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I. INTRODUCCION.

Diferentes grupos de investigacién han demostrado la presencia de inmuno-
globulinas Igh en secreciones bronquiales, fluidos intestinales, calostro, -
lechs y saliva (Banson y cols., 1979).

la caracterizacién de la IgA secretoria (IgAs), inmunoglobulina predemiras
te en la mayoria de las secreciones humanas, ha creado un campo de interés en
pIEY iWidad humana local, ya que, los conocimientos sobre la IgAs, han defi-
nido a &sta, como, una entidad diferente y separada de la inmunidad sistémica
la’ transferencia selectiva de IgAs del tejido epitelial hacia las secreciones
ha sido tomado como punto de partida para explicar y definir la inmunidad lo-
cal (Brandtzaeg y Fjellangre, 1970).

Estudios realizados por Tomasi y cols., en 1965, encontraron que la mayor-
parte de 1s TgA sérica (Fig. No. 1a), diferfa de la IghA de las gléndulas pard
tidas, ya que,-&sta presentaba un coeficiente de sedimentacién mls alto, 118,
¥ poseia un determinante antigénico adicional. Su peso molecular fué estimado
en 390 000 por Newcomb y cols., en 1968. Posteriormente, Tomasi, demostrd que
la IgA proveniente de saliva y de calostro humano eran similares (Tomasi y --
cols,, 1965).

Por otra parte, South indicé que el determinante antigénico especifico de-
la IgAs humana podria ser. atribufdo a un componente proteico asociado, el cual
estaba presente en forma libre, en secreciones carentes de IgA (South y cols.,
1966). Y, de acuerdo a la mayorfa de las evidencias acumuladas, dicha proteflna
se combinaba con dos unidades de IgA constituyendo la molécula de IgA completa
(Newcomb y cols., 1968), como se puede observar em la Fig. No. 1b,

Atimismo, South sugirié que la secrecién selectiva normal de IgA era depen
diente de su asociacién con el componente, al cual denomind "Pieza de Transpor
te (South y cols., 1966); otro grupo de investigadores le nombré "Cadena T =—
(Cebra y cols., 1967) y, por Gltimo, Asofsky le denomind “Componente Secretor—
(cs), (Asofsky y cols., 1969
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FIG. No. 1o  Estructura propuesia para la TgA (7S).

‘.0' ,o"

FIG. No. (b  Estructura popuesta pam la TgA se-

cretoria {115),

( Tomado de: Margni, R.- Inmunologia e inmunoquimica. Funda-

mentos. Ed. Medica Panamericanc. Buenos Aires. p. 96-148, 1980},
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El componente secretor €s una jlucoproteina cuyo peso molecular es de -=-

80 000 y, es producido por las cflulas epiteliales de las superficies mucosas
y gléndulas exbcrinas en mam{feros y aves. Se encuentra asociado a inmunoglo-
bulinas poliméricas de la clase Igh e IgM pentamérica. Al componente secretor,
se 1le han atribufdo funciones, tales como, conferir proteccién a la molécula -
de IgAs contra degradacién por enzimas proteoliticas y, dar estabilizacién a-
a la estructura cuaternaria de los complejos IgAs {XUhn y cols., 1979).

El transporte de la IgAs hacia las secreciones va a depender de la interac
cién de dos tipos de cé#lulas: las c&lulas plasméticas, que‘ producen Igh polimé
rica, junto con la cadena J, y las células epiteliales que producen el compo--
nente secretor (Crago y cols., 1979).

La cadena J, es un polipéptido con peso molecular de 26 000 &, rica en enla
ces ~SH, uniéndose a la IgA mediante enlaces disulfuro. Su.funcién parece ser-
la de participar en el proceso de polimerizaciénm, prébablemente. por formacién-
de uniones covalentes de una cadena J a dos unidades monoméricas de IgA, inde~
pendientemente de los monoméros que compongan el polimero (Margni. Y cols,, "o
1980). ‘

Por otra parte,, Barandzaeg sugiri® que el componente secretor presente eni
en las membranas de las c€lulas epiteliales puede actuar como un receptor de -
protefnas y, ademis, es responsable del trasnporte de esta IgAs a través de las
células epiteliales hacia las secreciones (Brandtzaeg, 1975). ‘

De nuevo, Xithn demostré que el componente secretor se enlaza especlficamer‘x-
te a célulag plasmiticas de 1la glindula mamaria (Kihn y cols., 1979) . Al 1;11st
tiempo, Brandtzaeg y cols., indicaron que el primer paso en el proceso de la -
transferencia de las immunoglobulinas a través del epitelio secretor consiste- .
en la unibn de éstas al componente secretor que actfia como un receptor para las
mismas, mostrando una afinidad especifica no cavalente in vitro hacia la IgAs.-
Astmismo, prppuso el siguiente modelo para el transporte de IgAs: la incorpora-
cién de la cadena J en la IgAs, induce un arreglo configuracional que permite la
formacién del complejo IgA con el componente secretor en 15 membrana de las ch

lulas epiteliales. Este complejo presente sobre la membrana de las c€lulas epi-
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teliales estimula la pinocitosis y las molétulas ce IgAs campletas son trans- -
portadas en vesciculas citoplasmiticas hacia el lwmen glandular, como se ob-
serva en 1a Fig., Mo. 2 (Brandtzaeg v cols., 1979}.

Por otro lado, em el calostro humano s¢ han encontrado anticuerros espeaciom-
Picos de clase IgA, dirigidos contra ant{genc: le enterobactarias, con 1os cui
les, no estid en contacto directo la glindula mamaria (Lamm y cols., 1978).

Hanson y cols., propusieron un modelo ;ara explicar la presencia de anmticuer
pos especificos clase IgAs en glindula mamaria,en donde, linfocitos de tejide a
gociado a intestino {Placas de Peyer), después de ser estimulados antigénicamen
te, viajan via conducto toricico y posteriormente jor la corriente sanguinea ha
cia las glindulas mamarias, en donde se liberardn anticuerpos IgAs dirigidos -
contra antfgenos enterobacterianos, como se muestra en la Fig. Fo. @ (Hanson y=
cols., 1979).

Lo anterior, es apoyado por los estudios de Godblum y cols, en donde, encon
trd anticuerpos especificos clase IgAs en calostre bumano después de llevar a -
cabo una inmnizacién wralicem una éépa imocua de . coli (Godblum y 2ols.,1975).
Por su parte, Lamm, comfirmé que los linfocitos asociados a intestine estdn o -
misionadses para la produccién de IgAs, los que al 2legar a la glincdula mamaria-
se diferenciarin en células plasmdticas productoras de IgAs. Este fendmeno, =std
limitado en el periédo cercano al término del embarazo y durante el pariddo de la
lactancia (Lam y cols., 1975).

Se ha especulado mucho sobre la funcidn que estss anticuerpos comtra antige—
nos de enterobacterias pudieran tener en el calestre humano. la mayoria de los -
investigadores, han coincidido en asignar a estos anticuerpos um papel protector
a los recién nacidos contra infecciones causadas por diferentes entercbacterias-
(Hansom y cols., 1979). Ademds, se ha sugerido, que los niffos alimentados con le
che materna, reducen su incidencia a infecciones gastrointestinales (Godblum 7 —
cols, 1975).

Parmely observ§ que las cantidades de leucocitos em calostrosom importantes,—*
las que incluyen macréfagos con actividad fagocf{tica, c€lulas polimorforuclaares-

v linfocitos de varios tamaiios (Pamely y cols., 197¢}. Por su parte, J{az-~Joanen
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Modelo de transporte 44 IgA a través del epitalio secrstor hacia
odlumen glondular. Lo codena 1, ol incorporarse o la

1gA dimerico induce un-
arreglo configurativo que permite lo formacion del complejo TgA con sl components

secretor, Eixto estimula lo pinocitosis 7 los molsculas de TgAs completos son-
transportodos al iumen glondulor (Tomado de: Brandizaeq: secrstory Inmunify gnd
Infscction advances in Experimenial medicine and biology, Plenum Press 107: 258)
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Fig. No.3 Modelo paro explicar la presancic de Ac espacificos contra Ag de on
bacterics, e glandula momria. Linfocitos osocioios a intestino, despues de ser -
sstimulados ontqa'nicomenlo vigjan via conducto tordcico y posteriorments corriond san
guinea, hacia glondulas mamarics o qlonduhl salivales en‘ donde lideran Ac IgA~s -
especificos contra Ag de enterobacterias.

(Tomado de: Hanson, L., ot al.~ SecCratory IgA antibodies to entsrobacteriai —
Virulence antigens: their iduction an possible relevance. En: Secretory Immunity—~
and infection. Advances in Experimental medicine and biology. Ed. by Jarry Mc
Ghee and‘ Jiri Mesteck, Plenum Press, 107:165-170, 1979),



informd de la presencia de tres tipos de linfocitos en el calostro: Linfocito:
3, Linfocitos T y otro tipo al que denominé c&lulas Null {Diaz-Joanen y cols.,

1974).
Ogra, en una investigacién realizada en 200 mijeres para determinar las co

3]

centraciones de IgA en leche materma, encontrd, que sus niveles, exceden a los

valores encontrados en suero (2004 £0 mg/100 ml) de 4 a & veces, en los

ros cinco dfas. Observando en el calostro una concentracién de 158 mg/p de )

Crime-

tefna durante el primer dfa, 113 mg de IgA/g de proteina en &) sesundo dfa, y-
a los 180 dfas una concentracién de 20 a 27 mg de IgA/g de protefna (Ogra y —

cols., 1979).
En la siguiente lista se presentan los anticuerpos especifico. que han si-

do encontrados en calstro y leche materna, de acuerdo a un trabajo presentado-

por Ogra y cols., 1983,

BACTERIAS VIRUS
E. coli (Antfanos "O" y"X" y entero-  Rotavirus
toxinas). Poliovirus 1, 2 ¥ 3.

Echovirus 6 y 9
Coxsackievirus 49 y B3
Virus Sincitial Respiratorio
Citomegalovirus

Salmonella spp
Shigella spp.

Vibrio cholerae
Streptococcus pneumoniae

Bordetella certussis
Clostridium diphteriae
Clostridium tetani

Stregtococcus mutans

HONGOS

7Tirus Influenza A

Virus Herpes Simplex

Arbovirus: Dengue
Japonés B.

PARASITOS

Zntamoeba histolytica

Candida albicans

Tomado de: Ogra, P., et al. Colostrum derived immunity and maternal-necnatal -
interaction, Zn: The secretory Immme System., FPlenmum Press. ZD, by Jerry lcGhee
and JIri Mestecky 409: 83-51, 1983).

De acuerdo a lo anterior, se piensa que la concentracién selectiva de immunc
globulinas y linfocitos T en el calostro mynano durante el peribdo inmediato al-
parto, y su transferencia al recién nacido durante la alimentacién com leche ma~

terna, es importante para el mismo, ya que, junto con constituysntesn nutricions.
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les ge administran ingredientes inmunolbgicamente activos en formz concen--
trada, en un peridédo en el que los mecanismos de defensa de las mucosas del re
cién nacido afin no han sido estimlados, (Ogra y cols., 1979). Ademis, Adinol~
£i y cols., encontraron que en situacién normal, los anticuerpos de leche no -
son absorbidos por las rmcosas gastrointestinales en cantidades importantes, -
lo que sugirié que estos anticuerpos juegan un papel importante en la inmuni--

dad local del recién macido {Adinolfi y cols., 1966).



I GENEEKEALIDADES.

1, FIEBRE TTFOIDEA

Lo fiebre tifoidez es la enfermedad producida por la infeccién de Salmone- -
1la typhi, la que despueés de invadir 1a mucosa intestinal, se¢ distribuye por- -
via sanguinea y conduce a una infeccién generalizada con menifestaciones clini -
cas de fiebre, ataque al estade general y lesiones ulcerativas en el intestirc,
1la infeccibn muestra marcada tendencia a recidivar, y al desarrollo de compli::
ciones graves intestinales.

5. typhi es un bacilo grarmegativo, mévil, perteneciente a la Tribu Salmone~

lag de la familia Enterobtacteriaceac; es una salmonela adaptada al hombre, Perte

nece al grupo D en la clacificacién Kauffman-Vhite de las salmonelas y comparte-
con 96 especies de ese grupo los antfgenos somiticos 9 y 12; los flagelos contie
nen el antigeno "d" y, en la superficie posee ¢l antigeno "Vi", La £érmula: 9, =~

12, "d", "Wi" denota Salmonella tyrhi en forma abreviada, de acuerdo a la clasi-

figacién antes citada.

La infeccién tifofdica tiene origen hidrico; el agua es contaminada por la e~
liminacién fecal de S, typhi procedente de wn enfermo o un portader, No se han =
report.ados reservorios animales. Su capacidad para permanecer viable en el suelo,
en los depdsitos de agua, en las corrientes de agua contaminada y en las aguas -
negras, permite que el agua potable y la utilizacién de &sta para el riego de —
hortalizas, puedan contener Salmonella typhi.

Algunos epidemibdlogos consideran que la exposicién contimua de un individuo a
S. typhi desde los primeros afios de vida, conduce a um cierto grado de inmunidad
al llegar a la edad adulta,

Silmonella typhi es infectante en funcién de la virulencia de la bacteria, de
la gantidad de¢X indculo y menos claramente de las condiciones del huéped.

Las se pueden reproducir en la luz intestinal antes de penetrar la mucosa del
intestino delgado; a comtinuacién sigue la fase de bacteremia que distribuye al-
gérmen en todo el organismo, previa localizacién en los ganglios linfiticos mesén

tericos.



El cultive de O, typhi em 1 sangre hs sido considerado como la prusta defi
nitivi rara el diagnbdstico. El coprocultive es pocitivo desde el final de la -
primera semana de infeccibn. la reaccifn de Widal practicada con las cerag —-
0970 y E%J1 ruedenr ayudar al diagnbéstico si los titulos contra ambos antfgenos

son 1:1€0 o mayores (lumate, J., 1576).

2, BETIUCTVRA DE LA PARED CELULAR DE LAS BACTENIAS GRAMUEGATIVAS.

El género Salmonella comprende wna gran variedad de especies patbgenas par:
el hombre y animales.

La estructura de la pared celular de las bacterias gramegativas fuf estve—
diada por Lfderitz, como se puede observar en la Fig. No. 4 (1iiderite, 0.,1977)
y a su vez, esté constitufda por la peptidoglicana y la membrana externa, Fig.
No, 5 (Jo)lilk y cols., 1980).

a) Peptidoglicana.~ Es un polimero complejo que se encuentra formado por molé-
culas de N~Acetilglucosamina y &cido N~Acetilmurémico en forma alterna, as{ co
mo cadenas laterales tetrapeptidicas idénticas fijadas al &cido N-Acetilmirimi
€0 y un conjunto de puentes peptidicos transversos idénticos (Jawetz, E., 1981).
Adem&s 25 rasponsable de la rigidez de la pared celular (Davis & Dulbeco, 1977)
¥, se encuentra wnido a la memdbranz externa a través de la lipoproteina de Brauh
(Braun, V., 1969).

b)l{cmbrana Externz.- Se compone de fosfolipidos, prote-inas y lipopolisaciride-
(LPS) componente caracterfstico y especi{fico de las bacterias grammegativas que

se localiza exclusivamente en dicha membrana (Miura y cols., 1969).

3. [ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO {LPS}.

Los lipopolisaciridos de las bacterias grammegativas s&n complejos macromole
culareslos que, contienen los determinantes antigénicos somiticos de las bacte-
rias. Quimicamente el LPS estd compuesto por dos partes: un complejo heteropoli
secArido y una regién lipfidica conocida como Lipido A (Shands, J., 1971).

De acuerdo a andlisis estructurales, se sabe que los LPS de las salmonelas es

-9 -



Fi18. No. 4 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PARED

CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAMNEGATIVAS,
$- PROTEINA ESTRUCTURAL DE MENSRANA CIYOPLASM]
cA.

P~ PROTEINAS ESTRUCTURALES Y EMZINATICAS OF LA
NEMBRANA EXTERNMA.
19- PORCION LIPIDICA DELA LIPOPROTEWA DR Brovn

PI-PORCION PROTEICA DE LA LIPOPROTEINA DR Breve
( Tomado de Lideritz,0.Endotoxing end ofher egll wall compoments el.Gram
negutive Becterio and theit biologicat aectivities, Microbiology, Americon

Society ter microbiology, Wathington DC. p- 259846, 1977),
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CADENA |
|NUCLEO | LIP1DO \F SITOPLASMICA

ESPECIFICA| b oa \ A\ = PEPTIDOGLICANA
| ! PARED

0 i S > MEMBRANA EXTERNA
| | \ T CELULAR

ST CAPAS  EXTERNAS

BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

(Tomado de: Joklik, W. Willet, H,and AMOS, Q.- Microbioto-
gy |7 Ed. Appleton Century Crofts, p.l0O6 1980).
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tan constituidos por largas cadenas conteniendo heteropolimeros comfuestos —

por tres distintan regiones (Westphal, 0., 1975).
REGION I.- Consiste de unidades repetitivas de oligosaciridos, los que poseen

aziicares especificos. Una gran variedad de unidades repetitivas han sidc reve
ladas dentro de las bacterias gramegativas., EZntre loc azficares qus contiensn
ge encuentran: hexosas, pentosas, azficares compuestos como aminoazicares, dci
do hexurénico y 4cido hexosamimurénico (Westphal, 0., 1975). Paro, la secuen-
cia y tipos de enlace de los residuos monosacaridicos individulaes dentro de-
la unidad repetitiva es un caracteristica finica para un LPS dado y para una ce
;;a bactariana (Cwmins., C., 1962). Asf{, en la Fig. No. 6 se presentan l25 u~

nidadas de repeticién de la cadena "0" espec{fica para Salmonella typhi ¢, 12.

REGICN II.-~ También conocida como core o nficleo basal., Mlentras que la composi
cibn y estructura de las cadenas "O" especificas varfan ampliamente, la estruc
tura del n-ucleo basal parece ser constante =n todo el gfnero Salmonella y a -
su vez se encuentra estrechamente relacionado con otros géneros de entaro bac-

terias tales como Escherichia y Shigella.

El nficles basal as wn complejo que puede ser dividido en dos secciones: 1) r
na regién interna, la cual se encuentra wnida al 1fpido A y que estd formada o
L-glicero-D-manoheptosa, 2-ceto-3~-Decxioctonato (¥D0), fosfato y etanolamina y,-
2) tna regibn exterior, la cual, en Salmonella se caracteriza por un pemtasiri-
do compuesto de glucosa, galactosa y N-Acetilglucosamina, como se observa en 1:
Fig. No. 7, {Osborn & Rothfield, 1971).
REGION ‘..[II.— La regifn polisaci¢irida del nficles basal 2sti unida a la Regién ~
IIT, o mejor cénocida como 1{pido A, mediante enlaces cmtocfditoss Consizte de -
un glucosamino disacdrido acilado 1lsvando residuos de fosfato en las pcsiciones
1' y 4! (Galanos y wols., 1975); los enlaces &ster Posforil de la posicibn 4! -
estdn parcialmente susbtitufdos por 4-amino~g4~deoximl-arabinosil (4-arall), (Riet

schel y cols., 1975).

4, ANALISIS DMUMOENZIMATICO (EL I S a4 ).

Durante las dos Gltimas décadas se han incrememtade el ffimero y variedad de



oC-TiV oC - Gic
L3 4

——-)(2)-(0()-Man-t.4-aum-t,3 -C-Gal-| ___;

FiG. No. 6 UNIDADES DE REPETICION “0" ESPECIFICA
DE SALMONELLA typhi 9,12

{Tomado de: Westphal, O. Bacterial Endotoxins. {oth .~ Symp.
Copemhagen, . Int. Archs. Allergy Appl. Immun. 49: 1-43, 1975),

Glc NAc Gal I P, EfN

| 1 7 N \
Gl I1- Gal I-6lc ]~ Hepll-Hepl-KDOTI-(KDOL,KDOL)
Pentasacarido Heptosa / K DO

FIG. No.7 Estructura del nucleo basal o Region II del Lipopolisacari-
do de SALMONELLA . Se observa el pentasacarido y las heptosas

unidas AL 'KDO.

{ Tomado de: Luderitz, 0., etal.— Ismslotion and chemical and Inmy
nological. Characterizction of bacterial Lipopoiysaccharide. Mino-
bial toxins. Ed. by. George Wernbrum ond Solomun Kadis, Acade-

mis Press Vol T, p. 145- 205, 19T\ ).



de pruebas para Inrunodiagnbéstico. Una de las razones pari esto, ha cido el ds
sarrollo de métodog en los cuales se utilizan antfgenos ¢ anticuerpos marcados-
resultando asfi, pruebas con un muy alto nivel de sensibilidad y especificidad-
(voller y cols., 1978),

Asi{, en la bfisqueda de nuevo métodos, Voller y Cols., demsotraron que las =
enzimas podian ser ligadas a anticuerpos o ant{genos formando comjugados en —
los cuales se conservara tanto la actividad inmmolégica como enzimética. Es .
8%, como surgié una nueva prueba para inmmodiagnéstico, conocida como ensayc-
inmunoenzim&tico ELISA (Ensyme linked immmosorbent assay), (Voller y cols., -

1978).

METODO INDIRECTO PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERFOS.

Ha sido muy utilizado enenfermedades infecciosas para la cuantificacién de-
anticuerpos especificos. El antfgeno se pega a la fase sélida y, se incuba con~
la muestra problema; si existen anticuerpos especificos reaccionariy con su res
pectivo antégemo: Después se lava y se afiade el conjugado anticuerpo~enzima, se
incuba de nuevo y, por ~ultimo se afiade el sustrato correspondiente y se proce-
a leer el color desarrollado (Voller y cols., 1978). Ver Fig. No. 8.

Carlosson y cols., dcscrﬁbieron un ehsayo inmunoenzimdtico para la determi-
nacién de anticuerpos contra antégenos de Salmonella en pacientes con Fiebre ti
foidea {Carlsson y cols., 1975). Por otra parte, Sippel y cols., describieron -
un ensayo inmunoenzimitico-utilizandoe como antfgenos proteinas de mambrana exter

na de Salmonella typhi en sueros de pacientes con fiebre tifoidea, observando -

que la prueba posse alta sensibilidad para la determinacién de estos anticuerpos

(sippel, y cols., 1978).
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| EL Antigeno se absorbe ala placo

Lavar

2 Se ogrega el suero: los Anticuerpos
espacificos se unen @ su Antigeno

A
Lavar %

3 Agregar Anticuerpo ligado a enzima

=
A
Lavor %

o
Do eS8 T
e &t uw®
4 Agrsgar Sustrato OQ“E'OD
<

I

Canfidad Hidrolizada = Cantidad de Aniicuerpo presents

FIG. No.8 Ensayo (nmunoenzimatico tipo Indirecto,

(Tomaodo de: Voller et al Bull. Wld. Hith. Org. 53: 55-56, 1976),
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€ BJETTIUVOS

fstablecer si en ruestras de calostro y sueros respectivos, de mujeres
en puerperio, existen anticuerpos clase IgA dirigidos contra lipopoli-
sacdrido de Salmonella typhi cepa 8901 por andlisis Inmuroenzimitico -
ELISA.

Estandarizacién del método inmmoenzimdtico parz la determinacién de -

anticuerpos clase IgA especificos contra LPS de Salmenalla typhi.

Ccmparacién de los resultados obtenidos por andlisis inmunoerzimitico-
cen los obtenidos por la técnica de Hemaglutinacién pasiva, para una -—

mejor interpretacién d= los mismos.

Establecer los.valores de Iga total em las muastras de calostre por =l -

método de Inmunodifusién Radial.

- 16-



III MNATERIAL Y NETCDOS,

1. CODTENCION YV OTTATCINTO BT LAS IUZITRAS DX SJEND Y CALOCTIG.

20 mucstras de suere y calostro fueron obtenidas de mujeres internadas en ~
&2 10spital Gemeral de Salubridad (854), entre el primero y tercero dfas dec--
d=1 parto, con adades entre loc 15 v 35 afios, las muestras de calostro se ob-
tuvieron manualmente 3, las de sangre fueron obtenidas por pwicidén vonosa.

Las midstras de calostro fueron centrifugadas a 4000 rpm por 17 miruts: -
con el fin de su deslipidizacién y eliminacibrn de elementos tales, como célu--
las. Tesjufs da centrifugar, la capa superior resultante es eliminada y, la cz2
ra intermedia es extratdd, quedando er el fondo un sedimento ¢l <ual es elini-
nado también, de acuerdo al método descrito por Lemaitre-Coelho, Por ditimo,-
las muestras se conservaron a -10°C hasta su uso.

Las muestras de sangre fueron colocadas en wna estufa a 37°C ;nr 30 minutos
para la formacifmrdel colgulo; despuds, se centrifugaron a 2500 rpm for 10 minu

. 0
tos y posteriormente, los sucros fueron separados. Se conservaron a =10 C,

2 PREPARACION DE 10f RELCTIVOS PARA UL ANALICIS TIMIMICENZIMATICO,

“

a) Recutrimiento de los discos dé los discos de rapel con anticemo LFPS de

Salmonella typhi (De acuerod al método descrito por Lehtonen y cols.,1980).
Se cortaron discos de papellio, 597 (Sheleicher & Schuell) con un difmetro de
13 mm, Se pesaron 3 g de los nismos, se colocaron en un recipiente y se les afia
di6 30 ml de NaOH 3 N, agitando 10 minutos. Posteriormente se lavaron con agua-’
destilada hasta eliminar todo el NaOR 3 N. Al terminar, se agregaron 180 ml de-
¥a,C0, 0.1 ¥ junto con § g de tromuro de cidnogeno, (prcw) previaments:- disuelto
tn € ml de acetonitrilo (CH4CK), se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente-

se lavaron con agua destilada hasta la eliminacién del bromuro. Por ©tre, lade -

se pesaron 0.02 mg de lipopolisacdrido de S. typhi, obtenido por el método ya -
descrito por Wstphal y Taan (19€%) v, se disolvieron en 60 ml de borato de sodio
0.025 ¥ y, ésta solucién fué afiadida a los discos. Se dejarcn en agitacifn toda-

o
1a noche a 4 C, lavando al dfa siguiente con amortiguador borato de sodio 0.025V.

-17 -



Despuds se afiadié una solucién de 60 ml de borato de sodio 0,025 M y glicina -
5 w1, dejando en agitacién a temperatura ambiente por 4% minutos. Al final, se
lavaron con amortiguador Tris-HZl1 0.05 1! junto con albfmina sérica bovina 0.1-

D

0
mg/ml. Se caonservarom a 4 C hasta su uso.

2,2 Murificacién de= anti-IgA Humana.

Se prerard una colimna de immunoadsortente a partir de¢ aminohexilsepharosa~
(5igma Fine Chemicals), y se inmovilizaron anticuerpos IgG humanos, de acuerds
al método descrito por Cambiaso, en 1975, con lo cual se obtuvo una columa de

IgG-Sepharosa 4 B. A &sta, se pasaron S ml de suero de conejo anti-IgA secrcto

Sepharosa 4 B (rreparada de igual manera) incubando 20 mirutos a temperatura -
ambiente, Tespufs, la columna se lavd con amortigquader P25 y los nticuerros -
anti-Igas de la columna de sepharos: fueron eluidos con ﬂtquH 1.5 % {pandli--
ker y cols., 1967), recolectando alfcuotas de 1 ml; s2 midié 2a avsorbanci:z da
&stas y, las que presemtarcn lecturas mayores a 0.1 a 280 mm, se reanieron ¥ se

dializaren contra PDS, Por @Altimo, se coancentraron zor ultrafiltraciédn.

2.2 Preparacién del Tonjugado anti-IgA con Fosfatasa slcalina.

De acuerdo a la tdcnica desarrollada por Avrameas {156%).

5 mg de la enzima fosfatasa alecalina tipo VII (Sigma Fine Chemicals) se --
mezelaron con 850 ml de upa solucién de anti-Igd humana a una concentracié: de-
2 mg/ml (purificada en el paso anterior)en amortiguador PBS durante 24 horas;
después, se ajustd a un volumer de 1 ml con FBS y se aflasiercn 1C ul d2 gluta-
raldehfdo al 20% (Sigma Fine Chemicals), se agitd y se dejé en rapcso 2 horas a
tamparatura ambiente? Al terminar, se dializé con amortiguador Tris-itl 0.0 -
P € v se ajustéd a un volumen final de 4,85 ml con el mismo amortiguador, analisn

do atzida de sodio al 10%, junto con SO ng de 41lbumina s&rica bevina.

2.4  Titulacidn del Conjugado anti-Iqi-~Fosfatasa Alcalina.

Qe acuvio al método descrito por Voller y cols. (1979), se 1lavéd o coto Yl

titylacién del comjugado. Se hicieron dilucionss doblas an amortisuador cortioni-

- 10 -



toc 0.1, pE 2.€, de una Iga humana, erjezondo con una concentracidn, emper n
do con una concantracidn de 22 ug/ml. y asf sucesivamerte hasta completar 8 =i
diluciones, quedando 1z Gltime dilucién con una concentracién de 0,25 ug/ml. -
De estas diluciones, se tomarom 100 ul de cada una y se agregaron a wna placos
de poliestirenc (Munc Imwmnopl-tes Denmmarck) or la siguiente forma:lc primere-
dilucibn (36 ug/ml) se colocd eh cada wno de los pozoc de la primera hilers i
rizontal; en la sequnda hilera de pozos horizontal, se colocd la sigulerte <i-
lucibn (18ug/rl) y asf, hasta la octava y 6ltima dilucidn (0.25 ug/rl). Se dr-
jb-a -‘:OC toda 1a noche, lavando tres veces con solucién POO-Tween vy afiadiends-
Jespubs 100 vl de Albuwrina s€rica bovina al 0.1 X, despés se Lovd con TES-Twean,
Por otra parte,, se hicieron diluciones dotles de la anti-Ig’i- Fosfatasa alca-
lina, desde una dilucibn de 1:50 hasta wna dilucién de 1:1600 y, de cada una =
de estas ce aZadieron 100 ul en los pozos de la misma placa, fero esta ves, en
formu vertical, quedando cada hilera de la placa con wna diluciém diferente, y
se dejé a 4°C toda la noche. Posteriormente, se lavb tres veces con PBS Tween-
y por Gltimo, se afiadié a cada pozo 100 ul del sustrato de la enzima, p-Hitro-

enilfosfato {M.A. Bioproducts) a una concentracién de 1 mg/ml en xnortiguador

"')

carbonatos 0.1 M, se incubd 20 mirutoc a 279C, interrumpiendo la reaccién con-
25 w1 de aOH 2 M. Bl color desarrollado, se determiné en un lector (Titerteck
Maltiskam) a 40% nm. E1 titulo del conjugado se tomb en la Gltimz dilucién que

srecentd una lectura mayor a 1.0 de 2bsortancia.

o5 ARSlicic Trmuarcsnzinmatico. de tipo Indirecto para la determinaciém de Anti-

3

lerroe clece Igf anti-lLPS de Salmonella tyrhi.

Lazs muestras de calostro, ss{ como los sueros, fueron descongelados hasta el
d{a en que se utilizaron, Cada muestra fu€ analizada por duplicade.

Se colocaron 200 ul Qe dilvyente para las miestras en cada tubo, se afiadié
Sul de 1a muestra problema (sucro o calostro), incubando dos horas a 37°C. Des

pués so lavd 7 veces con solucién de lavado PBS-Tween;.se afiadié el conjugado -

anti-Igi-fosfatasa alcalina em wna dilucién 1:200, se incubb dos horas a 37°C e

-~ 19 -



al término, se lavé 7 veces con PBS tween, transfieriendo el disco a un tube-
limpio. Ge afidid el sustrato p-lMitrofenilfosfato 1 mg/hl 21 amortiguador care
bonatos 0.01 !' y se incubd 15 minutos a 37OC, interrumpiexnds 12 reacciébn cone
160 ul de Nali 3N. I color desarrollado, por el jroducte de lu reaccibn enzi
mdtici, fub detsrminade en un espectrofctémetro {coleman £/€) a 405 mm (Vo—
1lar y cols., 1978).

%1 testigo positivo utilizados como referencia fué un suero de paciente con
Fiebre tifoidesa, con hemocultive rositivo y presentando aderds, un tftulo hamz

.

glutinante de 1:200., Como comtrol regativo se utilizé sercalttimina bovina.

Las lecturas de las abcorbancias de las rmestras de calostro y sueroc, se inV

©
1
k14
(e}
0
o1

terpretarcn de la ciguiente manera: la absorbancic del control positiv

siderd como el 100% y, la lectura de la muestra ;rotlema Su# referida a 1z -z

tura dal control positive tomada comc el 1007, como s& describe a continuaciém:
* ds ibsorbancia en relacién = Absorbancia de 12 ruestira % 100
al control positiv Abccrbancia del control [czitivo

Bstc, seqin la Férmula descrita por Lin ¥ cols.,f1901},
La preparacidén de las soluciones utilizadas para el andlizisz inmunoenziméti-

co, se presentan al Final del trabajo (Apfndice).

3. TOCNICA DE BRMAGLUTINACION PASIVA.

2,1 QOufahci¥s dsl Lipopolisackrids crudo de Salmonella trshi cepa 0%CY

La cepa Salmoralla tv-hi 0901 se sembrd en medio de trizticasa soya agar (Sig

. 9 . .
xon) y se incutd ror 48 horas a 37°C. Despuls, se cosech$ con solucién salina £s
teril 5 se galentd durante dos horas a 100 C. Se d2jé anfrizr y se centrifusé &°
£0C0 rrm 10 minutos; el sobrenadants fué rrecipitado con al "oho‘ de 0’ v oot -

se obtuvo el lipopelisacfrido crudo, Se conservé a - 10%.

2.2 Sensibtilizacién de los eritrocitos Jz carnsro con LPS crude de 5. Tyihi,

La sensibilizacifn de los eritrocitos de carnero se llevé a cabo segln Nater,
2., 195€, Los eritrocitos de c arnero, conservados #n solucién de Alsevars enté-
aran _

ril, se lavaron treg veces con sol. amortiguadora de PES, cemtrifugando & 27

rpm durante 10 minutos. Se tomé 0.1 ml del paquete de eritrecitos lavados i ar-
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1

mezclaren cor C.2 ml del lipojolisachrido crude; se dejé =n incubacidsn oo Vi
fio marfa o STCC,SO minutos con. agitacifén contimua. Se lavaron tres veces y al-
términa 1 paquete de eritrocitos sz llevaron a wun volumen [inzl de £ ml con e
TBS, obteriendo asf, una solucidn de eritrocitos de carhero sensibilizados al -

N

2%. Esta colucién debe ser preparada el mismo dfa en que v a ser utilizads,

2.2 Tratamiento de las muestras problemz.

Las ruestras de suero fueron decomplementadas a 5€0C en baffo marfa durante -
30 minutos. Ensecuida, las muestras de calostre y suero fueron adsorbidas cin-
con eritrocitos de carnero, en la siguiente proporcién: 100 ul de la rauestra --
mis 10 ul de eritrocitos de carmero previamente lavados con F3Z; ce dejoron to-
&a la noche a 4°C. Posteriormente, se cantrifugaron a 1500 rrm , tres minutes,—
conservando el sobrenadante, el cual fué utilizado en la témica de Hemaglutina

cibn pasiva,

3.4 Téenica de Hemaglutinaciédn en Tubo

Las ruestras problema pretratadas fueron analizadas por diluclones dobtles, -
desde una dilucién de 1:10 hasta wna dilucién 1:1260, las diluciones se realiza-
ron con FES, a wn volumen Final de 0.5 ml, Después, se afiadieron 50 ul de eri——
trocitos de carnero sensibilizados con LPS al 2% y se incubé a 37° en bafio naria
ror 30 mirutcs. Después, los tubos se centrifugaron a 1500 rpm por tres minutos
y se determiné el titulo hemaglutinante {Williams & Chasam 1977). Simultdrecnen’
te, se probé un ‘control positive que consistil de un suerc hiperinrune de cont
Jjo, empezando con una diluciér{ de 1:100 hasta una dilucibén de 1:12800,

El t{tulo hemoaglutinante, se¢ ton5 en el tubo inmediato anterior en donde ce
observé un botén, esto es, eritrocitos sedimentados, que a diferencia de los eri
trocitos que aglutinardén, no formaron la cl-asica malla aglutinonte,

El criterio para considerar uma muestra problema como positiva, £yé basalo £
en la reaccién de aglutinacién bacteriana de Widal, en la que, muestras don tftu-
los de 1:160 o mayores se consideraron como positivas, y por Yo tanto, serd el tf

tulo de referencia para que una rmestra £o tpme como positiva,
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4 TLCITICA DE. IMMMODIFUSICN RADIAL DPARS 14 DOTEMYTNACION DT I-' TCTAL BN

ite

It

LAS JMECSTRAS DE CALOCTRC.

£1 procedimiento utilizado rara la determinacién de los niveles de Igh to-
tal en las muestras ce calostro fué de acuerde a la ticmica decarrollada por -
Mancini y cola., sn 1365, Se prerard una solucién de agarosa al 1% en solucdén
salina, se fundib hasta SGCC; se tomaron 15 ml de la solucién de agarosa y se-
le afiadi6 175 ul de antisuero anti-Igd, se hbmogeneizé, vertiéndolo después so
re una placa de vidrio. Se practicaron orificios sobre la placa y se coloca--
ron 5 ul de cada muastra de calostro, Sirmultineamsante, se colocaron concentra-
ciones conocidas de Ighs, purificada jor el métodp de Kobayashi (1971), para‘
establecer la curva estindar de Igd. Se empezd conm una concentracién de 20 mg-
al de IgAs y, por diluciones dobles, se obtuvieron las siguientes ceneentracip
nes de IgA secretoria: 10 mg/ml, 5 msml, 2.5 mg/ml, 1l.2% mg/ml, 0.£25 m3/ml 5
0.212 mg,"ml. Se dejé la placa a temperatura ambients durimte 72 horas y, posts
ricrmente loc halos de precipitacibn formados fueron medidos. La IgA sesretoria

utilizada se probé por Immunoclectroforesis, para ver su especificidad, de a=-

cuerdo a Williamms y Grabar.
Coeficiente de Correlacifn’

Nxy - (£ ()

“12;‘(‘-)2NY2"(Y)2
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I v RESULTADOS,

1. Titulacidy del conijucado anti-Icid-Fosfatasa Alcalina

La dilucibn 1:200 fué la que presentd una absorbamcia mayor a 1.0, Por -
tanto, &sta fub la dilcuibn a la que el conjugado anti-Iga-Fosfatasa alcalina

fué utilizado para el ensayo inmunoenzimético.

2. Purificacién de articuerpos IgAs.

.

For inmunoslectroforesis se probd la especificicad de los anticuerpos Igic
obtenidos por el método de Kobayachi, con los que obsarvd la especificidad de-

los mismos.

3, Resultados d=l anflisis Irmunoenzimftico v Hsmazlutinacién Pasiva,

Los resultados de las 30 muastras.de calostro analizadas por los métodos %
inmmoenzimitico y hemagluitinacibén apsiva, se presentan en la Tudbla 1, Estos~
resultados son el promedio de dos lecturas de absorbancia, ya que se analigados
por durlicado. Asfmismo, se observan lcs porcentajes de absorbancia en relacibn
al control positivo, el cual precsent$ wn promedic de absorbancia de 1,02, valor
que fué considerado como el 100¥ y al que fueron referidas las absorbancias ob-
tenidas de las muestras problema, enseguida se aprecian los titulos hemagluti-
nantes resrectivos y por dltimo la interpretacibn de los resultados, Asf, de -~
las 20 muestras de calostro, sblo 13 resultaron positivas, es decir, con nive—
simificativos de anticucrpbs anti-LPS, lo que viene a representar un 43,27 del
total de lac muestras de calostro. Lo anterior fu€ basado en el criterio, de --
una ruestra que jresentara un t{tulo de 1:160 o mis, segim la reaccibdn de agluti
nacidn bacteriana de Widal, se considerd como positiva,

Las muestras positivas por hemaglutinacién presentarcn porcentajes mayores —
al 80% por anflisis irrannenzimdtico, a excepcibdn de dos muestras.

0a compararon los resultadados obtenidos por hemaglutinacibn y el anflisis
inmnoenzimitico de las muestras de calostro, graficando los porcentajes de absor
bancias en relacibén al control positivo contra los ti{tulos hemaglutinantes en le—
garitmos base 2, encontrando un coeficiente de correlacién r = 0.82, 1o que nos -
indica la correlacién existente entre ambos métodos, como se okecerva en la Gralica
Xo. 1. *
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TABLA 1. Resultados de las muestras de calostro por anflisis immumnoenzini

tico y hemaglutinacién pasiva,

YT o TRToTat S YRTICE S D I Y TalaRa ER LT SN 0 2 I N T T TP ) VAV pyremee ey i AT Ay
PR PA Y ASIORIANTTL L e ibiiwwe s I e et HIVAOLUTINATTS IWTTTITNTTUATICY

1. 1.00 1205 1:20¢0 +
2. .58 .57%8 % ' . 1:90 -
kP 0.90 9.2 % 1:20 -
1. 0.62 60,7 % 1:40 -
5. 0.63 62.7 % 1:40 -
£, 0.97 95.1% 1:640 +
7. 0.77 75.4.% 1:80 -
8. 0.83 81.3 %, 1:160 +
°, 0.85 83.3 % 1:320 +
10. 0.41 40.17% 1:40 -
11, 0.82 80,3 ¥ 1:80 -
12, 1.14 112.0 1:320 +
12. 0.70 68.6 % 1:220 +
14. 0'75 7"1-5 :: 1:80 -~
15, 0.55 53,9 % 1;20 -
15, 0.50 49,0 ¥ 1:20 -
17. 0.75 7.5 % 1:150 +
18. 0.€9 67.6 % 1:40 -
19, 0.58 56.8 % 1:20 -
20, 1.21 109.0 ¥ 1:1€0 +
21, 1.06 1040 % 1:320 +
20, 1.06 104.0. % 1:3%0 +
22, 0.72 70,5 X 1:20 -
2, 1.08 106.0 ¥ 1:540 +
25, Q.58 ©56.8 % 1:40 -
26. 1.05 102.0 % 1:640

7. 1.05 103.0,% 1:720

2, 0.65 63.7 % 1:20 -
I 0.80 78.4 % 1:80 -
0. 0.77 75.5 % 1:80 -
Control (+) 1.02 100.0 % 1:800 +
cewerol (=) o0.28 34,3 %

%® - ol ~ sy~ - {
S iromedio de las lecturas de absorbancias de las rmusstras individuales -rela-
das por duplicado, )
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Asimismo, los resultados de las 30 muestras de suero correspondientes, jor
nilisis inmmoenzimitico y hemaglutinacién pasiva, se precentan en la Tabla -
. De manera andloga, sn la primera columma se observan las absorbancias dé --
as muestras, enseguida los porcentajes de absorboncias:en relacién 1 contie®
ocitive, ti{tulo hemaglutinante respectivo y, ror filtimo la interpretacién del
sesultado. Te las 30 muestras analizadas, 9 presentaron titulos mayores a 1:180,
0 que siqnifica wun 207 del total de las muestras de suero contiencn anticuer—
05 sgiecificos anti-LIS de 5. typhi.

De igual mansra, las musstras de susro que fueron positivas freseéntaron por-
zentajas de absorbancias mayores al 80Y. Bn la Gréfica Mo, 2, se gompararon los
resultados de las I0muestras de suerc ;or andlicic inrumoenzimdtico y hemagluti’
aacidn pasiva, encontrando un coaficients de correlacibdn de r = 0,80; se grafi-
zaron los porcentajes das abcorbaneis en relacidén al control positivo contra 21—
logaritrmo base 2 de los coreespondientes titules hemaglutinantes,

Los resultados de las muestras d2 calostro y suero, s= analizoren en conjun

to an 12 Takla 2; an donde, podemos observar gue tn nimers mayor de las muet—-

fat
an Ao\ P

tras de calostro, presentaron anticuarpos especificos anti~LFS (:..;.J,, o~ cem

paracifn con las muestrag de suero, que sélo fué wn 20,07,

TaA3L A 2. Resultados de las muestras de calostro y suero analizados en cone

2

Jjunto.

Yo, Total de Mmestras Iluisstras Positivas % Del total de=fiestras

CALOITRCS 20 12 82,2 %
SUZRODS 30 9 20.0 %
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3. Resultados de las muestras de suero por anflisis inmunoancirf-

’

~ N
tico y hemajlutinacién paciva,

IUZSTDA  AZ30TE > DI ADCOLDANCIA  TITULO ISNACLUTINANTS  INTTRPRATATITL
1. 0.76 745 & 1:80 -
2. 0.62 €0.7 % 1:80 -
3 0.6€ 64.7 % 1:40 -
e 0.78 76.5 % 1:80 -
S 0.97 795.1 % 1:160 +
€. C.9¢ 94.1 % 1:160 +
T C.65 63,7 % 1:20 -
g, 1.00 98,1 X 1:160 +
Qe 0.94 921 % 1:320 +
10. 0.93 91.1 % 1:20 -
11, .81 79.4 % 1:80 -
12, 0.22 91.1 % 1:220 +
3. 0.82 20.2 % 1:20 -
14, 0.70 €8.6 ¥ 1:40 -
1%, 0.97 95.1 % 1:320 +
16. 1.00 %t.1 % 1:80 -
17, 0.77 75.5 % 1:80 -
18. 0.2 50.0 ¥ 1:20 -
12, 21,05 2.9 % 1:160 +
20. 0.79 77.4 % 1:40 -
22, 0.58 56.8 % 1:80 -
22, 0.7 795 % 1:80 -
az. 0,70 . ee,c 1:80 -
245, c.o7 95:1:%" 1:8C 2
2c. 0.76 745 % 1:80 -
26, 0.98 96.5 X 1:160 -
27. 2.9 95.5 2% 1:160 +
28, 0.76 74.5 ¥ 1:4 -
20, 0.72 €9.6 ¥ 1:40 -
20, 0,69 €7.6 % 1:40 -
Control [4)1.02 102.0 o 1:800
Cortrol {-)0.2° kR Pk
¥ I:T‘.Zcf?i\ fo Mas tactaras de absorbancia de las rmestras de cuerc [rovadas jor

gurlicnle,




%o
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1104

100

90”

804

701

r= O8O

| 2 3 4 5 6 7 Lag, tltulos nemagutinantes
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4, Comparacién de los resultados obtsnides ter andlisis Immunoenzindtic

< Hemaqlutinacidn Faciva en lac meeseras de calostro v osuero.

B la Tabla 4., ce prazentan 1oz ;orcentajes Az absorrancia sn reluaciéne-
Al control positive de las muestras de calostro y susro y, al e2fsctuar 1los --
cdlculos -orresrondientes no se encontrd correliacién entre ambos orcentajes—

de absorbancias obtenidos.

TABL A 4, Resultados de las muestras de calostro y sueros respectivos —

Y - L
por andlisis inmunoenzimitico.
) " DT ABSORDANCIA DU DTTLUOTON AL TUNTRCL PCIITVO
MUTSTR CUZR0 CLLE3TTD IUTITTA et CALOSTOG
b 74.5 % 122.5 16. 8.1 4.0 %
2, 61,7 & 7.8 % 17, 755N 72.5 58

3 [ gg.2 ¥4 18, 5.0 % 65,6 %

76.57%° 60.7 X 19. 102.9 & 5€.0

5 95.1 o 2.7y 20, 77.4 % 109.20 ¥

6. 94,1 % 95.1 ¢ 21, 56.8 % 104.0 %
o}

2L
r
(38
-~
L
.
w
£33
=
(o]
ENS

7. 63.7

g. 98.1 %

e

2
w
)
(s
R
n
(X
an
=]
[+
3%
-~
(o]
A9:]
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9. 92.1 % £3.5, 24, 95.1
10, 9.1 % 0.1 25, . 74.5
11. 79.4 % 80,2 ¥ 2%, 9.5 %  102.0 ¥

aL
[
o
(3%
.
[+ I
A3

e
wwn
[sa%
.

12, 9151 % 112.0 ¥ 27. 95.1 ¥ 103.0 %
3. 30.2 ¥ 68.6 o 28, 74,6 63.7 %
14, 68.6 % 74.5 % 29, 69,6 % 78,4 0%
15. 95.1 ¥ 53.9 % 30. §7.6 % 75.5 %
Centrol (100%) 100.0 %

Cceficiente de Correlacién r= 0.01,
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Del mismo mado, los resultados obtenidos por kemajlutinacidn paciva de I
rmacotrac de calostro, asi como sus sueroc rvcpectivos, se presentar en la —ee
2h1o 5. De rmamera anfloga, bo se encontréd correlacién entre los titulos homa-

glutinantes de las muestras de suero con la muestra de calostro correspondien-

TADBLA 5. Resultados de las muestras de calostro y suero respectivo »or

Hemaglutinacién Pasiva,

TITULOS HNEXNAGLUTINARNTES
MUSSTRAS SUERD CALOSTRO MUCSTRA SUZR0 CALOSTIO
1. 1:80 1:320 16. 1:80 1:20
2, 1:80 1:80 17. 1:80 1:160
z. 1:40 1:80 18. 1:20 1:40
4. 1:80 1:40 19, 1:160 1:20
5. 1:160 1:40 20. 1:40 1:160
6. 1:150 1:640 21, 1:40 1:320
7 1:40 1:40 _ 22, 1:80 1:220
g. 2:160 1:1€0 23. 1:80 1:320
9. 1:320 1:320 . 24, 1:80 1:640
30. 1:80 1:40 25. 1:80 1340
11. 1:80 1:80 26, 1:160 1:640
12, 1:320 1:320 27, 1:160 1:320
12, 1:£0 1:320 28, 1:40 1:20
14, 1:40 1:80 29, 1:40 1:60
15. - 2:220 1:20 30. 1:40 1:80
Control positivo 1: 3200
Coeficiente de correlacién r = 0.28
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¢, Ccncentracién Do Igd tetal en las ruastras de calostro ror Inmunodifusién
“adial, l
Los didmetros de los halos de sracijzitacidn obtenidos an la inrunodifusién
radial para establecer la curva estindar de Isd total s2 presentan on la Tabla
5. Zn la primera columna, 5= obsarvan las concentraciones dsz Igh en ug,'ml, en-

sequida se expresan las cencantraciones en legaritmes base 10, y finalmente =

H
o
5

M
O
*3
cr
3
&5

)
)4
b
Q
b
a
o
;

los didratros de los halos 22 rrecifitaci

TA2L A& 5, Curva estdndar jara la determinacién de Igd total en las muestras

de calostro per Inmwmedifusidn ladial,

’ -
Iga ug/ml Lon A0 Difmetre {mn)

12 CCo .00 5.5, 15.5, LLE
5 CCC 2.8 i2.5, 12.5, 12,5
2 3500 .27 10.0, 17.0, 10.C
1270 2.02 €.0, 2.0, &%
cen 2.7e 7.0, 5.5, 5.0
212 2,42 5.0, 45, 3.0

Con los datos antericres ze astableci la cwva estfadar Igh, graficondo -

la concentracifn de Igh en logaritmo bace 10, zentra 2l difmatro de los halos-

33
T
43
il
o
a
o
*
s
(4]
i
ho)
¢}
o
o
1
.3
I
o
)
W
N
a
Q
)
o

de rrecifitacién, encontrands un cocficie 3e
observa en la Gréfica Yo. 3.

& partir de la curva estindar, se extrapclarcn los difdmetros de los halos de
precipitacisn de las muestras de calostro para astatlecer los valores de Igi to
tal. En la Tabla 7, se presentan las concentracicmes de IgA total obtenidas en-

las 25 muestras de calostro analizdas.
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1 B L A 7. Concentracién de Igi Total en lac 26 muestras de calcetre

IO COMTITTTTNICH Tga PULCSTI CORCINTRACION Iz
{ma/m1) (mg/m1)
1. £,01° 14. 0.56
2. 17,50 15, 0.58
. 19.95 16. 0.56
4. 0.63 17. - t12558
0.63 18, 0.79
6. 3.98 15. “10,00
7. .25 2. 5.12
g, 3.98 21, 1,07
. 12,59 22 15.84
10. 0.56 23 12,58
. 12,58 24. 5.12
12, 1.99 25, 1.17
12, 1.58 2. 12,58

Se ohserva gron variacién en las concentracione de IgA total en las 26 mues-
tras de calostro, lac cuales, van desde 0.56 mg/ml hasta una concentracién de -
1¢,9% m;,ﬂl de calostro, obteniendo una media de 5.61 mg/ /el ¥ na desviacibn es~

té&ndar dc £.0°,

€. Comraracion In -2 moh~entraciones de JgA total presente en las muestras de-

cplostro con los titulos hcmaglv*mmtcs.

Ce compararon los valores de IgA total presente en las muestras de calos-
tro, contra los titulos hemaglutinantes respectivos, como se¢ observa en la Taw
Lli 2, 4] miome tiempo el coeficicnte de correlacibn r = 0,29, indkca la falta
de cerrelacién que existe entre la concentracién de IgA y el tftulo hemagluti

nante. .
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TAT LA & Comraracibn de los nivelec de Igh precente ch las muectroc ds

culostrozcon loc titulos hemaglutinantes.

Ry Igh {mo/m1} TITULO MUEsTRA  Iea (me/ml)  TITULO
1. 5.01 1:320 14, 0.5¢ | 1:00
2, 1.58 1:00 5. 1.58 11150
. 18,98 1:80 6. 0.56 L0
4, 0.63 1:40 17. 0.58 1:00
5. 0.62 1:40 180 0.79 1:162
£, 2.98 1:640 19. 10,00 1:320
7. 1:0¢ 1:80 20, 5.12 1:220
g, 2.98 1:160 21, 1:07 1:80
9. 12.58 1:220 22, 15.84 1:64
10, 0.56 1:40 23. 12,58 1:640
11, 12,58 1320 24. 5.12 1:520
12, 1.99 1:320 5. 1,07 1:20
12, 1.58 1:20 26° 12.56 1:00
Coeficiente de correlacidn r = 0,39,

T, Cemrarecifin de las concentraciones de Iok total en lac muestras de calostro

con los ~creenteies de-rabsorbancia obtenidos.

los valores de Igh total presente en las rmuestras de calstro fueron comparas
dos centra los porcentajes de absorbancia en relacibn al control positivo obtenidos
ror anflicis inmwmoenczimdtico, como se muestea en la Tabla 9 no se encontré co-
rrelacidn, lo cual, puede sugerir, que las muestras de caleetro con mayor concen®

- tracién de Iga total, deban presentar mayor cantidad de anticuerpos espectficos-”

contra LPS de 5, typhi.
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TABL A 9. Comparacién de los niveles de Iga total =n las muestras Jde calos-

tro y porcentajes de absorbancia obtenidos por anflisis inmunoen-

fimitico
MTITRY Tod ol TUIITTL I3A nrE
joliabie PSCRNLY
one /) s mARn e Y TR S ArADN s
ng/ml FRS R AT L R Siiu e A
ot
1. £.81 1ez.exn 1.5, 0.56 0.0
4 M kxd 4
2, 1.0 59.8% T 1,58 TSN
” XY
o 19,95 89,00 116. 0.586 6.5

. 0.63 SR 7. 12.58 56.52
‘ 0.52 - Wi+ 18, 0.7 109.0%
. 5.58 I N L 10,00  104.0%
. 1.25. L orsan” 20 5512° '104.0%

. 3.98 0 o2 w21, 1,07 - 70.5
3. 125 841y 22, 15.85 - 10€.07
2, c.56 20,17 23, 1258 - 10h.c¥
1. 12,59 112,01 24, 512 102,07
12, 1.0 68,57 25. 07 €2.70%
13, 1.58 S3.95° 26, 12,58 78,45

2, Zosficiants de Variacisn (CV).

“TPara  observar 1 reproductibilidad del ensayo inmuosenzim-&tico, se presenta
las lecturas da absorbancia de una muestra sextuplicado, gunto con la dasviacién
astindar obtenida, 12 media y el cceficiente de variacién, como se mues tra en -

la Tabla 10,

TABL A 10: sbsorbanzias por Sextwrlicado.
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Los resultados demuestran la presenciz de anticuer:os especificos clase Igl
Anti-LP0 de Colronells tvrhi en 13/30 de las muectras. EI criterio establecide
rarc considerar uma muestré positiva, fud andlogo al tétule reportacdo por Vi-
da en su reaccibn de aglutinacién bactericra, tomando cone positiva una il
tra, aguells que rresentara uwn titulo hersglutinants de 1:16C o mayor.

Lo existencia de talec anticuerpos especificos en c¢alestro, pudierz onl:.

curee da ccusrdo a el modelo planteado por Rous. en 1977, donde linfocitos B --

recursores de Igh, que se encuentran localizadas en placas de Peyer del intes

(o8]

tiro delgado, despubs de ser estimulados antigénicamente, migran hacia nédules
mesentéricos en donde pasan por un proceso de divisibn y diferenciacién, 1lle--
gando al conducto torfcico y posteriormente a la corriente sunguinea paora loca
lizarse finalmente en superficics mucosas cel irtestino delgado, gléndula mami
rix ; otras superficies mucosas (Roux Yy cols., 1977).

T rresencic de anticuer;os especificos en el grupo de mujeres estudiadas -
jodric sugerir une infeccibn reciente, por Salmenella tyohi, una vacunacién en
un 1i7so menor a dos afios, o bien, que z2 pudiera tratar de portadoras sanas,

Tor otraz parte, los resultadoe obtenidos por el andlisis inmunoenzimitico-
coreclocionar con la téenice de hemaglutiracidn pasiva, presentando un coefi--
ciente de correlacibn de r= 0.82 y r = §.80, para las rmuestras de calostro y -
suero resjpectivamente, lo cual indica la funcionalidad del ensayo inmunoenz m_!:
tico.

les walores de Igh total obtenidos en las muestras de calestro por inmunodifyu
sibn radial, presentaron gran variabilidad, ya que van desde 19,99 mg/ml de ca~
lostro, /. su vez, se observd que no existe correlacién entre las concentracio--
nes de Ig4 ottenidas en las muestras de calestro y sus respectivos porcentajes
de abgsorlonciz en relacidn al control resitivo, ya que se observd un coeficien
te de correlazibn r = 0.47, lo que ruede sugerir, que ro necesariamente las nues

tras con mayor concentracién de Igh total, presenten mayor cantidad de anticuer

roc esrecificos contra LPS de Salmonella typhi.
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Por filtimo, los anticuerpos anti-LPC de Solmcrall.
muestras de calostro y la transferenciz de éstos al recién nncide mediante 1a
alimentacién con leche materna, va ihplicar gran importancia bioldgica fora fs
tedebido a la probable participacién de estos anticuerpos especificos en la rre
teccibn ¢ infecciones por S. tyrhi.. Lo anterior, se suma a evidencias anteria-
res, apoyando que la alimentacién con leche materna protege al recifn nacide --
contra infecciones gastrointestinales, aunado a otros factores que conticie i~
calostro y leche con propiedades cntisfinfecciosas, tales como lisozima, lecto--
ferrina y células que incluyen macréfagos, linfocitos T y B (Hansor y ccle, 1072,
los cuales, se ha reportado, estén involucrador en 12 produccifn de mnticuerjos -
especificos contra antfgenos "O" y "It de I. coli {Carlsson y cols., 197€), anti-
genos "O" de Shigells (Carlsson, 1972), antfgenos "O" de V. cholerae (Svemner—-

holm y cols., 1978) y, ¢ontra enterotoxinas - de £, coli y V. cholarus (Holm-

gren y cols,, 1976). Asimismo, investigaciones sobre linfocitos D producteres de
anticuerpos Igh en leche mayerna, har demostrado grarn parte de estas células —-

producen anticuerpos contra antfgenos enterobacterianos (Ahlstedt, y cols., 1975).
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Los resultados obteridos por el anilicis inmunoenzimitico y nor la téenil
de Hemaglutinacibr pasiva muestran la presencia de anticuerpos clase Igh esje
céficos-dirigidos contra lipopolisacirido de Salmonelln typhi en las muastric
de suerc y <clostro.

Por otrg parte, se observd que en las muestras de suero 9 -ie 30, ¥ en 1z
de calortrc, 13 de 2C, fueron el total de las ruestras positivas, Acimisro, -
se obsarvé, que un titulo de 1:80 fué el que presentd mayor frecuencia, esto-
rediera explicarse, debido a las condiciones de saneamiento ambiental que pre
valecer, como lo es la falta de agua potable,el riego de hortalizas con aguas

negras, etc, y por consiguiente un exposicibn contfnua del individuo a Salmone

evé 2 cabo la estandarizacién del ensayc inmunoezimitico, utilizando
rara ellc discos de papel filtro, como fase =6lida, siendo este hecho, de gran
importancia er wuecstro pafa, ya que de no utilizar estos, se ticne que recurrir
& otro tijo de fuses sblidas como placas, tubos, discos o perlas de poliestire-
noe o pelivinilo, Zsto implica, la importacién de ese material y aunado a su ale
to costo, rerresentan una desventaja del método, junto con la limitante de apa=-

Tato

“w

lectores, Por consecuencia, lac ventjas de la utilizacién de discos de pa
pek Piltro cor su bajo rrecio, la prueba se puede realizar en un tubo, ¥ la lqg
tura de las alsortancias se lleva @ cabo en un espectrofotbmeto coméin.

Cabe mencionar tambifrn, que el ensayo inmunoenzimitico posee la ventaja de ~
roder deterninar inmunoglobulinas clase especificas, en este caso, Iga especifi-
ca contra LIS de 5. typhi.

Al ser comparados los rssultados del ensayo inmunoenzimdtico con los resulta
dos obtenidos por la técnica de hemaglutinacién pasiva, se observé correlacién -
entre ambes métcdos, presentando coeficientes de correlacibdn de 0.82 y 0.80, pa~
las muestras de calostro y suero recpectivamente.. La técnica de hemaglutinacién

astva y los resultados obtenidos por ésta, fueron de gran ayuda, ya que, en base

a ellos se estatlecié el criterio jara establecer una muestra jositiva o negativa
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en el encayo inmunoenzimitico.

Los niveles de Igi total ottenidos en las rmestras de calostro preasentan gran
variacidn, yu que van en un rango de 0,56 hasta 18,89 mmﬂnl de calostro. Estos-
valosres no correlacionir =eh “or porcentajes de absorbancia obttenides por el a
rilisis inmunoenczimitico, lo cual, indiea éue las rwestras con mayor concentri-

s

cifn de Igs total, no necesariamente presentan altos niveles de anticueryos Igi

aszecificos contra ¢l LPS de Salmonella tephi.

-

ace resaltar la importancia de la alinsntacidn com calostro—

o]

Taw A8 -
Tor Gltimo, st

;v lache materna al recibn racide, ya que junto con ingrediantes nutricicnnles, -

25 administrods eon anticuerros espec{ficos, chlulas Fagociticas, y otros facto-

camente activos on wm raribddo, en 2l que, los mecanismes de delen

-
]
3
-
L
]
&
£
<
A
o
[5¢]
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Hg‘:12 .6H20 0.00I M P.M. : 203,21 ¢ 203.219g = 1 mol
% -,001mol
x= 0,2 g de

FgCl, . €R0

NaCl 0.15 ¥ P.M., 58,444 58.445 ~ 1ol
x = 0.1% mol
%Xu8,76g de lall
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¥ =1.34 g d2
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' X - 0,01 mol
) x= 0.2 ¢
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e} Solucisn de lavado PRS~twaen 20
Tween-20 0,033 0.03 ml - 100 m] de 3C

X ~ 1890 ml

x = 0.3 nl FOS=Twacin-20
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