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OBJETIVO. 

El presente estudio tuvo como finalidad determinar en una 

muestra constituida por 500 personas clínicamente sanas ma

yoTes de· 15 años, los títulos de aglutininas anti-t.-i, anti-H 

y anti-O para establecer su frecuencia en población abierta 

y realizar así la primera parte de una serie de estudios ten 

dientes a determinar si la investigación y titulación ce an

ticuerpos anti-Vi de Salmonella es una prueba efectiva para 

detectar portadores sanos de este microorganismo. 

Además de determinar la incidencia de anticuerpos m"-lti-s.a.J.m.o 

nella en población abierta se evaluó un método para la obten 

ción del antígeno Vi parcialmente purificado, para ser utili 

zado en la reacción de hemaglutinación indirecta para la in

vestigaci6n de sus anticuerpos homólogos. 
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CAPITULO I 

GENERALIDADES 

1) Patogenia de Salmonella. 

En todas las formas de infección por Salmonella, los 

microorganismos penetran por vía oral y pueden producir 

tanto una infección clínica como subclínica. Son patóge 

nos para el hombre y los aninales. Estos microorganis

mos pueden producir tres tipos de enfermedad y con fre

cuencia se presentan formas combinadas: 

a) En primer lugar están las fiebres intestinales, co

mo la fiebre tifoidea (S.typhi) y paratifoidea (S.pa 

ratyphi A~ S.schottmuelleri), se pres.entan cuando 

los microorganismos son ingeridos con alimentos y be 

bidas contaminadas y alcanzan el intestino delgado"' 

a p~rtir del cual penetran en los linfáticos intesti 

nales (posiblemente fagocitados por los nonocitos). 

Los microorganismos pasan por el conducto torácico 

hasta la corriente sanguínea de donde se disemin'1n a 

z:uchos órg.anos, incluyendc riñón, bazo~ v,esícula e 

intestino, en este últi~o caso se reproducen en el 

tejido linfoide y son elioinados por las heces. 

iL.as lesiones nás importantes que se producen son fui .. 

perplasia y necrosis del tejido linfoide, necrosis 
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f>:JJcal del hígado_. inflamación de la vesf=ula biliar 

y ocasionalmente en otros sitios, como ~ul~ón. 

b) Tanhién se puede presentar septicemia (S.choleraes:uis= 

dende la invasión de la sangre sigue a la entrada de: 

nicroorganismo por vía oral, aunque sin presentarse 

la infección intestinal. Estos microorganismos están: 

arJ?liamente diseminados y tienden a causar supuraci1CJ

nes focales, abscesos, meningitis, osteo~:ñ.elitis, nsa:. 

cenias y endocarditis. 

e) Por último se encuentran las gastroenteritis (S.tyµ~~ 

nurium, S.enteritidis, S.derby), muchas ~eces se les 

:naoa intoxicación alimentaria, ya que los síntomas 

conienzan despu:§s de 8 a 24 h de incubación, lo 

c~al SU[iere que la ingestión &e grandes cantidades 

de r.iicroorganiscos irrita las nucosas (45}! •. 

Las especies del género Salmonella presentan marcad~s 

diferencias tanEo en sus características ~isio16gicas 

in vitro, corrio en su interacción con el hospedador 

(especificidad, im:asividad~ etc.). Entre las ceptls 

¿~ Salmonella patá~~~as ~ara el hombre se encu~ntr~~ 

S.!y:>hi y tres serotipos dé s.i::~tri tiuis: s. ;.,:lratvn::l.

~e ~.p3ratvphi r v s.~aratr?~~ s~nd?i. Las fiebres G~

t§~~=~s son ca~sadas por las ciscas bact~rtas fexce;~: 
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dis serotipo S.pqratyphi B. (60) 

Fiebre tifoidea. 

Esta enfermedad generalmente se adquiere por vía oral. 

Hornick y colaboradores {41), trabajando con volunta-

rios humanos llegaron a la conclusión de que una canti

dad de 109 bacterias ingeridas, provocan enfermedades 

en el 95t de los casos, 107 bacterias en el 50% de los 

casos y con 105 bacterias se enferman el 25% de los in

dividuos. En tanto que no hubo ·enfermedad cuando la do

sis ingerida fué de 103 bacterias o menos. Puede hacer-

se una diferenciación entre las personas que excretan 

s.trphi (85), en los convalecientes, la excresión por 

vía digestiva suele durar de 2 a 16 semanas(aunque las 

bacterias pueden aislarse aún clespués de 7 u 8 meses) y 

por orina de 6 a 8 semanas o durar toda una vida en am

bos casos. 

2) Estado de portador. 

Un ejemplo importante de la resistencia a la infección 

por Salmonella es el estado de portador. Después de una 

infección clínica o subclínica 7 cierto n~nero de indivi

duos continúan portando microorganisnos en sus tejidos 



- 4 -

durante períodos variables (nortadores convalecientes y 

portadores sanos peT111anentes) (46). Estos portadores 

son aquellos individuos que excretan S.typhi por perío

dos mayores de un año; si el período de eliminaci6n es 

menor son "excretores temporales" de dos tipos: los co::r.. 

valecientes, que son aquellos que presentaron un cuadre 

clínico reconocible y los asintomáticos, en los que no 

se presentó el cuadro. Hay que hacer notar que puede ha 

ber portadores en los que nunca se presentaron los sín

tomas de la enfermedad (85). 

Se sabe que un 3% de los enfermos de fiebre tifoidea se 

convierten en portadores permanentes estando presente el 

microorganismo en diferentes órganos, entre los cuales 

los más ir.tportantes son vesícula biliar, intestinos y en 

algunos casos vías urinarias. Estas personas generalmen

te continúan excretando el bacilo por el resto de su vi

da (46, 58). 

Siendo S.typhi un parásito primariamente adaptado al ha9 

bre, la epidemiología de la fiebre tifoidea se construye 

alrededor del portador, ya: que cualquiera de los vehícu

los y medios de contaminaci6n debe haber estado en con

tacto con un ser humano infectado. Por esto las medidas 

profilácticas son: (66) 
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a) Mejoramiento de las condiciones sanitarias, partic~ 

larmente en las que se refieren a la vigilancia del 

abastecimiento de agua potable y nanejo de los ali-

mentos. 

b) Control de los portadores. 

e) Empleo de vacunas para la inmunización activa de la 

población de zonas endéflicas y en los casos de epi-

demias. 

Es obvio que para evitar la fiebre tifoidea hay que imp~ 

dir que las bacterias excretadas por una persona puedan 

ser ingeridas por otra. En aquellos países o zonas en 

que la fiebre tifoidea es endénica, las contliciones sani 

tarias generalmente dejan mucho que desear y existen fa 

llas evi4~ntes en la vigilancia de los abastecimientos 
4'"":-

de agua, la disposición de excretas y e! control de los 

alimentos (67). 

Los portadores crónicos de tifoidea constituyen un impo!_ 

tante rescrvorio de S. t,•nki _y son responsables de muchos 

brotes de fiebre tifoidea (58). Si en estas circunstan

cias el ~ortador tiene acceso a medios que permitan una 

amplia diseminación de la contaminaci6P, el riesgo de 

que se presenten brotes es alto. Un ejeoplo c15sico de 



- 6 -

Mallan ("María Tifoidea.") quien entre muchos brotes que 

ocasio:n§ se cuenta uno en Nueva York con 1>3ía0 caso~ 

(40). 

Esta nujer padeció fiebre tifoidea en 1901. !:'oco después 

un artigo de la casa donde ella era cocinera contrajo la 

enf erMedad y un ~es más tarde la lavandera de la familia 

también enfermó de fiebre tifoidea. En 190Z~ María se 

empleó. en otra casa.. Pocas semanas después enfermaron la 

lavandera de la familia y 7 miembros de la casa. En 1904 

se mudó de ocupación. Tres semanas después de su llegada 

a la nueva casa,_ aparecieron 4 e:ifermos de ti.foidea. Co

mo se sospechara de la cocinera, ab:xr.donó la casa y fue 

a servir a otra faz'.ilia donde 15 días des¡Jués enfermó la 

lavandera.. En 1907 lleg6 a servir a otra familia en la 

ciudad de Nueva York, y dos meses después de su llegada 

~e presentaron dos casos de t:ifn-idea en la familia; sien 

do uno fatal. En el curso de estos cinco años se estable 

ci6 que María habia sido la causa de por lo :nenos 25 ca

sos de fiebre tifoidea. Prácticar.iente fué hecha prision~ 

ra por el "Departamento de Salud y durante 3 años los co

procul tivos practicados fueron constantemente positivos, 

con cantidades variables del bacilo. María se perdió de 

la observaci6n de esta dependencia en 1914, año en que 

entró a trabajar co:::o cocinera a un hospital de mujeres: 

de Nueva York. En este hospital en enero y febrero de 

1915, se 9resent6 t:n brote epidérd.co <l~ ti ¡:0idea con un 



total de 25 casos. La cocinera huyó. Nuevos est:udios se 

2alaron a esta portadora como la causante de una epide

nia hídrica de fiebre tifoidea ocurrida en 1903, en 

Ithaca, estado de Nueva York, con un total de l,3{Hli ca

sos. 

Existen innumerables ejemplos de portadores que han sido 

seguidos a través de varios años. Sawyer, en 1914, des

cribió otro brote de 93 casos de fiebre tifoidea entre 

los asistentes a una comida. 

El ambiente inmediato del portador (contacto familiar) o 

sea, su "esfera de acci6n" va adquiriendo gratlualmente 

resistencia contra la enfermedad, no así los parientes 

lejanos,visitas o amigos. 

En una primera parte el portador produce más estrasos en 

su esfera de influencia qu~ fuera declla, pero con el 

transcurso del tiem:>o este proceso de invierte, o!Jservá!!. 

dose una mayor agresividad contra las personas que no 

han tenido contacto permanente con él, debido a lo cual, 

son más susceptibles. 11 fenfü11.eno explic~ la reducción 

del número de casos nuevos de fiebre tifoidea por el por. 

tatlor en el transcurso del tiempo y el que la incidencia 

de la fiebre tifoidea sea funci6n del núnero de gort:ado

res producidos hasta. 5 a 10 años antes. La agresividad 

del portador decrece gradualoente con la inmunizac~ón tle 
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sus esferas de. acción. La presencia de enferccs después 

de 10 z:tfüíos exige la concurrencia de varios factores: ma 

nipulación de alimentos, llegada de individuos suscept~ 

bles a la esfera de acción, drisis:iufectante, et..::., con-

diciones que tienden a reducir el núraero de e~f ermos 

producidos sin mediar ninguna medida sanitaria (3). 

La probabilidad de que una persona se convierta en porta 

dor 7 a;Jnen.ta con la edad; el núnero <le nujeres que se 

convierten en portadores es mayor al de hombres (1). En 

estas personas la eliminación de S.typhi es intermiten

te y en ocasiones poco numerosa • El número de nicroor

ganismos eliminados puede ser desde menos de SO~ hasta 

1010 por gramo de heces (58,77). 

Las mujeres exceden a los hombres como portadores en una 

relación o proporción de 3:1. Los microorganiscos resi

den en los focos endurecidos del árbol biliar~ nigran a 

través de los conductos biliares y sobre la superficie 

del epitelio intestinal y no causan fiebre tifoidea en 

el portador. tas alteraciones anatónicas en el tracto bi 

liar son in;?ortantes en la prod..icción del estado del Pº!. 

tador. La deficiencia de IgM, conj~:ntamente com el endu

recL1iento o daño del árbol biliar, son también importa!!_ 

tes (41). 

Aunque la ir.:iportancia epidemiológit.c.il del cstaC:o del por-
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tador ha sido reconocida desde h~ce tiempo, existe poca 

infoTinaci6n sobre la cantidad de nicroorganismos prese!!_ 

tes. Merselis y colaboradores (58) reportan que 42 de 

46 muestras fecales ofuitenidas en 13 portadores> contenían 
' 

de 106 a I@10 bacilos por gramo de heces. Thomson (77) 

reporta que en 8 muestras fecales de-12 portadores se 

encontraron de sx107 bacilos por gramos de heces. Hornick 

(41) repor~a hasta 1011 microorganismos por gramo. 

Para localizar a los. portadores en un grupo es necesario 

un estudio hacterioló&ico que comprenda varias muestras 

(68). Si se considera: el pequeño porcentaje que represen 

tan los port:adores en la población total, el estudio es 

laborioso y resulta caro, sin contar con la dificultad 

que puede repr~sentar la obtención adecuada de las r:ues

tras. 

Como solución para superar todos estos factores se ha 

pensado en los métodos: sero16gicos, pues el análisis has:_ 

teriológicc de heces n.o es accesible todavía como una 

prueba que se puede aplicar en for~a simplificada y sis

temática .. 

,$) Estructura antigénicn cle Salmonel la. 

Aiin cuando lss principales variedad~s de bacilos cr:.téri· 
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ricos pueden ser identificados tentativamente por fer

mentación y otras reacciones metabólicas en medios dife 

renciales, la identificación final de especies individua 

les está basada en su estructura antigénica (22). 

La estructura antigénica de Salrnonella ha s.ido estudiada 

incluso a nivel molecular. Las investigaciones hechas 

par Kauffrnann (1937) y White (1926) sobre los componen-

tes antigénicos del soma y de los flagelos sirven como 

base para la clasificáción que lleva su nombre. 

Los antígenos 1ffJf' (flagelares) y los uou (somáticos) fue 
. 
ron originalmente descritos como los componentes antigé-

nicos lábiles y estables al calor. Los tipos de Salmone 

11a se han reunido en grupos con base en la presencia de 

los antígenos "0" (somáticos) y los tipos dentro de un 

gl'Upo se establecen con base en la presencia de los antí 

genos flagelares o "H". 

Antígenos "W' y variación de· fase. 

Los antíeenos H son de naturaleza protéica y se inacti

van a temperaturas mayores de ·60ºC, asi coFio :;ior el tra-

tamiento COfi áeiaos ailuídüs y alcoholes. Para preparar 

los antígenos que se emplean en las pruebas seroló¿,ücas, 

se. añade formalina a los cultivos j6\~enes cie cepas n6vi

les obtenidas en medios líquidos. Este procedimiento pr.Q. 

bablemente fija los flagelos a la pared c~lular de ral 
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manera que los antígenos somáticos ya no se encuentr~n 

expuestos, pues se cubren con los antígenos H y los que 

reaccionan son estos filtimos. 

El suero que contiene anticuerpos anti-H aglutina a los 

antígenos H en forma característica en aprcxi~adamente 

2 h a SSºC, formando grandes masas esponjosas que se dis 

persan fácilmente (59). 

Los miembros de cada grupo O pueden diferenciarse en se

rotipos con base en sus antígenos fla¿.elares (H). Lama

yoría. c1e las cepas de Salmonella pueden producir dos ti

!JOS diferentes de antí:i:en.os flagelares. El primero, antf 

geno flagelar en fase 1, es compartido por unos pocos ti 

pos de Salmonella; el segundo, antígeno flagelar en fase 

2, es menos específico. Los microorganismos de un culti

vo dado pueden ser de una sola fase (cultivo monofásico)~ 

frecuentemente pueden dar mutantes en otra fase (varia

ción de fase) especialmente si el cultivo se incuba por 

más de 24 h. Tal variación de fase puede inducirse culti 

vando los Microorganismos en un medio que contenga los 

anticuerpos homólogos a s~s antíg~nos flagelares, ésto 

favorece el crecimiento de mutantes con el antígeno al

ternante (alelico) el cual no reacciona con el suero hi

perinmune (22). 
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Antígenos O. 

Los antígenos uon no presentan variación de fase y por 

ésto constituyen una base más firme para la clasifica

ción en grupos que los componentes flagelares (esquema 

Kaufímann-White). Los componentes somáticos se encuen

tran presentes en la superficie del cuerpo celular (soma) 

en aquellos microorganismos tanto móviles como inmóviles. 

Son de naturaleza lipopolisacarida y resistentes al calen 

tamie~to prolongado a lOO'°C, no se destruyen por alcohol 

o por ácido diluido. La aglutinación del antígeno se ~r~ 

duce después de 6 a 12 h a 55°C y se forman agr.e.gados 

bacterianos en forma.de masas granulares que no pueden 

dispersarse por agitación (22). 

Antígeno Vi. 

Ciertas especies dentro de la familia Enterobacteriaceae 

tienen una capa exterior de polisacárido llamado antíge

no Vi. Algunas cepas de S. typ:ü no aglutinan cuando se 

les mezcla con el suero homologo, Felix y Pitt (1934) de 

mostraron que esa falta de aglutinaci6n se debía a la p~ 

sesii5n de ese componente somático especial llamado t1Vi" 

o antígeno de virulencia,. ya que las cepas que lo contie 

nen son mas virulentas para el ratón que los microorga

nismos que solo poseen el antígeno O •. El antígeno Vi se 

encuentra en la periferia ~xtrema del cuerpo de la cél,!! 

la y así previene el ncceso de las s.i.;lutininas anti-O a 

sus nnt.!p-e003 :;o:iáticos hon6logos. De:fie1'e de lo:; 3. ti"!::. 
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nos O en que es lábil al calentamiento por 1 h a 60ºC, 

a ácidos diluícfos y al fenol. Los bacilos pierden su an

tígeno Vi después de repetidos subcultivos y se vuelven 

aglutinables frente al suero anti-O. 

En 1938~ Craigie y Yen descubrieron bacteriófagos activos 

frente a cultivos de Salmonella que contienen antígeno Vi 

Estos fagos presentan una adaptabilidad poco usual a las 

cepas de bacterias en las cuales se propagan, dando corno 

resultado el desarrollo de una especificidad extraordina

ria para la cepa de SR typhi. Los fagos Vi específicos 

son un medio valioso para la identificaci6n de S. tYPhi y 

también se han utilizado para la identificación de cepas 

de S. schottmüelleri (60!). 

Disociación 

Además de la variación de fase flagelar 1 .§_almonella. pue-

de presentar algunas alteraciones relacionadas con sus 

diferentes componentes antigénicos. Las cepas m6viles 

pueden convertirse en no nóviles por pérdida de sus antí

genos flagelares (H). Se presenta frecuentemente la vari!_ 

ción lisa a rugosa (SIR) y se da por la pérdida del antí

geno O y la aparición en la superficie de la célula de 

diferentes polisacáridos extraídos de sus paredes celula

res (antígeno ..R) que están tanbién presentes en células 

lisas (S) y que causan que el nicroorganisno aglutine 

espontáneamente en solución salina. El caobio de S a R pu~ 
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de tenor lugar sin la perdida G:e los antígenos flagela-

res o el Vi (Z2, 63). 

El contenido de antí~eno Vi en cualquier cepa de S. tY"lhi 

puede variar sin afectar sus antígenos O u H.Kauffmann 

(1935) describió tres formas en l~s que este microorga

nismo se puede encontrar: (1) Ia forma V~ que posee una 

gran cantidad de antí~~eno Vi y que no aglutina con el 

suero anti-O; (2) la forma VW~ en la cual se detecta al 

go de antígeno Vi pero que sí aglutina con el suero an:-

ti-O; y (3) la forma w que no contiene antígeno Vi. .... ,¡¡ª 
que el antígeno v· l., . H y O pueden variar independiente-

mente, pueden ¡>resentarse en vari;;ls formas de disocia-

ci6n (60). 

Antígeno común enterobacteriauo. Además de los antí~e

nos que diferencian algunos géneros de la familia Ente-

robacteriaceae, muchos <le estos microorganisnos compar-

ten un antígeno común" el cual puetlc e:xtra~rse de la cé-

lula. Los anticuerpos no precipitan al antige~o común,, y 

no aglutinan células, pero pueden ser detectados por 

reacciones de hemaglutinaci6n indirecta o de fijación de 

complemento. 

Preparaci6n de suero especifico. Cuando los animales se 

inmunizan con cepas mfü,:iles inacthradas con fortmalina, 

el suero contiPn~ :tr.bos 3.nticucrpc~ ::mti-L y <:mti-0. Los 
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anticuerpos anti-i? presentan generalmente un título nás 

alto que aquel del O. Esta diferencia puede deberse> en 

parte, a la immnogenicidad nayor del ant[geno H que es 

una proteína, comparada con el polisacárido del antí~eno 

O, y en parte a la mayor sensibilidad de la prueba de 

aglutinació'n H. Si la cepa inmunizante tanbién contiene 

un antígeno Vi, el suero contendrá, ~demás, anti-Vi. 

El suero reacciona con los antísenos su11erficiales indi

viduales en pruebas de a~lutinación y por esto se somete 

a reacciones de absorci6n selectiva •. PoF ejemplo, el an

ticuerpo anti-H puede ser eliminado por absorción con 

suspensiones de flagelos homólogos o con suspensiones de 

mutantes que contienen los flagelos de las células innu 

nogenicas pero no sus antígenos Vi u o. De manera simi

lar,, los anticuerpos anti-O o anti-V~ pueden eliminarse 

por absorción con las suspensiones adecuadas de bacilos 

(2Z). 

Clasificaci6n de Kauffmann-1-fhit:e .. 

Los tipos de Salnonella de acuerdo a la presencia de anti 

geno O, se han constituído en grupos que se designan por 

1-etras mayús-cul:.¡s ; .. números, cvao A, ti, ·c1" C2, C3, C4s 

Dl,, D2., D3, etc •• ha.sta la Z y después por números ú~l 

51 al 6,5. Se tonan en cuenta uno o más corz.ponentes ant:ig§. 

nicos como esenciales para la inclusi6n ea un grupo. Cada 

componente del ant:fgeno O se designa por un níir1ero ar.:füi-
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go. Los antí.genos flagelares en fase 1 se denominan con 

letras ninúsculas con suoíndices numéricos; los de fase 

2 se danotan iJOT la combinación de números arábi!;os f 

letras oinúsculas solas o con subíndice numérico. El sis 

tema Kauffmann-White incluye ahora más ele 2,a~o tipos de 

Salmonella (38). 

Debe puntualizarse que pueden existir diferencias en la 

propiedad de fermentar uno o más carholüdra tos entre ce-

pas que son idénticas anti~énicamente. Se designan como 

variedades fermentativas. El esquema de clasificación b~ 

sado en el análisis antigénico es complejo, pero permite 

el estudio· epidemioló~ico de 2ªJmonella. 

Respuesta inmune-lógica a Salmonella trphi. 

Hornick y colaboradores (41) en experimentos con volunt!!, 

rios hW!lanos observaron que, al parecer, los anticuerJ?os 

formados durante el curso de la enfermedad no presentan 

características protectoras, ya qt.1e no se encontraba co

rrelación entre el nivel de anticuerpos y la resistencia 

a la fiebre tifoidea. 

En una investigación 2n n1..n:ianos sobre. el tipo de anti

cuerpos que forman~ se observó que e:n individuos sanos, 

los anticuerpos anti-O son del tipo de IgM principalmen-

te (16,. 21"' 50). 
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En pacientes con tifoidea se produjeron, además ~e los 

anteriores, anticuerpos IgG en cantidades considerables 

a partir de la primera senana del inicio de los sín~o

mas y también pequeñas cantidades de IgA (50). 

El estírmlo antigénico en la vacunaci©n es insuficien

te para inducir la formación de anticuer!1os anti-O de 

otr-0 tipo diferente al IgM, pero la se?ticenia prolon~n

da que se presenta en la fiebre tifoidea estimula la sí~ 

tesis de diferentes t·i.pos de anticuerpos. En la etapa de 

recuperación disminuye el nivel de anticuerpos anti-O y 

anti-Vi de la clase IgM y los anticuerpos IgG desapare

cen completamente (16). 

Crznar reportó que los niveles de anticuerpos IgM fueron 

2.2 y 2.8 veces más altos en sueros de pacientes y de per 

sonas con antece~entes de fiebre tifoidea, respectivame~ 

te, comparados con sueros de portadores (21)~ 

Tambi~n es de interés anotar que entre las inmunoglobuli

nas que se presentan en pacientes y portadores se encue~ 

tran anticuerpos incompletos. En portadores los anticue!. 

pos incon.plei:os a11ti-O en su mayoría son IgA frecuente

mente y en cantidades significativas (16). 

En pacientes con tifoidea, la res~uesta in~une celular 
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es m!ls importante que ia inmunidad humoral en el período 

de recuperación de la enfermedad (57). 

En los portadores parece existir un grado de inmunidad 

parcial suficiente para evitar el desarrollo de la enfer 

medad pero no para la total eliminación de S. tfi>ÍÜ y .:.JU~ 

de aislarse el bacilo de la sangre del hospedador sin que 

aparezcan síntomas de fiebre tifoidea en ningún momento 

(80). 

5) Diagnóstico de fiebre tifoidea. 

La reacción Widal modificada para la prueba en placa, es 

un nétodo a~pliamente usado en nuestro medio para el 

diagnóstico de la fiebre tifoidea .. Con el desarrollo de 

procedimientos adecuados para el aislamiento de Salmone-

1.!!, los métodos de diagnóstico basados en la detección 

de aglutininas han perdido la importancia que se les dió 

hace tiempo (69). La reacción de aglutinación debe consi 

derarse como una prueba de valor presuntivo en virtud de 

las variables que pueden influir en el resultado: el es

tado de la enfermedad, la presencia de aglutininas en la 

poblaci6n normal, el efecto de la vacunación ::>revia y la 

administración de antibióticos (84). 

La preparación de l.os antí.'.!enos H y O para esta reacción 
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debe hacerse a partir de colonias lisas para obtener bue 

nos resultados; ya •1ue en ocasiones se dificulta por la 

variación S/R que experimenta Salmonella. No se han esta 

blecido métodos ace¡fl!tados rmndialmente para la estandari 

zaci6n de la prueba, ?Or lo que los títulos de sueros 

probadas por diferentes laboratoTios pueden tener discre 

pancias hasta del 70% al usar antígenos H u O preparados 

por cada uno de ellos (.3.2). 

Considera.ndo todo lo anterior~ no ¿uede establecerse un 

título por encima del cual la reacción puede considerar

se positiva en todos los casos, pero siempre es posible 

efectuar pruebas serológicas y obtener resultados conclu 

yentes si se hace una prueba al inicio de la enfermedad 

y otra a la semana; si se observa un aumento significat.!., 

vo, ~or ejemplo, de 1:40 hasta 1:120 en el título de an

ticuerpos, se tiene la certeza de que la infección es ac 

tual. Sin embargo, (69) se ha reportado que el diagn6st.!., 

ca definitivo debe hacers~ sobre la base del aislamiento 

del agente causal. 

Neter y colaboradores encontraron que para la titulaci6n 

de aglutininas pueden emplearse eritrocitos sensibiliza

dos con polisac1ridos bacterianos, la sensibilización 
' 

puede efectuarse simplenente mezclando los antígenos con 

los eritrocitos (62). El antígeno soluble crudo o el li

popolisacárido purificadc previamente tratado con ~aOH, 
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se adsorben mejor a lGs glóbulos rojos (65). 

La hemaglutinación bacteriana indirecta con productos de 

rivados de bacterias· es un.método nás serrsible que la 
~ . 

aglutinac~ón directa. Con ella se ha estudiado la res

puesta hunorai de personas c-0n infecciones entéricas por 

Salmonella,, Shigella y Escherichia coli. así corm en in

fecciones cr5nicas o agudas del tracto urinario (34,, 61, 

62, 63~ 64) ~ 

La utilidad de la hemaglutinación indirecta ha sió.o üe

nostrada por Cáceres y Mata quienes estandarizaron una 

técnica para Shigella dysenteriae tipo I que posee alta 

especificidad y buena reproducibilidad (14). Por ello se 

planteó en este trabajo la posibilidad de investigar con 

el mismo procedimiento, el sensibilizar eritrocitos con 

antígenos Vi de Salmonella typhi y en los casos positi-

vos, averiguar si existe correlación con la reacción de 

Wida1$ 

Para el diagnóstico de la fiebre tifoidea se considera 

apropiado ef ectaar las reacciones de hemaglutinación con 

antt~eno Vi y O. La reacción le hemaglutinación Vi en e~ 

nexión con la reacción de Widal puede ser apropiada. como 

prueba orientativa para la detección c!e portadores cróni 

cos de tifoidea. 
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La reacción de hemaglutin:icii5n con el antí~eno Vi puede 

ser aplicada para detectar particularmente portadores en 

los cuales las bacterias no se están excretando por he

ces y orina. Esta reacción puede ser también de ayuda: 

en la diferenciación entre portadores crfüücos y transi 

torios. 
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CAPITULO II 

ANTIGENO Vi 

1: Relación de anticuerpos anti-Vi y el estado de portador. 

La demostraci6n de anticuerpos anti-Vi de S.typhi pueden 

ser un método útil para establecer el estado de portador 

crónico, ya que se han encontrado niveles séricos signi

ficativos de anticuerpos anti-Vi en aproximadamente el 

90\ de los portadores cronicos de fiebre tifoidea (58, 

71). 

Félix observó en 1935 (26, 27, 53) la aparición de anti

cuerpos anti-Vi en el suero de portadores de S.tyt>hi por 

printera vez y este mismo investigador y colaboradores,. 

durante el mismo afio (27~ 71) propusieron utilizar la 

prueba de hemaglutinaci6n con el antígeno Vi en la detec 

ción de los mencionados portadores. 

Desde entonces, esta prueba ha sido estudiada por muchos 

investigadores dando como resulta.do un cú.-::ulo de liter::it~ 

Ta, que ~ué revisada por Klein (1943) (71), Sokolov (1945), 

Middlebrook y Dubas (1948) (6), Felix (1951) (71),. Spaun 

(1951 y 1952) (71), Landy y Lamb (1953) (6), Landy (1954) 

(6), Spaun (1957) (71), y Kraskina y Cols (1965) (6). 

t~o obstante que en general se aceptó el 't'3lor <le la prue-
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ba de hemaglutinación para la detección <le anticuerpos, 

frecuentemente ha sido modificada por diferentes invest!_ 

gadores y la técnica no ha sido completamente estandari

zada (16) ~ 

Los resultados obtenidos por diferentes investigadores 

en las pruebas de hemaglutinacifm indirecta, difieren mu 

cho los porcentajes de portadores detectados y el núr•ero 

de reacciones positivas obtenidas en sueros de personas 

aparentemente normales (71). 

2) Localización y características del antíf!eno ,Vi. 

Este antígeno está presente en S<_!lmonella typhi~ Salmone 

lla enteritidis (serotipo paratyphi C y dublin) y en al

gtmas cepas de Ci trobacter (entre ellas Salmonella balle 

rup y un bacilo designado sucesh~amente Salmonella coli, 

Escherichia coli 5396/38, .Escherichia freundii 5396/38 y 

Citrobacter freundii 5396/38). Es importante hacer notar 

que no se han encontrado diferencias inmunológicas entre 

los antígenos Vi presentes en diferentes especies (24,. 

44, 45., 85). 

Felix y Pitt (29) lo reportaron cono un antígeno somáti

co es:iec ial perteneciente al grupo K ( 49). Generalmente 

el antígeno Vi se inactiva parcial o totalmente por ebu-



- 24 -

llición durante 2 h y aún a veces por exposición a G:.r'c 

durante 1 h, por tratamiento con HCl 1 mol/litro durante 

20 ha 37°C,ocon NaOH O.OS mol/litro durante 4 h. a temp~ 

ratura ambiente. Resiste la formalina hasta una caneen-

tración del 0.2% y el alcóhol etílico, a concentración 

final de o.si, lo desnaturaliza siendo este efecto rever 

sible (85). 

Ashida en 1949 (4) aisló tle Salmonella typhi Ty2 antí~e

no \'i libre del anti~cno O. Grabar y Corvazier obtuvie

ron antígeno Vi de Salmonella trp.lü Vi! (33). Anterior

mente Henderson y Morgan utilizando cepas rugosas de ~ 

typhi que contenían poco o nada de antígeno O, aislaron 

antígeno Vi libre de antígeno O pero llegaron a la conclB_ 

si6n <le que el antígeno Vi había sufrido modificaciones 

du~ante su purificación (34). 

>) Estructura del Antígeno Vi. 

Los estudios químicos del antígena Vi aislado, demostra

ron que es un polisacárido á;:ido totalnente polimeriz.ado 

(5, 17, 23, 45~ 55, 81, 83) constituido por unidades re-

petitivas de ácido N-acetil-D-~alactosaninur6nico 

31, 55, 81). En 1958, Clark, Mc:Lauglin y Webster (17) 

hidroli za ron el antígeno ut i U :!nodo ne] v f;,,so4 concentra .. -
dos y el producto de hidr,Sl is is fué c:-n· h.' ter ~z:tdo pcr :má 
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lisis en cromatografía ~n papel y espectrografía iufrarro

ja y por comparación con un ácido D-~lucosaminurónico sint§. 

ttco como un ácido aminohexaurónico. Tambien se ha re~or-

tado que la mol2cúla del antígeno Vi crudo contiene 0-acc 

tilo (5,23,43). Hay concordancia en la comparaci6n entre 

los niveles analíticos teóricos que lo presentan como un -

polímero y los datos reportados por Wehster (83). Se ha -

descrito qué las unidades <le ácido gaJ.actosaminurónico se 
. . 

encuentran lig~das por unioneso<.(l_...4~ (37), que su peso -

molecular promedio es bajo y que el contenido de O-acetilo 

se reduce o elimina cuando se utiliza 51cali dilufdo (82) 

duran.te su purificación. 

Se ha demostrado que el tratamiento con el fago II Vi dis

minuye los grupos O-acetilo del polisacárido Vi sin despo

limerizar (75, 76) .. ~o se han reportado otros residuos 

químicos además de los grupos o-acetilo y N-acetilo (5, 81). 

El estudio del efecto del peso molecular y el conLenido de 

o-acetilo en la actividad-hiológic~ del antígeno Vi se ha 

dificultado debido a que no pueden alterarse ambas propie

dades independientemente (23~ 52, 5~}. 

Kiessling ha demostrado que las cair].enas paralelas del pol!_ 

sacárido están unidas por enlaces éster (23, 42) aunque no 

se ha establecido la estructura sect1m.daria del antif!eno Vi. 

El tratamiento con ici<lo diluido a 5t:ali puede causar de! 

polimerizaci6n por hidr6I~sis s lo ll~rgo de tales uniones 

(23). 
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Como sucede con el DNA, ~>robab~emente en el antí~eno Vi 

se obtiene un decremento en el peso oolecular por rompi

miento transversal. El tratamiento sónico del ant:ígeno. 

produce una clase diferente del producto despolimerizado 

por hidrólisis qui.mica (23); sin embargo, Jarvis y cols. 

(42) reportaron que el antígeno obtenido por ellos era -

químicamente similar al original. 

Landy y cols. (17, 36) sugieren que la viscosidad de los 

preparados del antígeno Vi es un indicador sensible de -

su actividad biológica. Parece que es necesario que exi~ 

:ta un alto grado de polimerización de la molécula del an 

tígeno, para una buena inmunogenicidad y para dar protef_ 

~ión al ratón frente a Salrnonella typhi. 'iilner y .Jarvis, 

"" ([:59) purificaron el antígeno Vi electroforéticamente >' lo 

?robaron mediante el mEtodo de titulaci6n de hama;lutina

ción indir.ecta descrito por Jarvis (4.4), demostrando que 

no hubo cambios en los títulos del antígeno, aún cuando -

no llegó a producir un decremento de 40 vec~s el peso mo-

1,ecular promedio. Jarvis reportó que el peso molecular -

del antígeno intacto es de L7Xl06 (42). 

El calentamiento no destruye al antíg:eno, sino que facili 

~a su disoluci6n (49), este calentamiento hace que se --

pierd;¡ inmunogenicidad, así como la capacidad de formar -

:aglutinados; sin embarr,o, todavía se forman complejos an

tígeno-anticuen>0 (85). Los determinantes antigénicos son 



- 27 -

estables al calor {85), oero para que se tenga buena an

tige~icidad se requierP que la mol6cula esté MUF polime

rizada (23). El mismo Jarvis, analizando los resultados 

obtenidos por medio de la hidrólisis alcalina y el trata 

miento sónico 1Jara degradar el antígelJ!~ ,tostula que es -

una macromol&cula cuyas csdcnas están unidas por enlaces 

~ster (42, 49). 

Varios investigadores (9, 18, 20~ 49, 78) han reportado 

que los concentrados crudos de antígen:!' Vi contienen del 

2 al St de nitrógeno, 2i de fósforo y del 2-10~ de ceni

zas. No se han encontrado azúcares r..:~Juct:ores antes de 

someterlo a la hidrólisis ácida, :_Jcro sí .iespués óe ella. 

Existen ciertas contradicciones sobre las pruebas cuali

tativas de proteínas y aminoácidos. Se han reportado r~ 

siduos lipídicos asociados con el antl)ena (18, 20, 78). 

El análisis electroforétieo (19) revelé ;u¡n movimiento rá 

pido del antígeno con componentes cargados negativamente. 

Existen también reportes 3cerca de la ausencia de ikidos 

ur6nicos (20> 49), a pesar de la presencia de un icido -

fuerte (82). 



- 28 -

4) Purificación del antígeno Vi. 

Los primeros intentos de extracción de este polisacárido 

fueren totalmente empíricos.. Algunos investigadores han 

reportado sus intentos para p"Urif icar el antír;eno Vi y -

han descrito las propiedades químicas y biológicas de los 

productos. Entre ellos Topley y cols. en 1937; Gombie~ 

co y cols., 1937; Jt!enderson y Margan, 1938; Boivin y Mes 

robeanu, 1938; Ogonuki, 1940; Grabar y Corvazier, 1951;. 

Webster ... Landy y Freeman, 19SZ;- Kosinski y cols., 1954;, 

De Barbieri y cols.,, 1956; Baker y. cols., 1959; etc. {45). 

Los reportes varían en los datos proporcionados acerca -

de la cantidad y calidad del ant~geno obtenido, particu

larmente respecto a la química del antÍ!!eno. En general, 

estas discrepancias pueden ser atribuídas a diferencias 

en el grado de pureza del producto, pero también a alte

raciones químicas del antígeno durante su purificación. 

Ashiñ~ ideó un método de hidrólisis (4) con hidróxido de 

sodio que dió inicialmente bueni\'.lis resultados (82) y m5s -

tarde reportó alteraciones en las propiedades del antí:&e 

no. Webster~ Landy y Freeman (82) describieron un método 

(que es el utilizado para la pilrificació::: del antígeno Vi 

en este trabajo de tesis) que 11.es penniti.S obtener un an

tígeno altamente purificado de S.t.yphi, E.c:oli y P.baU.e

rup. En este método se emplesim los extractos acuosos de 

bacilos desarrollados en medie de tripticasa soya agar en 

presencia de cow:ent.raciones elevadas dQ ~~:;Cl. Estos e~-



- 29 -

tractos se someten al fraccionamiento con etanol y después 

a l~ hidrtlisis con ficido ac6tico 1 nol/Iitro calentando a 

lOOºC durante 24 h (así se eliminan los restos de antír~~ 

no O y se obtiene un antígeno Vi nuy puro). A pesar de -

este trat:el'.':'iento en condiciones severas, t:'l antígeno con

serva buena actividad antigénica ~ inmunogénica (51, 55 1 

56). 

'Barbieri Jr cols., en 1965. reportaron que tñmbién utiliza

ron la hidrólisis ácida descrita por Webster, Landy y Frc~ 

man (82). Baker y co11aboradores {5) tuvieron éxito al pu

rificar el antígeno por precipitación con acetona e indica 

ron que el tratamiento con ácido acético y calor probable

mente degrs.daba la tmlécula y que la Ilidrólisis alcalina -

eliminaba el O-acetilo pero no el N-acetilo. Sin embargo~ 

Landy y cols. reportaron que el t:ratamiento alcalino elim!_ 

m~ba una f!]"an cantida:d de N-aczt:1c {52). No hay reportes 

de que la clase de degradación causada por la hidrólisis 

'leida o alcalina del antígeno Vi pueda realizarse sin des!!_ 

cetilaci6n. Por otra parte, si se reduce el peso molecular 

por vibración sónica y se elimina O-acetilo sin que se de

trade a la colecula, se facilita la relación de estructura 

química coim actividad biolé;..ica (1.S. 76). 

Se sabe que la composicióa del ant:i!:eno Vi es a base de -

unidades de '.ácido gala~tosaminurónico :·:-acetilado y 0-ac~ 

tilado y que su estructura no parece un polielectrolito -
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lineal. To!lo modelo estructural del antígeno ·fo be expli

car la clase de degradación que ocurre tanto en el medio 
. 

ácido como en el alcalino (42). La hidrólisis produce pér 

dida de O-acetilo, además ~e una considerable reducción 

del peso molecular. Cuando se centrifugan preparados del 

antígeno Vi parcialmente hidrolizado (por tratamiento con 

ácido acético 1 mol/litro y calentamiento por 24 h, o 

bien tratado con NaOH 0.1 Jllol/litro por 15 min a tempe-

ratura ambiente) se identifican dos compuestos de peso m~ 

lecular diferente; uno es el que perdió O-acetilo y ~iene -

alto peso molecular y otro de peso molecular menor. 

La falta de una cantidad apreciable de compuestos inte:rm~ 

dios durante la hidrólisis, parece indicar que el antíge

no original tiene una estructura.estable de subunidades 

organizadas o por lo menos que la alteración ocurre de 

una forma ordenada y no en una forma casual. El tratamie~ 

to sónico del antígeno ori~inal (56), produce una clase 

de rompimiento transversal casual de una molécula asimé

trica. 

Cualquier tratamiento que elimine O-acetilo también causa 

reducci6n del peso molecular~ La hidrólisis es lenta cuan 
. 

do se emplea ~cic'!o acético 1 mol/litro y calentamiento; 

en tanto 1ue es rápida con NaOH 0.1 mol/litro a temperat~ 

ra :;unbiente (54). 
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Las obsen·aciones reportadas por iieyns y Kiessling (36) 

est:in cie acuerdo con el tipo de estructura sugerida ante 

riormente. 

Se han empleado también otros méto\.Ios ;"ara la purifica

ci6n del anti~eno. Jarvis y cols. (45) utilizaron un m6-
• 

todo electroforético. "l-Jong y cols. (86) aislaron el anti 

ieno Jor precipitaci6n con acetona y reportaron una ma-

yor inmunogenir:idad adem~s de uu::i menor toxicidad. 

En resumen, las alteraciones químicas causadas al antír~ 

no Vi durante su aislamiento y la pureza obtenida, son 

<los características que influyen decisivamente en sus 

propiedades químicas y bio16g~cas ya que la hidr6lisis, 

'.,llc:ilina o ácida 7 provoca pérdida de los grupos acetilo 

y la disminución del peso molecular (42, 45) y, por lo 

tanto, la reGl':cción de la inmunogenicidad y la p<SrcHda 

de la actividad de receptor para el fago VIII (42, 75). 

Ent:re las propiedades del antígeno Vi purificado, se ob

servó que cuando se adsorbe en eritrocitos humanos tipo 

O, es aglutinado especí~icamente por los anticuerpos an-

ti-Vi. 

El antí~eno Vi aislado, cuando tiene alta potencia y es

tabilidad, oErece ventajas para detectar y cuantificar 

los anticuerpos anti-Vi de una manera práctica (4). 
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5) Respuesta inmunoló!Tica frente al antír,eno Vi. 

La respuesta humoral a la inmunización coi! el antíg:mo 

Vi purificado en personas normales y la que aparece du

rante el curso de la enfermedad es similar en cuanto a 

la clase de anticuerpos producidos; en el 9o. ciía des

pués de la inmunización a¿arecen anticuerpos clase Ig.M, 

IgA e IgG. Los niveles y el porcentaje relativo no se al 

teran después de repetir la inmunizaciSn (ló). 

Bhatnagar (8) pudo demostrar por medio de pruebas de 

aglutinación, anticuerpos anti-Vi en pacientes solo il:JSta 

3 ó 4 seoanas después del inicio del cuadro clínico. 

Besednova y cols. (6) hicieron estudios en personas que 

habían sufrido una infección severa y deterninaron por 

medio de pruebas de hemaglutinación, que los títulos más 

~ltos de anticuerpos anti-Vi estaban presentes entre el 

So. y 7o. mes despu6s del inicio de la misma. El porcent~ 

je de resultados positivos en esta prueba entre personas 

que han padecido la enfermedad, va desde 46~ entre aque

llos que habían :la.decido la e11fernedad de 6 a 12 meses 

antes, :1asta un· 2'1 cuando habi:rn en ferP<ido 4 af..os antes 

(6) y si se mantenían los títulos de antjcuerpos anti-Vi 

altos, gener:ilmente se trataba de portadores (51,M). 

Existe cierta analogf~ entre el ant!gcno Vi y los polisa

cúridos .capsulares del neumococo. Ambos son pol iricros vis 
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cosos altamente polimerizados que cuando se purifican 

muestran buena inmunogenicidad para el hombre y para el 

ratón ~rote~iéndolos contra las cepas virulentas corres

pondientes. La inmunización con una sola dosis en el hu

mano estimula la producción de anticuerpos cuyos títulos 

se mantienen por largos períoC:os, m:is D.e 2 años, y no se 

observa respuesta secundaria con una dosis de refuerzo 

(51 ~ :>7). 

En el caso de portadores no disminuye el título de anti

cuerpos anti-Vi, sino que contin63n sintetiz~ndose por 

muchos años. Estos anticuerpos pertenecen a la clase IgG 

en su mayorí:i y una nenor proporción a la clase lgA, no 

encontrándose IgM. La ausencia "de estos úl tinos ca :._)Ort~ 

dores, constituyó una diferencia notable con respecto a 

los pacientes e individuos vacunados que incluyeron en 

su estudio Chernokhvostova y cols. (16) quienes demostra 

ron en ellos las tres clases de anticuerpos: ígM, IgA e 

IgG. 

Frecuentemente los niveles de anticuerpos no se encuen~ 

tr_.n elevados y algunos portadores analizados aparente

mente son sensibles a las endotoxinas. Así, los microor

ganis?l'.crs vil'tllentos son eliminados del huéspeci .-'robable

mente por mecanismos inmuno16~icos humorales o celulares 

locales. Un estudio más profundo de este ejemplo notable 

de persistencia microbiana y de los anticuerpos y Iinfo· 
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citos sensibilizados, puede llevar a tomar mejores medi

üas de control contra las infecciones entéFicas. 

Chernokhvostova y cols. ~~n reportado que los portadores 

de Salmonella presentan deficiencia de Ig}~ y que con la 

admi:nistración del antígeno Vi no forman estos anticuer

pos. Ellos sugieren que los portadores podrían seleccio

narse por esta deficiencia en IgM (16). 

Existen muchos reportes de la depresión szlectiva de la 

síntesis tle IgM en portadores (Ivanyi & Cerny, l:'.55; 

Ivany'i Valentova & Cerny, 1966; Cerny & Ivanyi, 1966,, 

1961; Sterzlt 1966; Jilek -& Steril, 1967). ~llos suponen 

que esta deficiencia es debida al agotamiento de las cé-

1 ulas productoras de IgM por una hiperinmunizació.1 <lura!!_ 

te la formación del estado portador;· sin eT~·.irgo, t1.1::

biEn sefialan en la discusi6n ~e su reporte que el deterio 

ro de la síntesis ce IgM posiblemente sea una rnanifesta

ción <le un tlefocto congsnito C:el sistema Ig".'-~ y, !>or ésto, 

sí se puede considerar este defecto como una causa del 

estado del portador pero no como un resultado (16). 

Los polisacáridos bacterianos generalmente induce~ una 

síntes~s activa y profongada de anticuerpos IgM, el ~ntí

geno O es uno de los que inducen s61o producción ~e IgM 

(30), ;:er.J- en los portadores estudiados por ChernokhvostQ. 

va, qJen's de que no se encontraron IgM anti·Q y anti-Vi, 
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la innunizacitk con antígeno Vi incrementtf sólo el nh·el 

de IgG. Como los anticuerpos Ig:M son más ;;::ectivos que 

los IgG para provocar reacciones citolític~s por su na

yor facilidad para activar complemento, su presencia en 

pequeñas cantidades podrtl in~luir en la b3ja actividad 

bactericida especiEi~R observada en sueros de portadores 

(16).En estas pe~sonas los anticuerpos anti-Vi de la cla 

se IgG tienen mayor afinidad, características que tan-

b ién se ;.nesenl:an durante el períoclo agudo de la enferne 

dad. 

Por otra parte,, cuando el suero de portado·res se absorbe 

con antígeno Vi hay disminución de anticuerpos en IgA 

( 48} .• La disminm::i6n de IgA por absorción con el antL·e

no Vi es 2.5 veces nas alta en portadores que en no por

tadores con antecedentes de tifoidea (21). 

Por lo que toca a. la influencia de la vacuna antitifoí..:.! 

ca en el título de anticuerpos anti-V!:f algunos autores 

reportan que la vacunación no modifica los ni~eles de es 

tos anticuerpos (11, 68, 70). 

Eliot, utilizando la t6cnicn de he~3glutinaci5n indirec

ta, no '3btuvo result:;.dos positivos en las personas inrnu~ 

nizadas (25); Saint Martin y Desranleau (7®] encontra

ron 1.S~; Landy y tanb (53) un 1.l~ y Staac~ y Spaun 

(73) encontraron un 3.J~ de positivos en este tipo de P2 
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blaci6n. Jae y cols. (47) reportaron un 41.71 de tí~ulos 

positivos eirn. adultos vacunados semestralmente . 

. . 
Con la técnica de hemaglutinación, Landy (51) y Levin y 

cols. (57) demostraron que en respuesta a la vacunaci5n 

hay producción de anticuerpos. Gaines y cols. mcontra:ron 

títulos más al1:os de anticuerpos anti-Vi incompleto5,, 

que ~nticuer~'llos anti-Vi co;-_pletos en la mayorfo ~r- las 

:personas vacunadas y que la nisma situación se presenta 

en los portadores (31}. 

tos anticuerpos anti-O producidos en respuesta a la 1rac~ 

nación son Ig!·l a::in <lespués de inmunizaciones repetidas,. 

en cat'!ldo, los a:i.ticuerpos anti-Vi son IgA, IgG e Ig~f. 

(16) .,. 

6) Métodos para cuantificar los anticuerpos anti-Vi. 

P::i:ra conocer los anticuerpos anti~\"'i hay que tomar en 

consideració!l la interf crencia causada por el antí1eno O 

(68). Bhatnagar (8) recomendé para ésto utiliz3.r en las 

pruebas de aglutinación~ las cepas aisladas por Kauffrn.ann 

deficientes en antígeno O y H,. ~lero ricas en an.tíg:mo Vi .. 

Desde 1938 se us6 la cepa Vi 1 o Bhatnagar, JCro tení1 !a 

d~svcnt,'.lja de ser 'lP.lgosa por lo que era di fíe il lograr 
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una buena reproducibilidad en los resultados (53,71); 

sin embargo, un'l década después aún se usaba • .Para titu

lar los sueros problema debía probarse paralelamente un 

suero preparado por Felix (21) como estandard. El título 

del suero era la dilución que daba una aglutinación 

ir.ual a la observada en el estandard (68). Un título de 

1:5 o nayor era considerado significativo. 

Desranleau (1943) y Saint Martin y Desranleau (72), pr~

pararon un antígeno ~licerolado de la cepa Vi I y lo em

plearon para la técnica en ~laca. 

Los inconvenientes de trabajar con una cepa rugosa hici~ 

ron que se probaran otras técnicas tratando de sensibili 

zar eritrocitos con preparaciones del·antíge110 VL 

Spaun (72) y Staack y Spaun (73) desarrollaron una tecni 

ca de hemaglutin~ción indirecta empleando un extracto 

acuoso de la cepa Bhatnagar para sensibilizar eritroci

tos humanos tipo O. Landy y Lamb (53) sensibilizaron eri 

trócitos humanos tipo O con antígeno Vi de Escherichia 

coli 5396/38 purificado por el método de Webster y cols. 

(82). 

Schubert y cols (71) modificaron el méto~o de Landy y 

Larnb en t:res aspectos: utilizaron glóbulos rojos de car

nero en lugar de glóbulos rojos humanos tipo O y un ex-

• 
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tracto crudo de Salnonella ballerun ,t):ua su sensibiliza

ci6n, rlebido a que los glóbulos rojos de cárnero son m~s 

accesibles a la mayoría de los laboratorios de salud pú

blica; se utiliz6 un control de células no sensibiliza

das en cada prueba y los sueros se absorbieron con glóbg_ 

los rojos no sensibilizados. 

Anderson (2) opin6 que la técnica no era a.iiecuada, y::i 

que encontró un zoi de títulos positivos entre indivi

duos no portadores y los atribuyó a la presencia de anti 

cu~rpos frente a un componente del extracto que era dife 

rente del antír;eno Vi. 

Besednova y cols. (6) utilizaron antígenos Vi obtenidos 

de dos diferentes maneras: calentando un crecimiento bac 

teriano suspendido·en solución saliná durante 1 ha 

120°C o bien, tratando la suspen~ión e:on NaOH. Hicieron 

una comparación entre la prueba de hemaglutinació~ indi

recta y la de fijación de complemento y concluyeren que 

ambos métodos son auxiliares valiosos en el diagnóstico 

de fiebre tifoidea y en la detección de L>ortadores. Indi 

c!lron además> que las ventajas de estas pruebas son una 

alta sensibilidad, ~ran especificidad, sencillez en el 

procedimiento y rapidez en la obtem:i6u de res~l tados. 

fChau y Chang (IS}, consiJ.~rando que los gl6bulos rojos 

sensibilizados por las técnicas anteriores son muy ine~ 
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tables, J?J:o;u.sieron adsorber a eritrocitos estabilizados 

con glutaraldehítlo el antí~eno Vi purificado por precipi 

taci5n (87) • .Estos mismos autores desarrollaron una téc

nica en l.:t c1ul em¡Jlea.ron como antígeno bacterias fija

das con acetona y los anticuerpos anti-Vi eran titulados 

por la técnica de inmunofluorescencia. 

7) Localizacipn de portadores por titulación de anticuerpos 

anti-Vi. 

La técni~a más 3m~liaaento usada ha sido la de aglutina

ci6n reportada por Felix y Pitt (29) en 1938. Desde en

tonces se han hecho una gran cantidad de publicaciones, 

sin embargo, l~s resulta.:i.as reportados por dos diferen

tes investigadores difieren grandemente en el porcentaje 

de reacciones positivas encontradas entre portadores y 

población apare:nt:enente normal. Se han hecho muchas mod,! 

ficaciones a la técnica original pero no se ha logradó) 

estandarizar el procedimiento. 

En 1960; :aokkenheuser (11) seleccionó los casos en que 

la prueba se ha llevado al cabo en grupos bien definidos; 

los portadores hab~an sido confirm<idos por ex!ben '::!acte

riol6gico y en los controles se hab!a u2mostrado. la au

sencia de Salm~nella typhi. Los resultados pueden verse 

en la tabla l. En la tabla 2 se anotan las condiciones 
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de los experimentos. Se reportó que el"lZ.4% de los por

tadores dieron resultados negativos en J,a dilución 1:5; 

aceptando la dilución 1:10 como el título significativo 

más bajo (adoptado por algunos autores) no se registró 

al 23.6\de portadores. 

En la tabla 4 se pueden observar los resultados obteni

dos en-población normal. Bakkenheuser reportó ~e de los 

1,589 sueros analizados, 11.4% dieron resultados l'ositi

vos y que la cantidad de reacciones falsas positivas di~ 

iünuyo al aumentar el título considerado significativo. 

Opin6 el mj.~mo autor que la prueba no puede usarse para 

detectar portadores en población general, pero que puede 

aplicarse cuando se quiere localizar un portador .en un 

grupo determinado, haciendo la confirmaci6n por ex~men 

bacteriolá.gico. 
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* TABLA L Anticuerpos anti-Vi en portadores. 

Aglutinaci6n en tubo 
IAglut. 

Hemá'glut. an 
placa 

Autor I II III IV V VI VII VIII IX 
Año 1938 43 45 50 51 .sz 51 53 53 

Total de sueros 56 41 4 71 63 24 26 SS 20 

Sueros neg. en la o 4 2 11 7 8 o 7 2 clil. mas baja 

'Iítulos cé sueros 
positivos: 
1:2 - - - - - - 4 - -
1:5 18 z o 9 o o }s 4 2 
1:10 18 12 o 12 4 2 12 2 
1:20 11 13 o 19 18 5 I"' 16 4 ~ 

1:40 4 6 6 11 23 5 1117 9 5 
1:80 3 3 1 9 9 3 3 4 
1:16!) 1 1 1 1 1 o !t" 5 1 
1:320 1 1 1 z 

I.Felix II.Xlein III.Lewin, Bershon y Hogg IV.Ruhnke. 
V. Rische y Rohne VI. Ortel VII. Saint Martin y Desranleau 
VIII. Staack y Spaun IX. i.andy y Lamb. ~ 

No se hizo. 

•Bokkenheuser, V. 1960. South African M.J. 34:601. 
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TABLA 2. Caracterís'ticas de los experimentos registrados en la Tabla l. 

Autor 

Felix 

Klein 

Lew:in 

RUhnke 

Rische 

Ortel 

~aint 
Martin 

Staack 

Landy 

Periodo de Periodo de 
·Cepa usada i..tlCl.Daci6n insnbación 

a 37°C fh) a 't€i!ID. 'lr.b. 

Watson 2 24 h. 

Bhatnagar ?"! 
-~ -

Bhatnagar 2 -
Cepa 965 Rauss 3 - 4 18 h. 

Cepa 58907 
(Inst Robert 3 -
Koch) 

Cepa 965 Rauss z -

Bhatnagar - 30 min. 

Bhatnagar 1 -

Escherichia coli 
2: -5396/38 

El mismo autor combina los resultados en la 
siguiente fonaa: (11) 

TABLA 3. TítulQs anti-Vi entre 259 portadores 

Diluci6n áel suero ~;W.ero ' 
1:5 29 11.2 
1:10 48 18.5 
1:20 66 25.5 
1:40 49 18.9 
1:80 Z8 10.S 
1:160 4 l.S 
1:320 3 1.2 
Negativos 32 12.4 

Suero 
Control 
es tan dar 

+ 

-
+ 

-

-

-

-
-

+ 
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TABLA 4. *Anticuerpos anti-Vi en no portadore:; 

Aglutinac, 
Aglutinación del tubo en 

placa 

.rntor I -
i\ño 1940 

':"o tal de Sueros 200 

Sueros neg. en la 107 dil. más baja 
Títulos de sueros 
positivos: 
l .. ? ·- -
1:5 55 

1:10 - 37 

1:20 1 

1:40 

I. Morgan II. Lewin 
VI.. Staack. 

II III IV V 
45 51 52 51 

103 204 1082 9192 

87 167 1047 9082 

- - - 59 

}zz 8. 15 14 

2 5 4 

6 2 s 
} 29 

5 2 

III. Rische IV. Ortel 

~emaglutinac .· 

VI 
53 

243 

225 

-
.... 

.. 18 

~ 

V. Saint Martin 

* Bokkenheuser,. V. 1960. South African M.J. 34:601. 

Co!tbinando los resultados se obtiene la tabla 5 (11)! 

1 

TABLA 5_ Títulos anti-Vi de 1589 individuos apa
rentemente ·sanos. 

Diluci6n del suero. 

1:5 

i:1n 

1:20 

1:40 
Negativo 

Número 

921 68 

14 . 

1J 
1408 

i 

s.~1 
1$1 

4.3 

0.9 11. 4 

0.4 J . 
88.6 
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El Public HealthLaboratory Servi~e {PñLS) reportó en 1961 

(68) que un 71 .. St de portado-res y un 1.17% "de no portad.Q_ 

res> dieron resultados positivos empleando la técnica de 

hemaglutinación indirecta. 

Bokkenheuser determinó 14,6% de casos positivos entre P.Q. 

blación supuestamente normal de Sud:ifrü:~ pero no logró 

aislar 'S. tvo:li en la mayoría de ellos (10) • 

Títulos de anticuerpos anti-\'"i. 

Por medio de la reacció~ de hemaglu~inación indirect~~ 
. 

los títulos máximos de anticuerpos anti-Vi se encuentran 

entre el So. y 7o. mes del inicio de la enfarmedad. Besed 

nova (6) reportó que .en el suero de 294 sujetos que ha

bían padecido 1~ enfermedad, se· :1abían presentado anti

cuernos anti-Vi en un título~e 1:4-0 o m.:!s en los si-• 
~uientes casos: en sujetos que habían padecido la enfeT

medad por lo menos 6 meses antes. en. un 4611 de los ca

sos; en aquellos que habfa';l estado enfermos de 6 meses a. 

un año antes, en el 20\ de los casos; en sujetos que ha

!:>ian estado enfermos de l a Z años a.ntes, en el 5% de los 

casos y en aquellos que había:1 estado enfermos miis qe 2 

afios antes,, eti el zi. de los casos. En el 89\ de los port!_ 

dores, los anticuerpos anti-Vi estaban presentes en t.ít:u:

los significativos de 1;80 a 1:160 en el 6\ de los casos .. 

e.a reacción de hemaglutinaci6n indire.cta fué neg~tiva en 

5 portadores de fiebre tifoidea. 
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Schubert y cols. (71) reportaron que,, cor.aparando sus re-

sultados con los ele otros autores, la reacción de !len~-

glutinación indirecta no detectó a todos los portadores 

de S.tyehi. Áeportaron un 91% de títulos positivos y con 

cuerda con el 90% reportado por Landy y Lamb (53)> y el 

81. 9i reportado por Staack y Spaun (73), e:: exai:t~n:es de 

series menores de portadores. La menor dilución conside

ra~ positiva fuá 1:10 pero opinaron que puede tomarse 

una dilución mas Laja, 1:5~ Reportaron que no debe con

fiarse sólo en las pruebas de hemaglutinación para la d~ 

tección ue portadores, sino que deúe ~compañarse de pru~ 

bas de aglutinaci6a de antít:;enos O y H y examen bacteri.Q_ 

16gico. i!erselis .(58) reportó un título de ~nticuer;,,os 

anti-Vi de 1:160 o más en todos los sueros de los porta-

ñores estudiados, menos en uno. 

Se han reportado variadas opiniones sobre el valor que 

debe dárseie a estas ~11cuest:as Sel'ológicas. Lowin, ?..uhr.!:, 

ke y Felix {64) consideraron que puede servir como un ª!! 

xiliar en la localización Ge portadores ya que se consi

deran anticuerpos anti-Vi en individuos sanos pero no en 

un cierto porcentaje de portadores. Schubert y cols. (71) 

opinaron que para l~ localización de portadores no puede 

ellplearse únicamente la: prueba de hamaglutinación indire.s, 
. 

ta y que su utilidad sería el indicar en qué casos debe 

hacerse un examen bacteriol6gico m1s r--inucioso. 
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Saint Martín y Desranleau (70) reportaron la prueba co

mo eficiente; Pijper, Rische y Lewin (11) opinaron que 

debe ser una prueba de rutina y que se debe impedir que 

los individuos con resultados positivos manipulen ali-

mentos. 

, 

El PHLS reportó que tomando en cuenta su sensibilidad y 

especificidad, la prueba es útil, opinión que es compar

tida por Besednova y cols. (6, 58). 

Un tercer grupo de autores duda de su utilidad; Joe y 

cols. (47) reportaron que no es útil en áreas donde la ti 

f~idea es endémica. Los títulos bajos obtenidos por Davis 

y Radowsky (11) les hicieron pensar que una gran parte 

de los casos positivos no son portadores. Bokkenheuser 

(10) reportó ~ue del 25 al 30\ de los portadores no dan 

resultados positivos y en cambio se presentan muchas 

reacciones falsas positivas. 

Chau y Chang (15) tratando de establecer un mé~oeo fácil 

de estandarizar utilizando reactivos estables y tomando 

en cuenta la deficiencia de anticuerpos IgM que presentan 

los portadores, estudiaron un~ técnica en la cual los su~ 

ros son tratados con 2 mercaptoetanol para inactivar los 

anticuerpos IgM. Los anticuerpos residuales fueron titula 

dos utilizando eritrocitos tratados con glutaraldehí~o y 

sensibilizados con ant!!.eno Vi purificado. La prueba fuG 
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n~s específica con sueros tratados donde se obtuvo el 

3% de resultados positivos entre población supuestamen

te normal y el 8% de positivos en población supuesta

nente normal con sueros no tratados, respectivamente, 

~1ln cuanc!o la sensibilidad fué la misma: tle 82':; de re

sultados ~ositivos entre portadores. Sin embargo, se o~· 

tuvieron mejores resultados con la prueba de inmunofluo 

rescencia y.a que dieron títulos positivos el 97% de los 

portadores y s6lo el 1.7% en población supuestamente nor 

mal. 

Reswniendo, en la mayoría de los portadores se encuen

tran niveles elevados de anticuerpos anti-Vi y para loca 

liza..T estos anticuerpos se utiliza la hemaglutinación in 

directa. Sin embargo~ para localizar estos portadores en 

población abierta se necesita un método fácil de estanda 

rizar, accesible en su aplicación a gran escala, sensible 

y específico> como lo es la prueba de hemaglutinací6n, p~ 

ro debe !1acerse una evaluación para determinar hasta que 

:?Unto influyen en el método la persistencia de anticuer

pos en convalecientes y la aparición de anticuer)os anti

Vi tanto por vacunación como por el contacto de la pobl!_. 

ci6n con S.ty?hi. Se deben establecer los títulos signi

ficativos para cada región de acuerdo con estos factores~ 

La medida más e~ectiva para la prevenci6n de la fiebre ti 

foidea es, indudablemente, el mejoraniento de las condi· 
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ciones sanitarias y el contar con una prueba presuntiva 

para la localización de portadores~ que después se con

.firmarían por ex§.r..en bacteriológico de heces y se some

terían a tratamiento médico; tendrá mayor importancia 

en aquellas comunidades donde el t.1ejoramiento progresi

vo <le las condiciones sanitarias evite la supervivencia 

y diseminación de S. ty-¿~1i. 
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CAPITULO J!II 

~U\. TER IAL Y METO DOS 

El presente estudio se realizó e:i..el Laboratorio de Entero-
. 

bacterias del Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropi-

cales de la Secretaría de Salubridad y Asistencia. 

Muestras biológicas. 

Los sueros utilizados fueron recolectados por el Departame!!. 

to de Epidemiologís. del mismo Instituto. 

Se titularon 500 sue1·os procedentes de personas mayores de 

15 años, de smbos sexos, de ¡:1dhlación abierta. 

Todas las cepas de microorganismos utilizados fueron propo_!: 

cionadas por el Laboratorio de Enterobacterias del Institu-

METOJ:> PA'tr\ LA PREPARACION DElI. :ANTIGENO Vi CRUDO (81) 

Equipo: 

Autoclave Centrífuga 

Incubadora :Safio de agua 

Microscopio estereosc6pico Refrigerador 
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Material: 

Cajas Petri Asa y portasa 

Matraz Erlenmeyer 500 ml Tela de asbesto y tripié 

Pipetas graduadas estériles Filtrós Millipore de poro 

10 ml 0.8 y 0.2.1'". 

Varilla de vidrio con un ex~ Soporte metálico para filtros 

tremo doblado en trián~ulo. Millipor~ 

Tubos de ensayo de l7Xl50 mm Frascos de centrífuga de plá~ 

Gradilla para estos tubos. tico de 500 ml. 

Medios de cultivo, soluciones y reactivos: 

Soluci6n salina isotónica estéril 

Suero nonnal de conejo 

Suero específico anti-Vi 

Solución iie NaCl sobresaturada (salmuera) 

Tripticasa soya agar (TSA) en cajas P.etri y tubos inclinados. 

Cepa: 

Citrobacter ballerup 

Fundamento: 

Se utiliza una cepa que contenga una cantidad elevada de antí

geno Vi, seleccio.nando colonias lisas para que solo contengan 

cantidad baja de antígenos flagelares, los microorganismos se 

inactivan calentando hasta la ebullición el cultivo en salmue· 

rn:, se centrifuga para eliminar los somas celulares y obtener 

el antígeno Vi en solución. 
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Par3 la preparación del antí&eno se utilizó una cepa de Ci-

trobacter ballerup que se sembró en medio de tripticasa so

ya agar (TSA) en placas, se i:1cubó de 18 a 24 h a 37°C para 

seleccionar las co¡o~ias más lisas y para esto se observaron 

en microscopio estereoscópico y se obtuvieron 5 colonias cir 

culares, brillantes y de bordes lisos.~ Cada una de estas co 

lonias se sembró en tubos de TSA inclinados, se incubaron de 

18 a 24 h a 37°C. Después se tomó una muestra de cada colo

nia que se sometió a la reacción de aglutinación en placa fren 

te al suero anti-Vi, obtenido en conejos, y se escogió 1~ co

lonia.que presentó aglutinación nas franca y que no autoglutinó 

con solución salina isotónica ni frente a suero normal de cone 

jq .. 

Una vez seleccionada la colonia lisa, se sembró en lJO ml de 

caldo tripticasa y se incubó en baño de agua a·37ºC durante 

6 h. Posteriormente este cultivo se sembró en forma masiva 

en cada una de 150 placas de TSA que se incubaron de 18 a 24h 

a 37°C. Se cosechó el ~esarrollo añadiendo 5 ml de solución 

salina estéril a cada placa y con una varilla de vidrio con 

la punta doblada en forma de triángulo se desprendi6 el desa-
.. 

rrollo, las suspensiones bacterianas se reunieron en un matraz 

y se inactivo por ebullición en baño maría en la salnuera e.u-

rante 1 ~- Después de enzriar la suspensión~ se centrifug6 a 

3000 rpm durante 15 min. y el sobrenadante se clarific~ a tr!!_ 

vés de un filtro Millipore de poro O. 3 /l y despu~s en condi

ciones de est:ct'llidad, en un f.iltro Millipore de poro 0.2r· 
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Esta solución se utilizó cono fuente C:e antí!'.,eno Vi crudo obteniéndose 

900 ml; el reactivo es estable hasta por 10 meses en refrigeracióa a 4°C. 

MEI'OOO DE PURIFICACIO~ DEL ANTIGE-D Vi (81) 

F.quipo: 

Centrífuga 

Material: 

Ellbudo de filtraci6n 

Ma.traces Erlemneyer 300 nü 

Pipetas. graduadas 10 ml 

Vasos de precipitados 100 y 
300 ml 

Frascos de centrífuga de plás
tico 500 ml 

Telas de asbesto y tripié 

Soluciones y reacth"Os: 

~'\ntí geno Vi crudo 

Cloruro de sodio 

Etanol 96\ 

Papel filtro Whatman # 40 

Tubo para ~lisis 

Mechero Bunsen 

Refrigerante de serpent~n 
con conexiones 

Pinzas.para refrigerante 

Acido acético 

Agua destilada ' 

El método consiste en el fraccionamiento por modificación de la solubili

d'~ c.i.e los componentes de los extractos acuosos del bacilo mediante la ad.!_ 

ci6n <le et-mol y NaCI.. Después s~ sanete a la hidrólisis con :lcido acéti

:o l mol/ litro a lOOºC durante 24 h para eliminar los restos de ant!~enos 

Ji y obtener w antígeno Illlf puro. 
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Se tomaron 450 ml de antí~eno Vi crudo~ se 2gregó NaCl hasta 

tener una concentración clel 35%. A lá mezcla se le añadió 

etanol hasta tener una concentración final de 0.3 nol/litro. 

El precipitado obtenido se centrifugó' a 3000 rpm durante 15 min, 

seresuspendi6 en agua y se dializó en agua destilada para el! 

minar el exceso de NaCl. Se cambió el agua del recipiente t~ 

dos los días hasta que no hubo reacción tle cloruros con una 

soluci6n de nitrato de plata al 2.oi. 

El producto· obtenido se utilizó como antíge110 :_>a1·cialmente P!!. 

rificado. 

P~ra llevar al cabo la purificaci6n completa de este extrac~o 

se tomaron 175 ml, se les af:a<lió ácido acético hasta una con

centraci6n de 0.3 mol/litro. El precipitado se redisolvié en . 
25 ml de agua. Se le agregó suficiente ácido acético hasta 

tener una concentración del ácido 1 mol/litro. Esta mezcla 

se reflujó -¿or 24 h,. la solución se dejó enfriar y se dializ6 

de la manera referida anteriormente, se filtró a través del P!. 

pel filtro Whatman y se precipitó nuev3mente con etanol a una 

conéentración de 0.2 mol/litro. 

SENSIBILIZACION DE GLOBULOS ROJOS 

Equipo: 

Bafio de agua con control de temperatura 



Centrífuga clínica 

Incubadora 

Material: 

Tubos de ensayo de 13Xl00 

Tubos de centrífuga gr~du3 
dos 5 ml 

Gradillas para tubos de ensa 
yo 

Reactivos y soluciones: 

Soluci6n salina O~C5% 

Glóbulos rojos de carnero 

lavados. 

Fundamento: 
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Pipetas graduadas de 5 ml. 

Pipetas Pasteur con bulbo 

Antígeno Vi crudo y purificado 

Heparina 

La sensibilización da glóbulos rojos con el antíf.eno Vi se lo

gra mediante la adsorción inespecífica por unión covalente ~el 

antí~eno que puede fijarse a la superficie de los eritrocitos 

para realizar la interacci6n con sus anticuerpos específicos .. 

Para la sensibilización se usan normalmente eritrocitos de ca:r 

nero o humanos del grupo O. El tratamiento de los eritrocitos 

con solución de ácido táni~o antes de la sensibili=ación aur.e~ 

ta el ~oder de adsorción pa.Ta el antfl: eno (37) • 

Se obtuvieron 25 ml de sangre de carnero, extraí~~ tle la yu~u

lar usándo como a.nticoagulante 0.5 tll de heparina ~40 U). Se 

lavaron S ml de paquete celular con solución saH.na O. 85~ trc.;;s-

\ 
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veces. centrifugando despues de cada lavado a 2000 rp'.111 duran

te S min, se desech6 e~ sobrenadante .Y se preparó una sus:1en

si6n de glóbulos rojos ajustando su concentración al 10\. 

Se prepararon diluciones seriadas del ant!geno Vi desde 1: l~ 

:lasta 1:4000 en incrementas de Z y se pasó I r.11 ce cada una 

de estas diluciones a tubos de 'Centrífuga graduados. 

Se añadió 1 ml de la suspensión tle glóbulos rojos al 10\ a ca

da tubo de centrífu~a, se colocaron en incubación d2 baño de 

agua a 37ºC durante 2 h, 3.&itando suavemente cada 30 min. 

Se procedió a lava:r los glóbulos rojos sensibilizados tres ve

ces con so1uci6n salina al O.SS!. centrifugando a 2000 rpm du

rante 5 min. despu~s de cada lavado. FiP..almente con cada mues 

tra se hizo una suspensión a! 11. de glóbulos roj.os sensibiliza 

dos. 

METODO DE HEMAGLUTINACIOS INDIRECTA PARA LA 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS A~Tf-~i . 

Equipo: 

1lafio de agua con t:e•peratura controlada a Sffº'C 

Equipo de microtitulaci6n "Microtiter" 

Incubadora a 37ºC 

Material: 

Pipetas graduadas de 1 ml 

Tubos de ensayo de 13xl.OO mn. 

Gradillas para tubos de ensayo 



Soluciones y reactivos: 

Glé5b.:ilos rojos de carnero sensibilizados con distint~s con

centr:iciones de ant.ir,eno Vi. 

Solución salina O.SSt 

Suero hiperinmune ant:i-Vi de conejo. 

Determinación de la dilución 6ptima del antígeno Vi por titu 

lación en bloque. 

Se llevó al c:¡bo utilizando el equipo de microtitulaci6n. 

Se probó un suero hiperinmune anti-Vi, inactivado a sope du

rante 30 ain en diluciones desde 1:100 hasta 1:2~4, 800 en 

incrementos de 2 frente a las suspensiones de gl6.balos rojos 

sensibilizados, de la siguiente manera: 

Se midió en c'.lc!l. excavación de la placa 0.025 111 de solución 

salina con las micropipetas del equipo Microtiter menos a la 

primera excavación de cada fila.. Se aiíadió :t la primera y 

segunda excavaciones de cada fila O.j25 ml con la micropipe-

ta del suero hiperiD.Jtune diluíO.o 1:100 y con los microdilutores 

se procedi6 a diluir el suero a partir de la: segunda excava

ci6n hasta la doceava. Se desecharon O.OZ5 ol de la úl~i~a 

excavaci6n. 

rn cada fila se agregó a cada una de las excavaciones O.JZ5 

l'll de glóbulos rojos sensibilizados con cada una de las dilu

=iones del antígeno, ~reparados como se describi6 anteriol'l!le~ 

te. 
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En otras excavaciones de la placa se colocaron los siguientes 

testigos~ 

Tl = GHibulos rojos sensibilizados y solución salina 
. 

Tz = Gl6bulos rojos sin sensibilizar y solución salina 

T3 = G16bulos rojos sin sensibilizar y suero hiperinmune 

Se agitaron suavemente las placas y se dejaron en incubación 

a 37ºC durante 1 h y después a temperatura ambiente de 18 a 

24 h. 

El título se determino como la más alta dilución del antí&e

no adsorbido a los glóbt:los rojos sensibilizados que agluti

nó con la mlis alta dilución del suero homólogo .. Ejemplo: 

Ag s 6400 12800 2560 51200 

1:10 4+ 4+ 4+ 3+ 

1:1000 4+ 4+ 4+ 3+ 

l:ZOOO 3+ 3+ 3+ 3+ 

1:4000 3+ 3+ 3+ 

Tl Tz T3 

Tl Tz T3 

X ::: 1:204800 

Interpretación <le la ¡>rueba: 
La prueba se consideró positiva cuando los glóbulos rojos se s~ 
c~imentaron uniformemente en el fondo de la excavación y negati

va cuando se fol'atÓ un ~otón compacto en el fondo de la excava
ción. 
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Titulaci6n de los sueros problema: 

Los sueros se ina,ctivaron durante 30 min. a 50°C en baño de 

agua; y se probaron las di luciones desde l: 20 :1as ta 1!1-280 

en incrementos de 2, con solución salina y utilizando los 

glóbulos rojos sensibilizados con la dilucióa ó~ltira ~el :m

tígeno Vi que se habí::t deter!'!inaC:o con anterioridad~ 

Los testigos que se incluyeron fueron: 

Tl = Glóbulos rojos sens.ibilizados y solución s:i.lina 

!2 = G16bulos rojos sin sensibilizar y solución .5alina 

T3 = Glóbulos rojos sin sensibilizar y suero problema 

A todos los sueros problema se les sometió 1 la reacción de 

Widal par.a determinación de anticuerpos anti-O y anti H. 

METODO nE PREPARACION DEL ANTIGENO H. 

Equipo: 

Bai'io de agua a 37ºC. 

Incubadora 

Material: 

Cajas Pe tri 

Frascos de Roux de 1000 ml 

Pipetas ~raduadas estSriles 

5 111 

Microscopio entereosc6~1ii:o 

Gradilla para tubos de ensayo 

Asa y portasa 

!-lechero Bunsen 



Tubos de ensayo de 16Xl50 

Reactivos y medios de cultivo: 

Medio de movilidad (SIM) 

Tripticasa soya agar (TSA) en placa y caldo 

Formalina al 37% 

Cepa: 

Salmonella typhi H901 

Fundamento: 
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Los antí!!enos H se encuentran en los flagelos~ para realizar 

prueóas sero16gicas el reactivo se prepara añatliendo formali

na a cultivos j6venes ojt~nidos en medios lí~uidos de cepas 

móviles. Este procedimiento probablemente fija los flagelos 

a la superficie de la célula de tal manera que los antígenos 

somáticos ya no se encuentran expuestos (59). 

Para la preparación del anti!!C:&o H se utiliz5 la cepa S.typhi 

H901 que se sembró en una placa de TSA y se incub.S a 37°C de 

18 a Z4 h. Se seleccionaron las 5 colonias que se observaron 

más lisas er.. .al microscopio estereoscópicc y se sometieron a 

las reacciones de aglutinación en placa con suero anti-H y 

utilizando como controles soluci611 salina y suero normal de 

conejo mezclado con el desaTrollo bacteriano, como ya se ex

.:.'>lic6 anterionwnte. Estas 5 colonias se sembraron en medio 

de SIM en tubo, para 3e!eccionar las colonias que mostraron 
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más JTtovilidad. Una vez seleccionadas las colonias adecuadas. 

se sembraron en 10 ml de caldo tripticas·a·,~ ·se incujaron en 

baño de agua a 37°C durante 6 h y posteriormente se sembra

ron varios frascos conteniendo 500 ml de medio de caldo triJ! 

ticas:i coa 2 ml Je este cultivo. Se incubaron los frascos de 

18 a 24 b hasta que' la turbidez del caldo fué cousiderable 

(concentración aproxinad.a de 500 millones de bacterias por 

ml). Se anadi6 foTI"!.alin:¡ <t te:1er una conc.entración final c'iel 

0.61'. Esta mezcla se conservó en refrireración a 4ºC y ;;;e uti 

lizó como 'l.ntí~eno J?~ra la deterainación de ~nticuerpos ant:i

H en sueros problema. 

El antí~no O utilizado en la reacción de Widal para deter•i

nar anticuerpos anti-O en sueros problema fue pro.Jorcionado 

por el Instituto Nacional de Higiene con una concentraci6n 

a;proxiruidq, de 9u0 millones de.bacterias por ml. 

Equipo: 

METODO PA.JU. DETERMINAR ANTICUERPOS A'-;TI-H 

Y ANTI-O DE SALMONELLA TYPHI 

Baño de agua a temperatura constante (37ºC) 

Incubadora 

Material: 

Tubos de ensayo de l3Xl00 

Pipetas gi-aduada5 de 1 ml~ 

Gradillas para tubos de ensayo 
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Reactiiros: 
Solución s~lina al 0.83% 
Antígeno H 
Antí:;eno O 

Fundamento: 

Los sueros que contienen anticuerpos anti-H~ al ~ntrar ~n 

contacto con los antí~enos H aglutinan en forma característi 

ca en aproximadamente 2 h a 55ºC formando grandes masas es

ponjosas que se dispersan fácilw.e:ate. 

Cuando el antígSino O se mezcla con suero que contiene los ª!! 

ticuerpos anti-_O correspondientes en la t6.:nica en tubo~ los 

antígenos o aglutinan solo después de ~ariodos de incubación 

de 6 a 12 h a SSºC,. form.ándose agregados bacterianos en for

ma de pequeñas masas granulares que no pueden dispersars.e fá 

cil~nte (59). 

Cada suero se inactivo a. SOºC durante 30 min en ba:ñ.o de 

En tubos de ensayo se hicieron las siguientes diluciones se

riadas del suero: 

T U B O 

Solucióa salina 
(ml) 

Suero problema 
(ml) 

1 2 4 s 6 7 8 

o.9\ o.sl o.sl o.sl o.sl o.s) o.s, ~ 
0.1 J o.s J o,s J o~5.J o.sJ o.s J o .. s J Se de·~ 

sechan. 
o .. s ~ 

1:10 20 40 80 160 320 640 T 11 

ii 

--------------·~·-=- -~ 



Para determinat"' los anticuerpos anti-H:t a cada tubo se le aña 

dieron 0.5 ml del antígeno H. Se incubaron durante 2 h en ba

!10 ce agm1 a SOºC y se leyeron. Los títulos de 1:40 o mayores 

se consideraron positivos; las pruebas se -corrieron junt.o con 

sueros testigos positivos y negativos. 

Para determinar anticuerpos anti-O se añadio a.ca.da tubo 0.5 

ml del antígeno O y se incubaron los tubos a 37ºC durante 

24 h. Se consideraron significativos los t:ít:.llos de 1::4'0 o 

más. Las pruebas se corrieron con sueros testigos positivos y 

negativos. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION 

No. Sueros Vi Crudo Vi Purificado o H 

327 - - - -
134 - - - + 

8 + - - -
7 - + - -
4 - - + + 

6 + + - -
4 + - - + 

2 + + - + 

1 - + - + 

3 - - + -

+ Se expresan como positivos los casos en que los sueros 

dieron titules ce 1:40 a 1:640 

Del análisis de_ los resultados se observó que 327 de los 500 

f 

sueros obtenidos en población 3Upuestamente normal mostraton tf 

tulos negativos para los dos métodC1s utilizados: hemaglutina

ción indirecta para determinar anticuerpos anti-Vi y la reac

ción de Widal para determinar anticuerpos anti-H y anti-O. 

Con la prueba de hemaglutinaci6n indirecta, 12 sueros fueron P!!. 

sitivos c-:..mndo se utiliz6 el antígeno Vi crudo y negativos para 

el antír,eno Vi purificado y 8 sueros fueron positivos con el ag 

tígeno Vi pu!"ificado y negativos con el Antígeno Vi crudo; en 
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este último caso se puede suponer que lo que sucedió es que 

al purificar el antígeno se eliminan las reacciones inespecf 

ficas y realmente se determinan los anticuerpos anti-Vi, ¿1or 

lo que se recomendaría siempre purificar el antígeno Vi para 

realizar las pruebas; a- <Sueros fueron positivos para ambos 

antígenos y 468~ dieron resultados negativos para ambos ~ntf. 

genos; esto podría indicar que los anticuerpos anti-Vi no 

presentan títulos sirnificativos en población a.bierta. 

Para la reacción de Widal 7 s61o 3 sueros fueron positivos 

con el antígeno O y negativos para el H y, en tan~o que 141 

sueros fueron negativos para el antígeno O y positivos para 

el H,· lo cual es explicable 7 y:¡ qae en r.ener:il, los títulos 

de anticuerpos anti-H siellpre son más altos que los anti-J 

en sueros de pacientes de fiebre t:ifoidea (22). 348 sueros 

fueron negativos para ambos antígenos. lo cual indica que la 

mayor!a no padecía o había padecido fiebre tifoidea por lo 

cual no.se presentaban títulos frente a ningún antígeno O u 

H; s61o 4 sueros fueron positivos para ambos antígeno3. 

Comparando entre sí los resultados de las dos pruebas, de los 

500 sueros estudiados, 134 sueros dieron resultados negativos 

para la reacción. de hemaglut:inaci6n indirecta y la determina

ci6n de anticuerpos anti-O~ !i~ro positivos frente a anticuer

pos anti-H, lo cual concuerda con lo referido anteriormente 

{22'). 8 sueros dieron resultados positivos para la prueba de 

hemaglutinación indir~cta cuando se utilizó el antígena Vi 

.. 
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crudo y resultados negativos para el antí§'eno Vi purificado 

y la reacción de Widal para ambos antígenos O y H; 7 sueros, 

por el contrario, dieron resultados positivos con el antíge

no Vi purificado y negativo con el antífeno Vi crudo y la 

reacción de Widal para ambos antír;eno O y H; esto ;mdría. in

e.icar que, cono se dijo anteriormente también, al utilizar 

antígeno ·purificado se eliminan reacciones inespecific~s; 4 

sueros dieron resultados negativos para la reacción de !1ema

glutinación paT'a ~~os nntí~enos Vi y positivos para la reaf.. 

ción de Widal para ambos antígenos H y O; por el contrario, 

6 sueros fueron positivos para ambos antí~enos Vi y negati

vos para la reacción de los antígenos H y O. Dos sueros die

ron resultados positivos para la prueba de hemaglutinación 

indirecta y para la de anticuerpos anti-F:i pero negativos pa

ra la detenninaci.6n de anticuerpos anti-O; un suero dió resul 

ta.do positivo para el antífeno Vi purificado y el H pero neg~ 

tivo para el Vi crudo y el O; y finalmente, 3 sueros dieron 

resultados negativos para ambos antígenos Vi y al H, pero p~ 

sitivos para el O. 
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CAPITfil.O V 

CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos en este estudio se puede con

cluir que: · 

l. Existe una mayor persistencia de anticuerpos anti-H 

(147 casos de 500) en personas clínicanente sanas, que 

de anticuerpos anti-O ( 7) y anti-Vi (28). 

2. Posiblemente se tiene una mayor especificidad al utili

zsr en la prueba de hemaglutinación indirecta el antí~~ 

no Vi purificado que el crudo (16 a ZO). 

3. Como el presente estudio se realizó en población :tbier

ta sin antecedentes comprobados de haber sido vacunados 6 

haber padecido fiebre tifoidea, no existe correlación 

en la presencia de anticuernos anti-H, O y Vi, lo que 

hace necesario continuar el estudio, ~lero ahora enfocá!! 

dolo a portadores comprobados bacterioló:-;icamente y de-

terminar que títulos de anticuerpos anti-Vi que nre-.. 
sentan, recomendando que para mayor seguridad en los re 

sultados la prueba se haga Gon sueros tratados con 6 

nercaptoetanol para eliminar a los anticuerpos an~i-0 y 

se emplee el antí: .. eno Vi purificado, !''- que de acuerdo 

s estos hallazgos es bastante espec!fico: 16 casos pos! 
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t:ivos de 500 muestras analizadas,. siendo sólo 6 casos 

positivos de anticuerpos anti-Vi y negat:hros de anti-H . 
y anti-O ... 
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