubo con sueros de Spicer-Edwards y la reacción -

de coaglutinación. 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. Cad~ uno de los serogrupos con diferentes seroti

pos incluía salmonelas monofásicas y bifásicas. El análisis estadís 

tico de las pruebas de aglutinación en tubo y coaglutinación indica

ron que la reacción de coaglutinación fue más sensible y más especí

fica que la reacción clásica de aglutinación en tubo, ya que se pu

dieron demo¡;t;::r_pi;r coaglutinación antígenos flagelares existentes 

que no fueron detectadas por el método ciásit:c. 



l. 1NTRODUCC1 ON. 

A. Definición de la familia Enterobacteriaceae. 

Para poder referir la clasificación del género 

Salmonella es necesario describir primero a la familia 

Enterobacteriaceae y la clasificación a la cual pertenece este géne

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

g•am negativas no formadoras de espora, aerobias o anaerobias facul

tativas. Son bacilos rectos que crecen bien en medios de cult¡vos -

artificiales. Algunas especies presentan flagelos aunque también se 

peri

fer-

pueden encontrar variantes inmóviles. Las formas móviles son 

tricas. Las enterobacterias reducen los nitratos a nitritos y 

mentan la glucosa con formación de ácido o bien de ácido y gas. 

prueba de !ndofenol oxidasa es negativa, así como la licuefacción 

La 

del alginato. 

l. Clasificación y nomenclatura de la Familia. 

Respecto a id c1astficaciQn y nomenclatura de la fa

milia Enterobacteriaceae, Edwards y Ewingl la agrupan en cinco tri

bus con sus respectivos géneros y especies tipo. 

Familia ENTEROBACTERIACEAE Rahn. 

Tribu 1 ESCHERICHIEAE Bergey, Sreed Y. Murray. 

Género 1 Escherichia Castellani y Chalmers. 

l. Escherichia coli (Migula) Cast~llani y 

Chalmers. 
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Género 11 Shigella Castellani y Chalmers. 

l. Shigel la dysenteriae (Shiga) Castellani y 

Chalmers. 

2. Shigel la flexneri Castellani y Chalmers. 

3. Shigella boydii Ewing. 

4. Shigel la sonnei (Levin) Welding. 

Tribu 11 EDWARDSIELLEAE Ewing y McWhorter. 

Género 1 Edwardsiella Ewing y McWhortcr. 

1. Edv1ars iel la tarda Ewing y McWhorter. 

Tribu 111 SALMONELLEAE Bergey, Bred y Murray. 

Género 1 Salmonella Lignieres. 

l. Salmonella cholerae-suis (Smith)Welding 

2. Salmonel la typhi (Scr<.'eter) Warren y Scott. 

3. Salmonella enteritidis (Gaertner) 

Castel lani y Chalmers. 

Género 11 Arizona Ewing y Fife. 

1. Arizona hinshawii (Ewing y Fife) Ewing. 

Género 111 Citrobacter Werkman y Gil len. 

1. C i trobacter Freund i i (Braak) Werkman y 

Gi 1 len. 

Tribu IV KLEBSIELLEAE Trevisan. 

Género 1 Klebsiel la Trevisan. 
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1 • Klebsiella ~neumoniae (Schroeter) Trevisan 

2. Klebsiella ozaenae (Abel) Bergey, Bred y 

Murray. 

3. Klebsiella rhinoschleromatis Trevisan. 

Género 11 Enterobacter Hormaeche y Edwards. 

1. Enterobacter cloacae (Jordan) Horma eche y 

Edwards. 

2. Ent<>>.::>bacter aerogenes (Kruse) Horma che y 

Edwards. 

3. Enterobacter hafniae (Moel ler)Ewing. 

4. Enterobacter \'iguefac i ens (Gr imes y 

Hennerty} Ewing. 

Género i11 Pectobacterium Waldee. 

1. Pectobacterium carotovorum (Jones) Waldee 

Género IV Serratia Bizio. 

1. Serr~~i~ marcescens (subespecies 

marcescens} Blzio. 

la. Serratia marcescens (subespecles killensis) 

Ewlng, Davis y Johnson. 

Tribu V PROTEEAE Castell~nl y Chalmers. 

Género 1 Proteus Hauser. 

1. Proteus vulgaris Hauser. 

2. Proteus mirabilis Hauser. 

3. Proteus morgani i (Winalow, Kigler y 

Rothberg) Rauss. 
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4. Proteus rettgeri (Hadley et al) Rustigian 

y Stuart. 

Género 11 Providencia Ewing. 

1. Providencia alcalifaciens (De Salles 

Gomes) Ewing. 

2. Providencia stuartii (Buttiaux et al) - -

Ewing. 

B. Antígenos en las Enterobacterias. 

La ti pi f i cae ión se ro 1 óg i ca completa de rla fami 1 ia 

Enterobacteriaceae se hace con la determinación de antígenos O (som!_ 

ticos). H {flagelares} y K (capsulares). 

Antígenos somáticos O {del alemán Ohne Hauch). Estos 

antTgenos so? terrnoestables. Su composición está dada por complejos 

fosfolípidos-polisacáridos. El análisis de io~ ontrg~~ns O revela -

una composición de polisacáridos {60%), lípidos (20-30%) y hexosami

nas (3.S-9.5%). Son resistentes al alcohol y a los ácidos. La nat.!:!_ 

raleza de los grupos terminales del polisacárido y el orden en que -

se encuentran en unidades repetidas'en las cadenas laterales dan co

mo resultado la especificidad de numerosos tipos de antígenos o. 

Antígenos flagelares H (del alemán Hauch). Son anti 

genos termolábiles que se encuentran como flagelos de las bacterias. 

Están compuestos de una proteína llamada flagelina. El contenido de 

aminoácidos y el orden en que se encuentran en la falgelina determi

nan la especificidad de los antígenos H. 
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Antígenos K (del alemán Kapsel). Son antígenos que 

se encuentran como cápsulas. Estos antígenos en su mayoría son ter

molábi les y de naturaleza pol isacári.da. 

C. Definición del género Salmonella. 

Teniendo en cuenta la clasificación, nomenclatura y 

definición de la familia Enterobacteriac~ae, se puede referir más 

ampliamente al género Salmonella. Según la definiciónl,2, las 

salmonelas son bacilos rectos, gram negativos, que poseen flagelos -

peritrlcos. Producen ácidó de glucosa, manito\, sorbltol y del me

dio de tartrato de Jordan. La mayoría produce tt2s. La prueba de 

rojo de metilo es positiva. Reduce los nitratos a nitritos. Utili

zan el citrato de sodio. Descarbixilan ln llsina, la arginina y la 

ornltlna. No fermentan lactosa, sacarosa, salisina ni adonitol. No 

producen acetilmetilcarbinol, ureasa o indol. No utilizan el malon!!_ 

to de sodio. No licúan la gelatina, ni crecen en medio de KCN. La 

especie tipo es Salmonella cholerae-suis (Smith) Weldlng. 

l. Especies del género. 

Dentro del género Salmonella se reconocen tres espe

cles3. La limitación a sólo tres e~pecies de Salmonella tiene su 

origen con Borman en 19444; el empleo de tres especies en este géne

ro fue adoptado por Kauffmann y Edwards en 19525 y Ewing en 19636 • -

Las especies reconocidas del. género son: Salmonel la cholerae-suis, 

Salmonella typhi y Salmonella enteritidis. Las designaciones infra

subespecíficas son equivalentes o bien usadas en lugar de fórmulas -

antigénicas, como es el caso de los serotipos. 
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En cuanto a la designación 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 designación como serotipo -

(ser) es.con el nombre de la especie. Todos los demás serotipos co

nocidos, más de 1400, se incluyen como s. enteritidis aclarando que 

la designación que se les da a los·serotipos de S. enteritidis son -

infrasubespecíficos y no tienen rango en la nomenclatura3. Los ser~ 
tipos y bioserotipos (bioser) se designan como sigue: 

S. enteritidis ser Typhlmurium 

S. enteritidis ser Heilderberg 

S. enteritidis ser Enteritidis 

S. enteritidis bioser Paratyphi-A 

2. Antígenos somáticos en Salmonella. 

Para la clasificación y caracterización de los sero

tipos de Salmonella mediante el análisis antigénico es necesario re~ 

1 izar primero el estudio del antígeno :;:;u111dtico tcímcc=:t.::b1e. Los 

antígenos O de Salmonella se designan por números arábigos progresi

vos del 1 al 64, aunque en el esquema antigénico los números 29, 31, 

32, 33, 49, 62 y 63 no corresponden a antígenos de Salmonella sino -

pertenecen a otros géneros diferentes pero incluídos en la Tribu - -

Salmonelleae. Por ejemplo, los antígenos 62 y 63 pertenecen al gén~ 

ro Arizona y los antígenos 29, 31, 32 y 33 pertenecen al género 

Citrobacter. El antígeno 49 ha sido eliminado del esquema antigéni

co. 

Los serogrupos de Salmonella se determinan por sus -

antígenos somáticos. La mayoría de las salmonelas poseen más de un 

antígeno somático encontrándose muchas que poseen antígenos somáti

cos comunes. En base a ésto se clasifican los serogrupos, los cuales 
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se designan por letras latinas mayúsculas de A - H, K, L y w7 . 

3. Antígenos flagelares de Salmonella. 

Son antígenos que se encuentran en los flagelos de -

las bacterias y su identificación es necesaria para la tipificación 

completa de las especies. Los antígenos flagelares de Salmonella se 

determinan usando selectivamente antisueros representativos de estos 

antígenos que poseen los miembros del género. Los antígenos H se 

identifican con letras latinas minúsculas. La serie completu va de~ 

de la "a11 hasta la "z" exceptuando el antlgeno 11 j 11 que no se expresa 

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

sufijos a la "z", la serie va de z 1 a z
59

, sin embargo, algunos de -

estos antígenos no se expresan en el esquema antigénico o no se ide!!_ 

ttfican en la práctica. Se debe de entender que esta designación 

del antígeno 11 Z11 no es una subdivisión del mismo, sino que cada uno 

de estos antígenos es una entidad por separado. 

a} Variación de Fase. 

Las variaciones bacterianas ~e deben fundBmentalmen-

te a dos -procesos: l) Mutación y selección que dan lugar a pobla

ciones con cambios de tipo genético y 2) Variabilidad fenotípica 

(adaptación fisiológica). Las variaciones fenotípicas son general

mente inducidas por agentes externos, afectan al total de la pobla

ción pero no son hereditarios, son inestables y reversibles, inte- -

rrumpiéndose cuando el agente inductor deja de manifestarse. En tan 

to las variaciones genotípicas afectan a un número reducido de célu

las de la población, son estables, hereditarias y no reversibles8 . 

La variación de fase en Salmonella se puede definir 

como la expresión fenotípica en la cual un serotipo puede expre~ur -
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sus antígenos flagelares en dos formas antigénica5 diferentes. Es

tas dos formas antigénicas son conocidas como fase específica y fase 

no específica. La variación de fase fue descubierta por Andre\"Jes en 

1922 en S. typhimurium. Andrewes demostró las fases específicas y -

no específicas en base a que cuando se cultivaban dos serotipos de -

Salmonella con antígenos flagelares relacionados, sólo algunas colo

nias aglutinaban con antisuero del tipo homólogo. Las colonias que 

aglutinaban sólo con el antisuero homólogo se les denominó de fase -

específica, mientras que las colonias que aglutinaban tanto con el 

antisu~ro homólogo como con un antisuero heterólogo se designaron de 

fase no específica. Se demostró además que las fases específicas 

contenían trazas de componentes no específicos y las fases no espec.I. 

ficas llevaban también pequeñas cantidades de factores específicos. 

Los anti sueros producidos con fases específicas aglutinaban al antí

geno homólogo a diluciones elevadas y tenían títulos muy bajos para 

algunos antígenos heterólogos. 

Lederberg9' lO señaló que la variación de fase invo

lucraba a dos loci H1 y Hz alternativamente. Mediante experimentos 

de transducción demostró que cada fase corresponde a la expresión de 

distintos locus; así los antígenos flagelares de fase específica - -

estaban codificados por el locus H1 y los antfgenos ae fase no espe

cífica por el locus H2 • Por lo tanto las fases antigénicas H están 

determinadas por estados alternos del locus Hz• el cual se expresa -

fenotípicamente al mismo tiempo que reprime la función del locus H1 • 

Alternativamente cuando el locus Hz se inactiva permite la expresión 

del locus H1 • Los factores H1 y Hz son funcionalmente complementa

rios. El factor H1 no varía con los estados del locus HZ y su acti

vidad depende del factor H2 . En base a ésto, la variación de fase -

representa un tipo de evento espontáneo en donde la información no -

se altera, sino se reprime temporalmente. 

En algun~s ocasiones un serotipo difásico sólo expre 

sa una de las fases antigénicas pero no las dos a la ve:z 10 • 11 . E-;;-
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importante tener presente que cuando se encuentra sólo una de las 

fases en un cultivo difásico es indispensable hacer supresión de fa

se con el objeto de encontrar la fase que no se está expresando1 • 12 

No todos los serotipos de Salmonella son difásicos, 

muchos serotipos son monofásicos y en éstos cada colonia contienen -

antígenos flagelares idénticos. La mayoría de los serotipos monofá

sicos reconocidos contienen antígenos 11g 11 o "m"; aún así, en los ca

sos en que sólo se encuentra una fase flagelar es necesario tratar -

de aislar la segunda fase, la cual puede estar temporalmente repriml_ 

da. Este intento es necesario para estar ~eguros de que el serotipo 

es monofásico 13. 

Los antígenos flagelares de fase no específica de 

numerosas salmonelas se designan por números arábigos; la serie in

cluye los números 1, 2, 4, 5, 6 y 7. Estos antígenos de fase no es

pecífica se pueden encontrar en las siguientes combinaciones según -

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

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

de los antrgenos e, n, x; e, n, z 15 , que se designan como e, n. 

D. Coaglutinación. 

La reacción de coaglutinación fue descrita por 

Kronvall en 1973. Este método ha sido señalado como una técnica se

rológica sencilla y ~ápida 

das por microorganismos14 • 

ción se utiliza la cepa de 

para el diagnóstico de infecciones causa-
15, 16 Para la realización de la reac

Staphylococcus aureus (S. aureus) Cowan l. 

Esta cepa tiene la particularidad de poseer abundante proteína A en 

su pared celular. Para su uso la cepa Cowan 1 se debe de tratar con 

formaldehído y calor ya que este tratamiento combinado estabiliza la 

proteína A en la pared celular, al mismo tiempo que se inactivan - -
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l. Mecanismo de acción de S. aureus en la 

coaglutinación. 

10 

Cuando una inmunoglobulina (lg} se trata con papaína 

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

Los fragmentos Fab se conocen como fragmentos ligadores de antígeno 

o como sitios activos de la lg. Durante algún tiempo se investigó -

el mecanismo de acción del s. aureus Cowan 1 en la reacción de cva

gluti nación proponiendo que al forrar estas bacterias con un antisu~ 

ro las porciones libres reaccionaban con la lgG del suero. El meca

nismo propuesto18 fue el siguiente: la reacción de la proteína A 

con los anticuerpos es a la inversa de como lo hacen los antíg~nos, 

es decir, la reacción es Fe-proteína A y no Fab-proteína A. De esta 

manera la unión Fe-proteína A permite que los sitios activos de -las 

inmunoglobulinas queden libres y puedan reaccionar con antígenos es

pecíficos19 (Figuras 1 y 2). 

Mediante esta técnica se han investigando~ntígenos 

de algunos microorganismos 2 ú, Ll, 22 Hanavec21 io hd u~adc en e' 

diagnóstico e identificación de serogrupos de Escherichia coli - - -

(E. coli) asociados a infecciones del tracto urinario; Kronva11 15 en 

la tipificactón de pneumococos y Christensen14 en la tipificación de 

estreptococos. Con esta técnica se ha investigado también la prese_!l 

cia de antígeno común de enterobacterias (ECA) en lipopolisacáridos 

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

de estas c~pas23, 24 , la presencia de antígenos de Haemophylus 

influenzae tipo ben líquido cefalorraquídeo2 5 y antígenos de 

Salmonella typhi en orina de pacientes con fiebre tifoidea 26 • En el 

presente trabajo se ha utilizado por primera vez este método como 

una alternativa para la tipificación de antígenos flagelares de 

Salmonella. 
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11. OBJETIVOS. 

Uno de los problemas fundamentales para conocer en -

nuestro medio qué organismos infectan a nuestra población y en este 

caso en particular, las salmonelas> es poder clasificarlas con preci_ 

sión para conocer los tipos más frecuentes asociados a procesos in

fecciosos. Desgraciadamente los procedimientos para efectuar esta -

tipificación son difíciles ya que para este fin se requiere un gran 

número de antisueros contra los diferentes grupos somáticos y flage

lares. En este último caso la metodoiogía se complica por la canti

dad de antisueros empleados y por las numerosas reacciones cruzadas 

que presentan. Spicer en 195627 propuso un esquema de cuatro combi

naciones de anti sueros para encontrar los antígenos flagelares más -

comunes de Salmonella. Aprovechando este procedimiénto se realizó -

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

de coaglutinación con S. aureus Cowan l {cepa NCTC 8530). El estl<

dio por lo tanto tiene como objetivo comparar la rapidez, especific.!_ 

dad y sensibilidad de ambos métodos. 

/ 
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lll. HlPOTESlS. 

La reacción de coaglutinación permite la identifica

ción de antígenos flagelares de Salmonella de manera precisa y con

fiable, comparado con el método establecido por Spicer y Edwards. 



13 

lV. MATERIAL Y METODO. 

1. Se estudiaron 39 cepas de Salmonella pertenecie!!_ 

tes a los serogrupos de Kauffmann-White (Cuadro 1). Estas cepas de 

Salmonel la se obtuvieron de dos ft¡entes: a) Del lnsti tu to Nacio

nal de Ciencias y Tecnología-DIF (INCYTAS-DIF), con algunas cepas t.!. 

pificadas en la División de Patógenos Entéricos del Laboratorio Cen

tral de Salud Pública en Londres Inglaterra, gracias a la amabilidad 

del Dr. Bernard Rowe; y b) Cepas proporcionadas gracias la gentile

za del Dr. Wi 11 iam 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 bioquímicas: : Fermenta

ción de glucosa y lactosa; producción de indol, ureasa, diacetilme

tilcarbinol (Voges-Proskaguer}; producción de ácido indicado con - -

rojo de metilo; descarboxilación de lisina y ornitina; crecimiento -

en caldo de malonato de sodio y de gluconato; producción de ácido 

sulfhídrico; prueba de movilidad y reacción de la fenilalanina. 

2. Preparación del S. Aureus Cowan 1 (NCTC 8530i. -

Para su utilización en la reacción de coaglutinación, se sembró esta 

cepa en 15 cajas de Petri de 100 x 10 conteniendo agar de soya trip

ticasa (TSA). Se incuba.on durante 18 a 24 horas a 37ºC. El creci

miento bacteriano en cada caja se cosechó con lOml de solución sali

na 0.15 M. Se lavó tres veces por centrifugación a 6000 rpm durante 

10 minutos a 4ºC; a la pastilla de la última centrifugaclón se le 

agregaron 37ml de solución formolada (36.5ml de solución salina -

0.15M de formaldehído a 37%). Se homogenizó y se dejó reposar dura!!_ 

te 90 minutos a temperatura ambiente; después se lavó tres veces por 

centrifugación a 6000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. La última pastJ.. 

lla se suspendió en 30ml de solución salina O.lSM y se calentó a - -

BOºC durante 30 minutos. Después de este tratamiento se lavó la 
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suspensión tres veces como ya se describió y se ajustó a 1000 Unida

des Klett con solución salina 0.15M, agregándose azida de sodio -

(0.1%) como conservador. La suspensión se guardó a 4ºC hasta el mo

mento de su uso. 

3. Aglutinación en tubo. Para la obtención de ant.!. 

genes flagelares se realizaron siembras sucesivas de las cepas en 

medio de cultivo semisólido de acuerdo al método de Craig1 Una vez 

que los cultivos habían desarrollado los flagelos se crecieron en -

caldo TSA y se incubaron 18-24 horas a 37ºC. A estos cultivos se 

les adicionó un volúmen igual de solución salina formolada al 0.6% y 

se dejaron a temperatura ambiente durante dos horas. A O.Sml de es

ta suspensión se le adicionó 0.5ml de cada uno de los anti sueros fla 

gelares. La suspensión se colocó en baño serológico a 48-SOºC, le

yéndose la aglutinación 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_ 

nación en tubo, se procedió primero a titular los sueros flagelares 

de tipo Spicer-Edwards 1, 2, 3, y 4 (Difco) con una cepa monofásica 

(S. typh;) y una cepa bifásica (S. enteritidis ser Typhimurium). Los 

antígenos flagelares de estas cepas se incubaron durante una hora a 

SOºC a diferentes diluciones con los sueros flagelares antes mencio

nados. Se tomó como título la dilución más alta que produjera aglu

tinación franca con los antígenos empleados. Por otra parte todos -

los antígenos flageiarcs se aglutinaron empleando un suero flagelar 

polivalente obtenido del Center fer Disease Control (CDC) de los Es

tados Unidos en Atlanta, Georgia. 

4. Coaglutinación. Para la reacción de coaglutina

ción primero se forró el S. aureus Cowan 1 con cada uno de los sue

ros flagelares de Spicer-Edwards (Difco) sin diluir y diluidos 1:4, 

1:8, 1:32. El S. aureus Cowan 1 se forró también con el suero poli

valente H. Para hacer el forramiento la suspensión original de 
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1000 UK de s. aureus Cowan 1 (Cowan) se diluyó 1:4 con solución sal_!_ 

na 0.15M. A 1 mi de Cowan diluído 1:4 se le adicionaron 0.1 mi de -

cada una de las diluciones de los antisueros flagelares. La reac- -

ción de coaglut·inaclón se reaJ izó en lamini 1 la con 10 ,ul de Cowan 

forrado con cada uno de los antisueros flagelares y 10,ul de la sus

pensión bacteriana formolada de cada una de las cepas de Salmonella. 

En otros casos los mismos antígenos flagelares se dejaron a 4ºC du

rante toda la noche y al día siguiente se lavaron dos veces con sol!:!_ 

ción salina 0.15M ajustando la concentración al volúmen original. 

Para estar seguros de! grado de especificidad de la 

reacción de coaglutinación, se emplearon 4 cepas de Salmonella bifá

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

dos y por otro los mismos cultivos se emplearon calentados a lOOºC 

durante 60 minutos. Los cultivos formolados y calen~ados se coaglu

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

correspondientes a los antígenos de las cepas formoladas. 
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V. RESULTADOS. 

Las 39 cepas de Satmonella estudiadas correspondie

ron a diferentes serogrupos del esquema antigénico de Kauffmann White 

como puede verse en el Cuadro l. L~s cepas estudiadas pertenecían a 

8 serogrupos, algunos de ellos representados sólo por un serotipo, -

como es el caso del ser Paratyphi-A, mientras que otros representa

dos por varios, como es el caso del serog1·upo E4 con nueve cepas. 

El empleo de diversos serotipos sirvió para corroborar la sensibili

dad de ambos métodos en la investigación de las fases flagelares es

pecífica y no específica. 

Todas las cepas estudiadas presentare~ reacciones 

bioquímicas características de Salmonel la (Cuadro 3).; Esto es, fer

mentaron la glucosa con formación de ácido y gas, produjeron H2s, 

tuvieron movilidad positiva y descarboxilaron la 1 isina y la orniti

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

Indo\ y de aceti \metí lcarbinol (Voges-Proskaguer). No uti 1 izaron el 

malonato de sodio ni el gluconato de potasio; ta reacción de la -

fenilalanina fue negativa. Todas tas lecturas de las pruebas bioqu.i. 

mico~ se reñlizaron a las 18-24 horas de incubación. Una cepa 

(4570-2) fue bioquímicamente aberrante pues presentó reacciont:s pos_!_ 

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

El Cuadro 4 muestra las frecuencias de cepas de 

Salmonella que dieron reacción positiva con uno u otro método emple~ 

do. El 74% de las cepas pudieron tipificarse de acuerdo con sus - -

antígenos flagelares usando el método de aglutinación en tubo mien

tras que con et método de coaglutinación se pudieron tipificar el 

92%. Esta diferencia fue estadísticamente significativa (p (0.001, 
por -X.,2 de proporciones). 
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El análisis de los porcentajes de cepas que pudieron 

tipificarse por cada método de acuerdo con el suero de Splcer-Edwards 

fue mayor en todos los casos usando la coaglutinación (Cuadro 4). 

Sin embargo esta diferencia sólo fue estadísticamente significativa 

por prueba de ,C. de proporciones en el caso de los sueros 1 (p(0.01) 

y 3 (p(0.05). El resultado total demuestra que la coaglutinación -

fue superior a la aglutinación en tubo para la tipificación serológ.!. 

ca del grupo de cepas de Salmonella estudiado. 

En el Cuadre 5 se presentan los serotipos que fueron 

estudiados, con sus correspondientes antígenos somáticos y flagela

res de fase específica. Se presenta tambi€n la combinación de sue

ros Spicer-Edwards necesarios para identificar los antígenos flagel.!!_ 

res y el número de éstos identificados por ambos métodos utilizados. 

Por .aglutinación en tubo se pudieron identificar 3 antígenos "b11 del 

ser Ohio; 1 antígeno "c11 del ser S. cholerae suis; 2 antígenos 11d11 -

del ser S. typhi; 1 antígeno "d" del ser Shangani; 9 antígenos "e, -

h"; 6 antígenos "g, s, t 11 del ser Senftenberg; 5 antígenos 11 111 del -

ser Typhimurlum; y 3 antígenos "1, v" del ser Panama. Mediante este 

método se identificaron 31 antígenos flagelares de fase específica. 

No se pud!~ron Identificar por el método anterior 2 antígenos "a11 

correspondientes a los serotipos Paratyphi-A y Arechaveleta; 2 antí

genos "e, h" del ser Anatum; 3 antígenos 11 i" del ser Typhimurlum y 1 

antígeno 11 1, v11 del ser Panama. 

Por la reacción de coaglutinación se· Identificaron -

39 antígenos flagelares: 2 antígenos "a" de los ser Paratyphi-A y 

Arechaveleta; 3 antígenos "b" del ser Ohlo; 1 antfgeno "e" de 

S. cholerae-suis; 3 antígenos "d"; 2 de S. typhi y 1 del ser 

Shangani; 11 antígenos "e, h"; 6 del ser Newport, 4 del ser Anatum, 

1 del ·ser Newington; 7 antígenos 11g, s, t" del ser Senftenberg; 8 

antígenos 11 i 11 del ser Typhimurium y 4 antígenos 11 1, v" del ser 

Panama. En el caso de la coaglutinación se identificaron antígenos 

flagelares de cada uno de los tipos estudiados demostrándose una 
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mayor sensibilidad de este método sobre la aglutinación en tubo de -

los antígenos flagelares· de fase especifica. 

dos métodos fue estadísticamente significativa 

p(0.001). 

La diferencia entre los 

("'I! 8.91, gl 1, -p 

El estudio de los antígenos flagelares de fase no e~ 

pecífica se presenta en el Cuadro 6. Por aglutinación en tubo se 

identificaron. 16 (55.1%) de 29 de estos antígenos; 3 antígenos 1, 2 

del ser Typhimurium; 2 antígenos "1, w" del ser Ohio; 4 antígenos 1, 

2 del ser Newport; 1 antígeno 1, 5 del ser Panama; 1 antígeno 1, 5 -

del ser Sh~ngnni; ~ ~ntígcnas 1. 6 del ser An~tum; 1 antígeno 1. 6 -

del ser Newington. Mediante este método no se pudieron identificar: 

1 antígeno 1, 7 del ser Arechaveleta; 5 antígenos 1, 2 del ser 

Typhimurium; 1 antígeno "1, w" del ser Ohio; 1 antígeno l, 5 de -

S. cho 1 erae-su·i s; 2 antígenos 1, 2 de 1 ser Newport; 3 ant-'ígenos 1, 5 

del ser Panama. 

Por lo que respecta a la reacción de coaglutinación 

se identificaron 21 (72.4%) de 29 antígenos de fase no específica: -

1 antígeno 1, 7 del ser Arechaveleta; 6 antígenos del ser 

Typhimurium; 2 antígenos "I, w" del ser Ohio; 1 antígeno 1, 5 de 

S. cholerae-suis; 4 ~n~í~enos 1; 'del s~r NBwrort; 1 ~ntr~eno 1¡ 5 

del ser Panama; ant\geno 1, 5 del ser Shangani; 4 antígenos 1, 6 -

del ser Anatum; antígeno 1, 6 del ser Newington. Por otra parte -

con este método no se identificaron: 2 antígenos 1, 2 del ser 

Typhimurium; 1 antígeno "I, w" del ser Ohio; 2 antígenos 1, 2 del 

ser Newport; 3 antígenos 1, 5 del ser Panama. El análisis estadíst..!_ 

co de los porcentajes de cepas tipificadas por ambos métodos muestra 

que la diferencia no fue significativa(')(,! 1.86, gl 1, p) 0.2). 

Con el objeto de estudiar la especificidad del méto

do de coaglutinación para la identificación de antígenos flagelares 

de Salmonella se compararon los resultados del ensayo utilizando pr~ 

par.aciones de antígeno formolado sin calentar y calentados a lOOºC. 
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El resultado obtenido de este experimento (Cuadro 7) demuestra que -

mientras el calentamiento de los antígenos de 4 cepas con antígenos 

somáticos. 6, B no afecta su detección serológica, la coaglutinación 

fue negativa con los antígenos flagelares "e, h" de estas cepas al -

coaglutinarse después de calentados. 

Estos resultados confirman la especificidad del métE_ 

do de coaglutinación para la detección de antígenos flagelares de 

Salmonella. La aglutinación en tubo con antisueros de Spicer-Edwards 

utilizando antígenos flagelares calentados 60 minutos a lOOºC fue 

igualmente negativa. 
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VI. DISCUSION. 

El objetivo principal de una identificación lo más 

completa posible de una bacteria es poder hacer una relación entre -

el tipo de microorganismo aislado de un individuo con la presencia -

de una sintomatología clínica específica. Así, el descubrimiento 

del Mycobacterium tuberculosis o del Vibrio cholerae permitió a Koch 

confirma• la teoría bacteriana de las infecciones, planteada unos 

años antes por Pasteur en enfermedades de animales. La asociación -

precisa entre cierto tipo de cuadros clínicos con la presencia de un 

tipo específico 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 principi'o de la etio 

patogenia de los diversos padecimientos infecciosos. 

La tipificación bacteriana a partir de entonces ha -

sido un interés constante del investigador en microbiología aplicada. 

Durante el presente siglo Kauffmann7, y posteriormente otros investj_ 

gadores europeos, diseñaron sistemas serológicos que permitieron la 

tipificación de diferentes enterobacterias que causan enfermedades -

infecciosas en humanos y animales. 

En el caso de Salmonella la identificación de espe

cies de este género a través del uso de sueros específicos para de

tectar su·s antígenos somáticos y flagelares ha permitido la clasi-fi

cación de estas bacterias en grupos de acuerdo con el hospedero en -

donde se aislan y el tipo de sintomatología que producen cuando los 

colonizan e infectan. Se sabe ahora que el aislamiento de Salmonella 

..tz:.e!:!l. de heces, sangre, médula ósea o lesiones en piel es indicativo 

de que ese paciente tiene una fiebre tifoidea y que esta bacteria 

rara vez se encuentra en hospederos no humanos. Un cuadro similar -

de enfermedad puede presentarse en roedores pero asociado a la pre

sencia de Salmonella typhimurium. Esta última Salmonell~, sin 
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embargo, puede producir una enteritis severa en un lactante o septi

cemia en un recién nacido la interacción entre el gérmen y el hospe

dero, está condicionada por lo tanto por varios factores que favore

cen y permiten el desarrollo de una enfermedad. 

En otras ocasiones es factible encontrar bacterias -

consideradas como patógenas en ausencia de signos clínicos de enfer

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

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

patógeno es frecuentemente una fuent~ de infección para otros. En -

el caso de Salmonella typhi existen varios reportes de epidemias de 

fiebre tifoidea causada por alimentos contaminados por manejadores -

de comida portadores de este gérmen
28 

La detección de individuos 

portadores en países con alta incidencia de fiebre tifoidea como - -

Chile29 es de gran importancia para la prevención de esta enfermedad. 

La identificación de cepas de Salmonel la_ a nivel cl.f. 

nico se puede realizar a través de medios bioquímicos que son comu

nes para estas bacterias y se presentan con mayor frecuencia estadí~ 

tica en miembros de estas especies. Las reacciones bioquímicas, sin 

embargo, pueden ser aberrantes en ocasiones y no permitir la clasifj_ 

cación correcta de un gérmen como Salmonella. Salmonelas capaces <le 

fermentar lactosa se han aislado de casos severos en Brasit3°. En -

estas circunstancias la tipificación bioquímica de estos gérmenes 

puede impedir su identificación correcta al desecharse estas bacte

rias por pensarse que pertenecen a especies no pat6genas. Se necesj_ 

ta entonces un sistema de tipificación más fino que permita al inve.2_ 

tigador una identificación más precisa de estas bacterias. 

El esquema serológico de Kauffmann modificado poste

riormente por White y llevado al día por Le Minar y.Bockemuh1 31 es -

sumamente extenso y complicado para uso en laboratorios que sean de 

referencia. por esta razón Spicer y Edwards27 • 1 diseñaron un sist!:_ 

ma de clasificación más accesible basado en la identificación de 5 -
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grupos de antígenos flagelares. Con ~ste sistema ha sido posible 

identificar con mayor seguridad salmonelas aisladas de diferentes 

hospederos. El uso de estos antisueros representa un costo grande -

para países como el nuestro con recursos limitados para proyectos de 

investigación epidemiológica. El uso del método de coaglutinación -

unido al sistema de Spicer-Edwards ·aumenta la especificidad y sensi

bi 1 idad de este último disminuyendo importantemente su costo, como -

lo demuestran los resultados presentados en el presente trabajo. El 

uso de anti sueros diluidos unidos a la proteína A del Staphylococcus 

aureus Cowan 1 permite un uso más racional de estos reactivos tan 

caros, sin el peligro de que la dilución disminuya la calidad de la 

prueba. 

En estudios epidemiológicos longitudiná}es para con~ 

cer la etiología de procesos diarreicos o en brotes de enfermedades 

por cepas de Salmonella se puede ahora estudiar un número grande de 

cepas a un costo razonable y con una certeza mayor si se utiliza el 

sistema de coaglutinación. 

El desarrollo de estas técnicas permitirá la cuanti

ficación más preclsa de gérmenes que infectan a ia pobiació11 loca:, 

y quizá más Importante, el conocimiento de las fuentes de infección 

a fin de que se puedan plantear medidas más específicas para su con

trol. 
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VII. CONCLUSIONES. 

1. Se confirma la hipótesis propuesta al principio 

de este trabajo, ésto es mediante el método de coaglutinación se pu~ 

den identificar los antígenos flagelares de Salmonella de una manera 

confiable. 

Z. El presente trabajo mostró que el S. aureus 

Cowan 1 forrado con los sueros de Spicer-Edwards, es un método más -

sensible y específico que la aglutinación en tubo en la identifica

ción de antígenos flagelares, por lo menos en fase específica. 

3. La identificación de los antígenos flagelares de 

Salmonella mediante la coaglutinación es mucho más rápida y sencilla 

que la aglutinación en tubo. Además que la coaglutinación resulta -

más barata que la aglutinación en tubo dado que el método no requie

re reactivos adicionales ni equipo. 

4. La serotipificación de las tres especies del gé

nero Salmonella se puede real izar con e1 método dP. coaglutinación 

-'usahdo los antisueros de Spicer-Edwards. 

5. Los objetivos planteados en este trabajo se lle

varon a cabo en su totalidad, por un lado la reacción de coaglutina

ción pudo identificar los antígenos flagelares de las salmcnelas y -

por otro lado fue posible reducir costos en la identificación de es

tos antígenos mediante la implementación de un método como es la coa 

glutinación, por último también se logró optimizar la sensibilidad -

y confiabilidad de la coaglutinación en la sero_tipificación. 
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CUllDRO 

CLllVE DE Lll CEPA SEROGRUPO s E RO T 1 p o 

F1 11 s. enterltldis ser Paratyphl-11 2, 

F2 B s. enteritidis ser Arechaveleta 4, 

100, 110, 4t1, 29, 07, e s. en ter i ti d i s ser Typh 1 mur i um 4, 1000, 01, 600 

oso. 070, 079 C1 s. en ter i ti d i s ser Ohio 6, 

Fs C1 s. cholerae-suis 6, 

4S68-1, 4S68-2,4S69-1 6, 4S69-2, . 83, 98 .. C2 s. enteri t td is ser Newport 

02, 010 Dl· ~ 9, 

30, 37, 19, 47 Dl s. enter1 t id is ser Pan ama 9, 

F3 E¡ s. entert tid 1 s ser Shangani 3, 

99, sao, 4573-1, 
4573-2 El s. enteritidis ser Anatum 3, 

F4 E2 s. cnterltidis ser Newtngton 3. 

2S, 60, 4S72-1, 
4S72-2, 4S70-2, E4 s. enteri t id is ser Senftenberg 3, 
4S71 
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SUERO No. 1 

a; b; e· . d; 

e, h; 

CUADRO 2 

ANTI CUERPOS CONTEN 1 DOS EN LOS SUEROS SP 1 CER-EDWARDS 

(FLAGELARES EN FASE ESPECIFICA) 

SUERO No. 2 SUERO No. 3 
-
e; a; b; e; d· 

' Y.; a; d; e, h; k; 

r; y; z2.9 z; Complejo z4; 

SUERO No. 

b; d; 

Complejo G; 

Complejo G; i z29 k; z; Z¡Q; 

El Complejo G comprende: f, g; f, g, 5; f, g, t; g, m; g, m, q; g, m, s; 

g, m, s, t; g, m • t; g, ps; g, p, u; g(p), zs; 
g, q; g, s, t; g, t; m, p, t, u; m, t. 

El Comp 1 eje Z4 comprende: z4, z23; Z4• z24; Z4, z32. 

4 

r 



CLAVE DE LA 
CEPA 

Glucoi.a 

Lactosa 

SuUhfdrlc.o 

Indo\ 

CUADRO 

REACCIONES BIOQ.UIHICAS DE LAS 3, CEPAS DE SALtu>HELLA ESTUDIADAS 

+ + + + + + + +. + + + + + + + + + + + + ++++++• + 

Rojo de mct 1 to + + + + + + + + + + + + + ... + + ·+ .+ + + + + ·+ '+ + + 

Voges·Proskaguar 

Katon:Jto 

f'10tllldad + + + 

Fenl l·al.anlna 

a1uconato 

Lhlna + + + 

Ornltlne + + 

Cepa bloqutmlcamcntc aborr<Jnto 

(+) Produccl6n de 6cldo y ll"''· 

Produccl6n de .:leido. 

+ + + 

+ + 

+ + + 

+ +· + + + + +· 

- -
- - - - -
+ + + + + 

+ + + + + + + 

- - - - + - -
+. + + + + ·+ + + + + + + + + + + + 

- + 

+ + + + + + + + + + + + + + 

+ + + + + + + + ., + + + + + + 

.-

+ 



CUADRO 4 

FRECUENCIAS ENCONTRADAS ENTRE LA AGLUTINACION EN TUBO 

Y LA REACCION DE COAGLUTINACION CON LOS SUEROS DE 

SP 1 CER-EDWARDS. 

No. TOTAL DE 

SUEROS SPICER- REAC. POSITIVAS POSITIVAS POR POSITIVAS POR 
ESPERADAS DE AGLUTINACION COAGLUTINACION EDWARDS ACUERDO CON LOS EN TUBO (%) (%) 

SER ESTUDIADOS 

1 35 28(80) 3S(l 00) 

2 6 4(66) 6(100) 

3 16 12(7S) 16( l 00) 

4 13 13 (l 00) 13(100) 

L 7 S(71) 6(86) 

1 26 1 S(58) 19(73) 

TOTAL 103 77(74)-- 95(92) 

~·: Prueba de,¿. de proporciones. 

*•': Probabilidad de diferencia debida al azar. 

2* 

~ 

7.77 

2.40 

4.S7 

o.oo 

0.42 

1.35 

11 .45 

p•'n't 

0.01 

0.1 

o.os 

-
o.so 

0.20 

0.001 

w 
o 



SALHONELLA 

Paratyphl 

Arechaveleta 

Ohlo 

s. cholerae-
su is 

~ 

Shanganl 

Uewport 

Anatum 

Ue\.Ji ngton 

Senf tenbcrg 

Typhimurium 

Panama 

TOTAL 

CUADRO 5 

REACCION DE AGLUTINACION EN TUBO Y DE COAGLUTINACION 
DE LOS ANTIGENOS FLAGELARES EN FASE ESPECIFICA 

ANTIGENOS ANTIGENOS SUEROS No. DE AGLUT 1 NAC 1 ON 
SOHATICOS H POSITIVOS CEPAS Etl TUBO 

2, 12 1 o 
a 1, 2, 3 

4, 5 1 o 

6, 7 b 1, 2, 4 3 3 

6, 7 e 1, 2 1 1 

9, 12 2 2 
d 1, 3. 4 

3, 10 1 1 

6, 8 6 6 

3, 10 e, h 1, 3 4 2 

3, 15 1 1 

3, 19 G 1, 4 7 7 

4, 5 i 1 8 5 

9, 12 L 1, V 4 3 

39 31 

'X.~ 8.91, Df 1, p<0.01. 

COAGLUTINACION 

1 

1 

, 
J 

1 

2 

1 

6 

4 

1 

7 

8 

4 

39 --



SALMONELLA 

ArechaveJeta 

Typhlmur 1 um 

Oh lo 

S. cholerae-
su is 

Ncwport 

Panama 

Shangani 

Newington 

TOTAL 

CUADRO 6 

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

ANTIGEtlOS COMPLEJOS ANTIGENOS AGLUTINACION FLAGELARES No. DE CEPAS SOMATICOS POSITIVOS H EN TUBO 

4, 5 1 1, 7 1 o 

4, 5 1 1, 2 8 3 

6, 7 L 1, w 3 2 
---;-

6, 7 1 1, 5 1 o 

6, (1 1 1, 2 6 4 

9, 12 1 1, 5 4 1 

3. 10 1 1, s 1 1 

3, 15 1 1, 6 3 3 

29 16* 

COAGLUTlllACION 

1 

6 

2 

1 

4 

1 

1 

3 

21* 

El comp1ejo L con1prcndc: 1, v; 1, w; 1, z 13 ; 1, z28 ; 1, z 28 ; 1, z40 . 

tanto a la fase específica como a la fase no específica. 

Es ta compleja comprende 

El complejo EN comprende: e, n; e, n 1 x; e, n, z 15 • 

El complejo 1 comprende: 1, 2; 1 1 S; 1, 6; 1, 7. 

*'Y..2 1.1:!6, Df 1, p)0.2.. 
p 



CLAVE DE 
LA CEPA 

4568-1 

4568-2 

4569-1 

4569-2 

CUADRO 7 

REACCION DE COAGLUTINACION DE LOS ANTIGENOS SOMATICOS Y FLAGELARES 
CALENTADOS Y SIN CALENTAR 

ANTI GENO SOMATICO ANTIGENO SOMATICO ANTIGENO FLAGELAR ANTIGENO FLA~ELAR 
6, 8 SIN CALENTAR 6,8 (lOOºC X 60 1

) 
e, h S 1 N CALENTAR e,h (lOOºC X 60') 

DILUCION 1 :8 DILUCION 1 :8 

4+ 4+ 4+ Negativo 

4+ 4+ 4+ Negativo 

4+ 4+ 4+ Negativo 

4+ 4+ 4+ Negativo 



~Proteína A 

Pared Celular 

... ~wc.:::!6n pr~::n.!~~t.-i 
1niclalmente. 

2. Reacción comprobada 
finaimente .. 

FIG. 1. REPRESENTACION ESQUEHATICA DEL MECANISMO 
DE COAGLUTINACION PROPUESTO POR 

KRONVALL. 

ESQUEMA TOMADO DE BRILL19 
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FJG. 2. HECANISHO OE COAGLUTINACION CON LOS 

SUEROS DE SP I CER-EDWAROS. 
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