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I. INTRODUCCION.

Los nifios con gastroenteritis por salmonelas no typhi en su -
cuadre clinico mestran manifestaciones de tino general tales como: -
fiebre, estado de choque (sin o poca relacidn con la deshidratacidn),
leucocitosis y alteraciones de la coagulacidn que sugicren que la bag
teria no permanece Gnicamente en la luz del tubo digestivo sino que -
produce episodios hacteriémicos con mayor frecuencia de lo hasta aho-
ra aceptado.

Evidentemente las manifestaciones clinicas, al igual que en to
das las enfemmedades infecciosas, son la resultante de cuatro facto--
res interrelacionados, i.e.: la magnitud del inéculo, la clase de sal
monela, la resistencia del hudsned y la ruta de inoculacién. Asi el -
cuadro clinico exhibe un espectro que va desde el nortador asintométi
co y las formas subclinicas hasta las septicemias fulminantes. Nesde
1943 Seligman y col. (1), describieron las cuatro variedades clinicas
que adopta una salmonelosis: 1) gastroenteritis, 2) hacteriemia septi
cemia con o sin localizaciones focales, 3} cuadro tifoidico y 4) esta
do de portadores convalescientes o sanos. Estos cuatro sindromes des-
critos pueden ocurrir en forma individual, consecutiva y algunos ca--
s0s, simultdnea. Aunque algunas especies muestren tendencia clara pa-
ra expresar preferentemente algunas de las formas sindromdticas, con
mucho predominan las manifestaciones gastrointestinales (2,3,4,): -~ -
81% en encuesta de Safra y Winter (8), la que también vevorta bacte--
riemia y septicemias con localizaciones variahles de porcentaje cerca
no a 4%, Cherubin (6) en 2,120 episodios de gastrvoenteritis por salmo

nelas para el serotipo typhimurium reporta gastroenteritis en 80.8% y




localizaciones cxtraintestinales en 2.7%.

Los cuadros bacterémicos y septicémicos durante la evolucidn de
cuadros enterales por salmonclas. son eventos frecuentes en la evelu-
¢ibn clinica. Kunate v col, {7) en 1065, informan de un caso de hepa-

titis consecutiva a gastroenteritis y septivemia por Salmonella - -

typhimurium, Kumate y Takane (8), en una revisién de 254 nifios inter-
nados en el Hospital Infantil de México, entre 1953 v 1960, en los --
que se cultivé alguna especie de salmonela en las heces fecales; en--
contraron una elevada incidencia de bronconeumonia, colestasis y fa--
ringoanigdalitis como complicacidn del episodio de gastroenteritis. -
Se infiere que durante el curso de una gastroenteritis por salmonela
no typhi, hay invasin a la sangre y eliminacidn probablemente por la
orina de material antigénico de estas salmonelas.

Kumate v col. a principios de los 70 (9), mediante prueba de in
hibicién de hemaglutinacidn, cbservaron en pacientes con fiebre tifoi

dea la excrecién por materia fecal de antigeno de Salmonella typhi -

durante un lapso de 15 dias. El mismo grupo en 1979, refieren que des

pués de administrar la vacuna oral de Salmonella tyohi se nuede demos

trar que el lipopolisacirido {LPS) 9,12 se elimina tantoc con la mate-
ria fecal como por la orvina y hay respuesta humoral especifica, lo --
que indica que parte de este antipeno es absorbido a través del tu -
bo digestivo, que luego pasa a la circulacibn y que una parte de &1 -

es eliminada por el rifidn (10). A finales de 1978 con una prueba mu--

cho mis especifica y sensible {radioinmunoensayc) investigaron el ni-

vel de polisacdride 9,12 en sangre, orina y materia fecal de pacien--
tes con fiebre tifoidea, pacientes vacumados con gérmencs muertos y -

neonatos, ratificando las observaciones anteriores y encontrando que




en personas sanas y en la sangre de las madres y del corddn umbilical
de los hijos es posible detectar niveles muy hajos de material antigé

nico que cruza con los antigenos 9,12 (11).

CARACTERISTICAS MICRORTOLOGICAS DB LAS SALMONELAS.
Las bacterias del género salmonelas son quizds los gérmenes pa-
tégenos mis ubicuos en la naturaleza, forman una de las seis divisio-

nes principales (tribus) de la familia Enterobacteriacemy son clasi-

ficadas en tres especies primarias: Salmonella cholerasuis, Salmone--

1la typhi y Salmonella enteritidis. Salmonella cholerasuis y Salmone-

1la typhi constituyen cada una un serotipo {mnico. En contraste con --

Salmonella enteritidis donde se han descrito 2000 serotipos antigéni-

camente distintos (4). Desde el punto de vista clinico se manejan ---
précticas clasificaciones de las salmonelas de acuerdo a las preferen
cias de &stas por un huésped determinado y adaptaciones al mismo - -
(2,3,12), pero en témminos generales se habla de salmonelas con gran

capacidad invasora i.e. Salmonella typhi y salmonelas poco invasoras,

que usualmente producen gastroenteritis aguda, autolimitante e infre-

cuentemente invaden el torrente sanguineo i.e. Salwonella typhimurium,

Salmonella anatum.

~ PARED CELULAR DE LAS BACTERTAS GRAM NEGATIVAS.

El polisacirido de las enterobacterias se encuentra localizado
en la pared celular (13,14), ésta se encuentra constituida por tres -
capas distintas. La figura 1 muestrs una representacifn de la pared -

celular,
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1.2, MEMBRANA CITOPLASMATICA.

Es wna doble capa de fosfolipidos orientados con regiones pola-
res hacia el exterior y apolares hacia el interior, asociindose a -~
ellos proteinas por medio de interacciones fisico-quimicas (hidrofsbi
cas, cargas parciales) con pequeiias cantidades de carbohidratos uni--
dos a lipidos y proteinas.

Las proteinas estdn situadas en la sunerficie, en su parte me--
dia o en su interior y estfn constituidas esencialmente por proteinas
estructurales y de transporte. En la membrana sc realiza la biosinte-
sis de los diferentes constituyentes de la pared celular incluyendo -

el polisacdrido {15}.

1.2 ESPACIO PERIPLASMICO.

Contiene pentide-glicana responsable de la rigidez de la pared
celular (16). La peptidoglicana estd unida a la capa externa a través

de 1a Tipoproteina de Braun {(17}.

1.3, LA CAPA EXTERNA.

Tiena un espesor de 75 a 85 nm, estd constitufda de fosfolipi--
dos {principalmente de fosfatidilcolina) {1B) proteina especificas y
cantidades variables de lipopnlisacdrido que le dan la especificidad -
a Ta bacteria gram negativa y que reciben el nombre de factor "0, La
presencia de estos factores permitif a Kauffman y White a través de -
aglutinacidn con bacterias hom6logas y heterSlogas clasificarlas en -

serogrupos (19). Tabla N 1,

LIPOPOLISACARIDO.

Los antigenos somdticos 0 son parte de una estructura macromole

cular que forma la porcidn externa de 1a pared celular de las salmone



T A B L

No. 1

CLASIFICACION SEROLOGICA Y COMPOSICION DE AZUCARES DE
ALGUNOS ANTIGENOS DE SALMONELAS (segiin Kauffman-White)

Serotipo Grupo Factores O Azucares
S. paratyphi A A 1.2,12 Man Rha Par
S. paratyphi A

var. durazo 2,12 Man Rha Par
S. abortus equi B 4,12 Man Rha Abe
S. paratyphi B 1,4,5,12 Man Rha Abe
S. typhimurium 1,4,5,12 Man Rha Abe
S. typhimurium

(mutante) 1,4,12 Man Rha Abe
S. bredeney 1,4,12,27 Man Rha Abe
S. paratyphi C C1 6,7 Man
S. cholerasuis 6,7 Man
S. newport C.2 6,8 Man Rha Abe
S. typhi D. 9,12 Man Rha Tyv
5. sendai 1,9,12 Man Rha Tyv
S. enteritidis 1,9,12 Man Rha Tyv



las y en general de todas las Enterobacteriaceas. Este compledio es 11a

mado ENDOTOXINA O LIPOPOLISACARIDG (LPS) y estd constituido de tres re
giones distintas: Lipido “A* (20), Nicleo Basal {21) y cadena especifi
ca (22). En la figura 2 se muestra un diagrama esquemdtico de la pared

celular de la salmenela y otras Enterobacteriaceas.

En la actualidad, como 1o apunta McCabe {(23), el nombre de endo-
toxinas no es enteramente exacto ya que originalmente fue utilizado pa
ra designar un componente el cual permanecia como parte integral de la
bacteria, a diferencia de Ta exotoxina la cual era liberada de la bac-
teria durante el crecimiento. Estudios recientes han demostrado que -~
aunque constituye una parte importante de la pared celular gram negati
vas, cantidades sustanciales son liberadas en el medio de cultivo du--
rante el crecimiento bacteriano (24). Una variedad de términcs se han
usado de manera intercambiable con endotoxinas. aunque para algunos au
tores debe Timitarse a una molécula constituida por liponolisacédrido y
proteina, pero dado que Tos efectos biolfgicos son reproducidos por --
partes de la molécula, se usa indistintamente. aunque no lo es desde -

el punto de vista quimico, los nombres de: linopolisacdrido (LPS), an~
tigens "0", pirdgenos bacteriancs y glicolipidos (para endotoxinas de
mutantes rugosas).

La molécula de lipopelisacdrido o endotoxina se encuentra presen

te en todas las bacterias gram negativas y parece ser dnico de tales -

AN

organismos Figura N% 3

P

LIPIDD “A",
E1 1fpido "A" constituye la veqifn 111 descrita por Luderitz y -
Westphal en 1a estructura de Ta molécula del LPS. Forma el esgueleto -

a1 cual la porcifn mds interna al ndcleo basal (KDO v porciones de hep



Unidades especif g N
cas de repeticién
Niclco hasal
Lipido "\

Membrana citoplésmica
Estructura rigida

Figura 2: Diagrama esquemdtico de In pared celular de las Salmonellas v otras
Enterobacteredceas (tomado de O. Westphal: Bacterial Endotoxins,
Int. Archs. Allergy y appl. Immun. 49: 1 - 43, 1975).
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Figura 3: Representacion esquemdtica de las tres regiones del polisacirido (toma-
do de Luderitz, O. y colaboradores: Lipid A: Chemical Structure and

1 Biological Activity, J. Infect. Dis., 128: 17, 1973,
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tosas) estdn unidas; por otra parte constituye la porcifn del LPS a -
través del cual se une a las proteinas de membranas, la naturaleza --
de esta unidn no ha sido definitivamente estahlecida, parece ser de -
tipo covalente probablemente por una unién n-glucosidica (20).

En Ta salmonela el Lipido "A" contiene glucosamina, fosfatos y
largas cadenas de dcidos grasos. También contiene etanol-amina, pero
su sitio de unidn es aln desconocido (20). Los dcidos grasos en salime
nelas son: ladrico {C12), mirfstico (C14), palmitico (C16} y B-hidro-
ximiristico, este dcido es caracteristico de la molécula de Lipido «-
"A". La presencia de estos &cidos le confieren las nropiedades lipofi
1icas a esta porcidn del LPS.

Desde el punto de vista biol8gico existen evidencias de que no
s6lo 1a cantidad de estos dcidos, sino también su naturaleza son capa
ces de modificar el grado de actividad endotdxica del LPS (20),

'UTtimamente, ha sido establecido que Ta actividad biolbaica y -
1a toxicidad de la endotoxina reside en la porcifn del Lipido "AY del
LPS.Tabla N® 2,

2. NUCLEQ BASAL.

La regidn del nicleo basal en salmonela estd constitufdo por ga
lactosa, glucosa, glucosamina, heptosa y KDO {2 ceto, 3 deoxi-octona-
to), en una proporgién 212:1:3:3 (15).

ET nlcleo basal se encuentra situado entre el 1inido "A" y la ~
cadena especifica y estd constituida por dos regiones:

La interna formada por un tri-KDO {2 ceto, 3 deoxi-octonato), -
unido a una triheptosa, v la externa oor un oligosacdrido constituido

esencialmente de galactosa, glucosa y N-acetil-glucosamina (15-21).
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TABLA N 2

EFECTOS DE LAS ENDOTOXINAS

Pirogenicidad

Choque

Reaccion de Shwartzman

a. Generalizada

b. Local

c. - Aumento de la reactividad dérmica a la epinefrina
Activacion del sistema de coagulacion (factor Hageman)
Generacion de Kininas

Activacion del complemento

Hiperglicemia seguida de bipoglicemia

Induccion de interferon

Induccién de prostaglandinas

Aumento no especifico de la resistencia

Necrosis bemorrigica de tumores

Reactividad inmunologica

Tolerancia

Otros
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3. CADENAS ESPECIFICAS

Estas corresponden a la regidn externa del lipolisacdrido,estédn
constituidas por la polimerizacién de un oligosacdrido de base con
uniones pglicosidicas propias para cada cepa (unidades de repeticidn)

(22).

OBJETIVOS DEL TRABAJO

En el presente trabajo se cuantifica por radiocinmunoensayo el -
polisacédrido 9,12 y 1,4,5,12 en sangre, orina y materia fecal de -
nifios con gastroenteritis por salmonelas B y/o D, con la finalidad
de conocer si durante el episodio agudo de una gastroenteritis por
salmonela no typhi hay paso a la sangre y eliminacién por la orina

del material antigénico que cruza con éstos antigénos somiticos.

También se midi6é los niveles de antigénos circulantes pre y post
hepdticos en humanos y en animales de experimentacifén en condiciones

fisioldgicas y patBlogicas.
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11 MATERIAL Y METONOS.

1. ESTUDIO EN HUMANOS.

1.1 Investigacidn del polisacdrido 9,12 (heterdlogo) v 1,4,5,

12 {homélogo) en sangre, orina v materia fecal de nifios -

con gastroenteritis por Salmonella B v/o D , durante la

etapa aguda de 1a enfermedad y a los 7 v 14 dias de conva

Jescencia.

1.1.1 INVESTIGACION DEL POLISACARIDO 9,12 (HETEROLOGO).

Se estudiaron 27 pacientes, 13 de sexo masculino y 14 --
de sexo femenino, con edades comprendidas entre rocién nacidos v esco
lares, vistos en el Hospital Infantil de México, entre los meses de -
mayo y diciembre de 1978, con cuadro clinico de gastroenteritis, a --
quienes se les ais16 salmonelas grupo B y/o D en materia fecal y/o --
sangre. De estos 27 pacientes 5610 2 no fueron internados porque sus
condiciones clinicas no To exigfan y l1a toma de la muestra era facti-
ble como externos, 3 requerieron hospitalizacién para la toma de mue§
tras, 14 adquirieron la infeccidn intrahospitalaria y en el resto las
complicaciones hicieron necesario sy ingreso.

A 19 de Tos 27 pacientes se les tomaran 3 series de muestras de
sangre, orina‘y materia fecal, con intervalos de 7 dfas, a 4 sélo dos
series, uno de los cuales fue por muerte antes de completar el estu--
dio, Tos otros tres no asistieron a la cita concertada. Finalmente 4
pacientes tienen una muestra de sangre, orina y materia fecal, uno ~-
por muerte y 3 por inasistencia.

En esta prueba, el grupo experimental fue integrado por 27 pa--
cientes con cuadro clinico de gastroenteritis, en quienes se aislf -

salmonelas "B" y/o "D" en materia fecal y un grupo testigo constituf-
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do por 20 nifios, en edades comprendidas entre lactantes v escolares, -
procedentes de la Casa Cuna de Coyoacdn, N.F., sin sintomatologia algu
nd y considerados normales previo examen médico pedidtrico.

La secuencia del estudio incluyé: 1, muestra de 2 ml de sangre
mediante puncifn venosa en condiciones asénticas en tubo libre de pird
genos (previamente calentados a 180°C por 3 horas). 2. coleccion de 3

tomas de orina y materia fecal de 24 horas, con intervalos de 7 dias.

1.1.2 TNVESTIGACION DI POLISACARIDO 1,4,5,12 (HMOLOGO) .

1.1.2.A. Los sueros de los 27 vacientes estudiados en el gruno 1.1,1
fueron guardados a ~70°C e investigados 10 meses desmués el nivel de po
lisacdrido 1,4,5,12 (homdélogo). Mado que 1a cantidad de suero en todos
los casos no fue suficiente 1a muestra qued8 integrada asi: de los 19
pacientes con 3 muestras de suero, s6lo en 11 se pudo trabajar las --
tres muestras y en 6, dos muestras, siendo insuficiente en tres. Fn --
los cuatro pacientes con dos muestras, fue suficiente en dos. Por 1o -
que en total en este grupo se midib el nivel de volisacdrido 1,4,5,12

en 11 pacientes 3 muestras, en 10 pacientes 2 muestras y 2 pacientes -

una muestra,

1.1.2,B. INVESTIGACION DEL POLISACARINO 1,4.5,12 (HOMOLOGO) EN -

SANGRE, ORINA Y MATERIA FECAL DE NIROS CON GASTROENTERITIS POR SAIMO--
NELLA B Y/0 D.

Este grupo 1o constituven 19 pacientes, 14 de sexo masculino y 5
de sexo femenino, con edades comprendidas entre recién nacidos y prees
colares, vistos en el Hospital Infantil de México, entre los meses de
marzo de 1979 a enero de 1980, con cuadro clinico de gastroenteritis,
a quienes se les aisld salmonelas B v/o D en materia fecal. Todos estu
vieron internados bien porque las condiciones clinicas asi lo exigian

y en 6 por necesidades del estudio.



A0 de los 19 pacientes se les tomd tres scories de mucstras de -
sangre, orina y materia fecal, con intervalos de 7 dias, a tres s6lo -
dos muestros, uno por muerte v otro por alta voluntaria v el tercero -

e d

} no asistid a 1a cita. Por Gltimo, 7 pacientes tienen una muestra de --

sangre, orina y materia fecal, uno por mierte v 6 por inasistencia.

1.2 INVESTIGACION DEL POLISACARIDO 1,4.5,12 EN SULRO DE NIROS -
(INHEPATITIS BN LA ETAPA AGUDA DE LA ENFERMEDAD Y TRES MESES DES
: PUES DE LA MISMA,

%, Se estudiaron 15 pacientes, 6 masculinos vy 9 femeninos en edades
‘ comprendidas entre preescolares y escolares, vistos en el Hospital In-
fantil de México, entre marzo de 1979 y agosto de 1980, con cuadro cli
nico y de laboratoric de hepatitis infecciosa. A todos se les tomd san
gre en la etapa aguda de la enfermedad y tres meses después, en ausen-

cia de signos clinicos de enfermedad.

1.3 INVESTIGACION DEL POLISACARIDO 1,4,5,12 BN SUERO DE SANGRE
PORTAL Y PERIFERICA DE 10 NIROS SOMETIDOS A LA LAPAROTCMIA POR -
PATOLOGTA NO INFECCIOSA.

: Esta muestra estd integrada wor 10 pacientes, con edades comren
didas entre 2 y 8 afios, 6 de sexo femenine y 4 de sexo masculino, quie
nes fueron sometidos a laparotomia exploradora por problema oncolégico
P y durante el acto operatoriose tom simultdneamente una muestra de san

] gre mesentérica y otra de sangre periffrica.

1.4 INVESTIGACION DEL POLISACARIDNG 1,4,5,32 EN SUERQ DE 10 NIw-
NOS SOMETIDOS A ESTERILIZACION PREQUIRURGICA DE COLON. '

i Se estudiaron 10 pacientes, internades en la sala de cirugia, 6

de sexo masculino y 4 de sexo femenino, con edades comprendidas entre
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2 y 6 afios de edad, a quicnes se les di6 tratamicnto a base de neo-
micina (80 mg X Kg-dia) méds eritromicina (50 mg X Kg-dia) para este
rilizacién de colon pre-guiriirgica, 24 horas antes de la interven--
cibn. Las muestras de sangre periférica fueron ohbtenidas 2 a 4 ho--
ras antes de iniciar el tratamiento, 24 horas con tratamiento y 3

dias después de la dltima dosis. Los medicamentos fueron administra

dos 24 horas antes de 1a intervencidn.

1.5 INVESTIGACION DEL POLISACARIDO 9,12 EN SANGRE, ORINA Y -
MATERIA FECAL DE FAMILIARES DE PACIENTES CON FIEBRE TIFOIDEA.
La muestra la constituyen 77 personas de diferentes edades, -
desde lactantes hasta 50 afios de edad, quienes conviven con el nifio
caso indice, internado en el Servicio de Contagiosos IV, cou cuadré

clinico y cultivo en sangre y/o heces positivo a Salmonella typhi,

A estas personas (familiares) se les tomd coprocultivo y una muese-
tra de sangre, orina y materia fecal, investigdndose en ellos los -
niveles de polisacdrido 9,12, El grupoe control estuve integrado por
20 pacientes con fiehre tifoidea (contrel positive) y 10 personas -

adultas sanas {control negativo}.

2z, BESTUDIO BN ANIMALES
2.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN CONEJOS.
Se utilizaron 10 conejos, de sexo masculino, raza Nueva
Zelandia, con 2.500 grs. de peso y edad entre 4 y 6 meses. Bajo ---
anestesia general con ketamina intravenosa {3 mg X kg-dosis) se lle
vé a cabo la construccién de un asa de Thiry-Vella de 25 om de lon-

gitud (25), la cual consiste en la desfuncionalizaci6n de un segmen
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7T tointestinal que conserva su vascularizacidén intacta, cuyos seg

mentos proximal y distal son abocados a la pared abdominal por -
medio de yeyunostomfas. La continuidad del resto del intestino -
se manticene mediante entero-enteroanastomosts témmino-terminal -
(figura 4 ).

Durante los tres primeros dias post-operatorios los conejos re-
cibieron alimentacidn elemental (Vivonex de Norwich Phammacal Co
de México) y los sipuientes 5 dias fueron alimentados con coneji
na (Purina, S.A. de México). Se mantenian vivos durante 8 dias -
practicdndoseles lavados 3 veces al dia, con solucidn fisiolégi-
ca, a través de las bocas de yeyunostomias con sonda TFowley N® -
12.

Al octavo dia, eras sacrificados, obteniéndose sangre si--
nultdneamente de vasos del asa intestinal desfuncionalizada, ség
gre portal, mesentérica y periférica (vena wmarginal de la oreja).

2.1.a. Construccién de asa de Thiry-Vella.

Inicialmente se aplican 2 mg de Ketamina en la vena
marginal de la oreja del conejo en estudio, con la finalidad de
anestesiarlo y [acilitar su manejo. Seguidamente se practica la-
vado en la regién abdominal con abundante agua y jabdn v se rasu
ra un drea de 7 x 5 em. Una vez rasurado y practicada la -
asepsia de la regibn, se fija cada miembro mediante un cordel a
los extremos de una tabla de 70 cm de largo por 30 cm de ancho.
Se canaliza la vena marginal de la oreja con una marinosa-25 --
(aguja No.25, de Abbott Laboratories de México, S.A.} y se le pa
sa durante el acto operatorio 100 c¢ de solucién glucosada al 5%
a -goteo lento, en Z horas. Esta via, también se usa para adminis

trarle 1 mg de ketamina cada 25 minutos.
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FIGURA N® 4

Asa de Thiry-Vella. A.Yeyunostomia
proximal.B.Yeyunostomia distal.C.
Asa intestinal aislada.D.Anastomo

sis intestinal.
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En condiciones asépticas y bajo anestesia peneral se practica laparotomia
media y localizacién de un segmento de yeyuno y aislamiento de un asa de -
25 om de longitud, conservindose la irrigacidn mesentérica; ambos extremos
del asa intestinal aislada se exteriorizan a la pared abdominal en forma -
de yeyunostomia tipo Witzel; la continuidad del tracto intestinalse resta
blece mediante enteroanastomosis término-terminal en dos planos de sutura -
empleando catgut simple 4-0, Cierre de la brecha mesentérica utilizando -
puntos separados de seda 4-0. Cierre de la pared abdominal en un plano de

sutura mediante surgete continuo empleando seda 3-0. Las fotografias 1y

2 muestran aspectos de la técnica descrita.

2,2 ESTUDIO EN EMBRIONES DE POLLO.

Calculo de la LD50 en embriones de pollo inoculados con suerc -

de pacientes con fiebre tifoidea y gastroenteritis por salmonelas B y/oD.

Se usaron huevos embrionados cbtenidos de 1a granja Huefer*. Los
huevos fuercn incubados en una incubadora humidificada marca BG-Mex., man

teniéndose regulada la temperatura entre 37 y 38°C.

Después de 11 dias de incubacién fueron inoculados por via in--

travenosa, segln técnica descrita en el inciso 2.2.A

La cobertura de la membrana se observd innecesaria, la mortalidad
de los embriones inoculados con selucidn fisiol6gica después de 6 meses de
entrenamiento fue de 0 a 1% . Se practicd estudio bactericlégico de rutina

del material inyectado y de los embriones en el momento de su sacrificio,

* 1 Qranja Huefer, Av.los Maestros No,137, Colonia Santo Tomis, México 17,
~ D.F., México.



FOTOGRAFIA 1: TECNICA DE CONSTRUCCION
DE ASA DE THIRY - VELLA
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FOTOGRAFIA 2: TECNICA DE CONSTRUCCION
DE ASA DETHIRY - VELLA
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incluyendo frotis y cultive en placas de agar sangre y tioglicolato. Todo el
material utilizado en la inoculacién (agujas, jeringas, pipetas, tuvos de en
sayo) fueron previamentc esterilizados ylibrados de pirdgenos sometiéndolos a

temperaturas de 180°C por tres horas.

La LD50 fué calculada por el método de Reed-Muench (27). Previamente se

calculd la LDSD usando el polisacirido de Salmonella typhi (Difco) y unavez

con certeza de dominar la prueba se prepararon diluciones seriadas 1:10, --
1:100, 1:1000 y 1:10000 con sueros de pacientes con fiebre tifoidea, sug
ro de pacientes con salmonelas B y/o D mis solucifn salina esteril libre
de pirfgenos., A estos sueros previamente se les habia determinado por radio-
inmmnoensayo el nivel de polisacadrido, habian permanecido congelados a -70°C,
al momento de practicar la dilucién una alicuota de los mismos fue cultivada

para asegurarnos que no estaban contaminados.

El grupo control estuvo integrado por suero de 5 pacientes considerados
sanos. El criterio de sano aplicado en estos pacientes incluye: sin signos,
ni sintomas de enfermedad al momento de la prueba, sin antecedentes de pro-
blemas infecciosos o de ingesta de Medicamentos un mes antes de la obtencién

de la muestra.

2.2,A TECNICA DE INOCULACION

Embriones de 11 dias de edad fueron inoculados por via intrave-

nosa, segln técnica descrita por Finkelstein (26); que consiste en: el dia

. del experimento los huevos son observados a través de un ovoscopio, dentro

de un cuarto oscuro, se localiza y se marca con un 1dpiz de grafito un tra
yecto venoso prominente, en donde previa asepsia con solucidn yodada 10%;

se abre, usando una sierra eléctrica de dentista, una ventana de 4 x 8 mm.
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dejando al descubierto la membrana corioalantoidea la cual se aclara con acei
te mineral estéril para visualizar adecuadamente la vena donde sc procederd a
realizar la inoculaci6n. Una vez realizada 8sta, se regresan los enbriones a
| la incubadora y son sacrificados 24 horas después rompiéndolos en una caja de

Petri y determinando su muerte.

Las ventanas fueron abiertas 60 a 90 minutos antes de la inoculacién, la

cual se practict usando jeringas de insulina cortas con aguja calibre 27 mm.

Ocasionalmente se observd, sangrado importante post-inoculacién, siendo

estos embriones descartados previamente de la prueba.

i
;
i
H
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METODOS .

3. Preparacidn de los antigenos:

3.1. Cepas Utilizadas,

Salmonella typhimurium:Con los determinantes antigenicos

1,4,5,12 obtenida de l1a coleccién del Laboratorio de Bacteriologia

Intestinal del Hospital Infantil de México.

Salmonella typhi Ty2:Con los determinantes antigénicos -

9,12 de acuerdo a la clasificacibn de Kauffman y White (22) de la -
coleccidén del Laboratorio de Inmunoquimica del Hospital Infantil -

de México.

Estas bacterias fueron cultivadas en el siguiente medio
s6lido:

 Extracto de corazbn de buey.................500 g.

PePtona. vevivsorvennsnsavnnrsnnesenansssass 10 8.

Cloruro de Sodio. cvieeiininivervrnnsnsnsy

evee 50,

ABAT . ittt it cssnrsennsssssnsrssnsesnness 25 g,

Sereconstituyf el medio en agua destilada, en una propor-
cidén de 40 g/litro colocindose en tubos de ensayo; se esterilizé
en autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos y fué colo-
cado en forma inclinada para solidificarlo. El cultivo de las --

bacterias en éste medio permitid su identificacidn como colonias

de aspecto liso.

A) PREPARACION DEL INOCULO:Se tomé una asada de varias -

colonias cultivadas en el medio anterior y se suspendieron en un

medio de cultive liquido con:
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5.

Extracto de cerebro....... . 00..he 200 g,
Extracto de corazén de buey...........200 g.
Peptona.... ..ot i 10 g,
Cloruro de Sodio...vivvicniannnnsese 5 g,
Fosfato disddico.. ..t iniinneenes.  2.5g.
GlUCOS . et i v enrensrnacarnsassnsraes 2.0g.

Este medio fué reconstituido con agua destilada, en una
proporcidn de 37 g/litro, se esterilizdé en autoclave a 15 libras
de presidn durante 15 minutos. Se dejé 48 hs. en incubacidn com-
probindose su esterilidad. Una vez finalizado el tiempo de incu-

bacidn de este cultivo se utilizd para inocular botellasde Roux.

Se utilizd el medio de cultivo anterior adicionado de a-

gar al 1% para permitir su solidificacién.

El medio reconstituido en agua destilada, se colocd en -
cantidades aproximadas de 100 ml. en cada botella, €stas fueron
esterilizadas; se les dejd solidificar y se colocaron en la estu

fa a 37°C. durante 48 hs. para asegurar su esterilidad.

En estas condiciones se inocularon varios lotes de bote-
1las (2 ml. de cultivo por botella)l hasta completar 200; después
de 18 hs. de incubacién a 37°C. se cosechd el crecimiento obte--

nido en solucifn salina isotdnica.

Cosecha: Una vez retirado el tapdn de las bhotellas en con
diciones asépticas, se introdujeron 25 ml. de solucibn salina iso
ténica, se movilizd hasta desprender todas las colonias Yy se va-

cid en matraz estéril; el lavado se repitid en dos ocasiones,

e o s et T a1 i




Concentracifn e inactivacidn de las bacterias: Se centri

fugd la suspensién de bacterias a 12,100 x g/10 min. a 4°C el se
dimento fué lavado tres veces con solucidén salina isoténica has-
ta obtener bacterias libres de medio de cultivo. Para inactivar-
las, se empled acetona volumen a volumen. La suspensidn de bacte
rias muertas en acetona fue centrifugada, se climiné el sobrante
y el sedimento resuspendido en acetona volumen a volumen; se re-
pitid el proceso anterior tres veces y el sedimento obtenido en

la filtima centrifugacidn fue colocado en cajas de Petri y secado

a 37°C.

4. Métodos Quimicos

4.1. Extraccifn del Polisacdrido

La extraccidén del polisaclrido se realizé siguiendo la técni
ca en Freeman y Staub (28, 29). Esta técnica se basa en la extrac
cién del peolisacdrido mediante hidrélisis acética 0.1N a 100°C -
1 hora. Una vez extraido el polisacédrido, la precipitacidn del -
mismo se realizé con alcohol etilico a uno y cinco volimenes in-
tercalando entre éstas una precipitacidn con fcido acético gla-
cial a concentraciones variables de acuerdo al género de Salmong
1la, que van de 95 a 98%. Una vez finalizado el proceso anterior,

se dializd el polisacdrido contra agua destilada y se liofilizd.

Se pesaron 15 gramos de gérmenes secos de los 50 --
gramos obtenidos de los cultivos de las botellas de Roux
se suspéndieron en 90 ml. de agua destilada y se adicionaron
10 m1. de dcido acdtico IN. Esta suspensidn se colocd en agua a
100°C durante 90 mn. Una vez fria la suspensidn se centrifugd

a 12,100 x g. durante 10 m., obteniéndose un precipitado que liamamos "A" y
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un sobrenadante "A". Bl precipitado se resuspendid en 90 ml. de

agua destilada v se le adicionaron 10 ml. de fdcido acético 1N,

2da. hidrdlisis acética en las mismas condiciones anteriores:

Centrifugacién a 12.100 x g/10 min.
Precipitado "g" Sobrenadante "B"

Resuspensidén en 90 ml. de
agua destilada, adicionar
10 ml. de Acido acético -
iN.

3ra. hidrélisis en las mismas condiciones anteriores:

Centrifugacidn a 12,100 x g/10 min.

Precipitado "C" , Sobrenadante "C"

Conceniracién: Se reunieron los sobrenadanteé A, By C, y se
evaporaron durante 30 minutos en un rotavapor. El sedimento seco
quedd adherido a las paredes del matraz, se disolvidé en 25 ml. de
agua destilada, se centrifugd a 12.100 x g/10 min., el sedimento
se descarté y se utilizd el sobrenadante en las siguientes preci

pitaciones alcohélicas:

tra. precipitacidén con 1 Vol. de alcohol etilico:

El sobrenadante anterior se llevé a 25 ml., de agua destilada,
se adiciond el mismo volumen de alcohol etilico y se le dejd re-

posar durante la noche.



Precipitado PAT

28~

Centrifugacién a 12.100 x g/10 min.
Precipitado "A"

Se disolvid en 25 ml. {50 ml.)

de agua destilada,

Sobrenadante "B"

ira. precipitacidn con 5 Vol. de alcohol etilico:

Al precipitado disuelto se
1lambé "A" y se le adiciona
ron 125 ml, de alcohol eti
lico.

Reposo durante 10 hrs.

Centrifugaci6n a 12.100 x g/10 min.

Socbrenadante "A" Precipitado "B

Se disolvid en
50 ml, de agua
destilada

Se disolvidé en
50 ml, de agua
destilada -

(se descart6)

Reposo 20 hrs. a 40°C

2da. precipitacién a 1 Vol. de alcohol:

Centrifugacibn a 12.100 x g/10 min.

Precipitado "A" Sobrenadante "A" Precipitado 'B"

Se disolvié en
20 ml, de agua
destilada

Se disolvi6 en
20 ml. de agua
destilada

{ se obtuvieron
100 m1.)

Unidn de precipitados:
I!AH y HBH - HCII

Al sobrenadante se le lla-
mé "B y se le adicionaron
225 ml. de alcohel etilico.

Sobrenadante '"B"

{se descart®)

Sobrenadante ''B"

{ se obtuvieron
100 ml.)

Unién de sobrenadantes:
llAH Y HBH = HDII
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2da, precipitacidn con 5 Voi. de alcohol:

A los precipitados disueltos A los sobrenadantes D" se adi
"C" se adiclonaron 200 ml.de cionaron 900 ml.de alcohol ~--
alcohol etilico. etilico.

Reposo 24 hrs.

Centrifugacién 12,100 x g/10 min.

l.os sobrenadantes y precipitados fueron tratados en la misma
forma hasta tener 5 precipitaciones con 1 Vol. de alcohol y 5 pre
cipitaciones con cinco volfimenes de alcohol, después de la filtima
precipitacién 5 volGmenes de alcohol, se procedié a las precipita

ciones acéticas.

ira. precipitacidn acética:

Los precipitades provenientes Los precipitados provinien-
de "C" se disclviercn en 80 ml. tes de "D'" se disolvieron en
de agua destilada. 60 ml. de agua destilada.

Los sobrenadantes "C" y "D" fueron descartados

Ambos se precipitaron con dcido acético al 97%

Sol “C" (80 ml.) Sol D" (60 ml.)
A esta solutién se adicionaron A esta solucién se adicionaron
1,252 ml, de Acido acético con 939 ml. de dcido acético con~
centrado. centrado.

Centrifugacién a 12.100 x g/10 min.

Precipitado "C"  Sobrenadante "C" Precipitado 'D"  Sobrenadante D"
(Se disolvid en (Se descartd) (Se disolvié en (Se descartd)
44.7 ml. de agua 25 ml, de agua

destilada). destilada)}
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2da. precipitacidn con dcido acético al 98%

A la solucibn de precipitado "A" A la solucidén de precipitado
se le adicionaron 699 ml. de &dci "B" se le adicionaron 391 ml
do acético concentrado. de dcido acético concentrado

Centrifugacién a 12,100 x g/10 min.

Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante
(Se disolvid {Se descarts) {Se disolvid en (Se descartd)
en 50 ml.de ’ 30 ml. de agua

agua desti- destilada)

lada)

Los precipitados disuveltos en agua destilada se utilizaron -
para llevar a cabo 3 series de precipitaciones alcohflicas con 1
volumen y con 5 vol(imenes de alcohol etflico, siguiendo el proto

colo antes descrito.

Al finalizar la Gltima precipitacién con 5 vollmenes de alco
hol, los precipitados obtenidos fueron disueltos en agua destila
da, se dializaron contra agua destilada durante 8 recambios suce
sivos cada 8 horas, para finalmente liofilizarlo y obtener elvpg

lisacdrido puro.

4.2 Tiraminacidn del Polisacdride

La técnica seguida fue la propuesta por Mitchell (30).-
La reaccidn comprehde dos fases: la primera consiste en la acti-
vacién del polisaclrido, mediante la adicién de bromuro de ciand
geno en dn medio fuertemente alcalino. En esta reaccibn se for-
man dos compuestos intermedios:

A) Imido carbonato inerte, y
B) Imido carbonato activo.
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La segunda fase de la reaccifn es el acoplamiento del imido
carbonato activo y clorhidrato de tiramina, obteniéndose tres com
puestos:

A) Derivado de isourea;

B) Carbonato sustituido; y

C) Imido carbonato sustituido (las férmulas se presentan en
la figura 5.)

PROCEDIMIENTO:

- A 2 ml. de una solucién de polisacdrido con 15 mg/ml. se le
adicionaron 0,4 ml. de una solucién de bromuro de cianbgeno a una
concentracidn de 25 mg/ml.durante 6 minutos, se llevdé a cabo la -
reaccifn manteniéndose el pH entre 9-10 con hidrdxido de sodio -
0.1N (primera fase de la reaccidn). A esta mezcla se le agregd
0,35 ml. de bicarbonato de sodio 1M que contenia 8 a 10 mg. de ti
ramina; se dejo a temperatura ambiente durante dos horas (segunda

fase de la reaccidn).

~ Una vez finalizado este tiempo de 1a reaccidn, se dializé
durante 14 horas contra una solucién salina amortiguadora de fos

fatos.

La concentracidn del polisacirido se determiné mediante una
curva de calibracién. El método que se empled para realizarla fue

de una solycidén patrdn compuesta de 4 mg. de galactosa, 4 mg. de

manosa y 12 mg. de glucosa disueltos en 10 ml. de agua destilada,

. se hicieron varias diluciones hasta obtener concentraciones desde

2 a 30 yg/ml. A cada una de ellas se les agregd antrona al 2%, se ‘
colocaron a 100°C durante 8 min., se enfriaron y se leyeron en es

pectofotdmetro a 625 nm,
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FIGURA N¢ 5
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OH -O-CiN
BrCN "
oH 0 0,
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-0, 0\
N eNH H,vao\eina»[ C:Nproteina
s ’
-0 ido
carbonalo
\ subslituido

-C-Nproteina
0 Carbamato

H  substiluido

Reaccién de acoplamiento de-un polisacadri

do a una proteina.
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4.3 Yodaci6n del Polisacirido.

‘ El polisacdrido tiraminado fu€ yodado por el método de -
Greenwood y Hunter (31}, el cual se basa en el empleo de la clora
mina "T" como agente oxidante; en nuestro caso se utilizé el iso-

topo 125

I (obtenide de: The Radiochemical Centre Amersham) en for
ma de yoduro de potasic, la reaccidn se detuve con metabisulfito

de Na,

PROCEDIMIENTO:

A 0,1 ml. de polisacride tiramihado, con una concentracidn de
5 mg/0,1 ml., se le adiciond 0,1 ml. de solucién amortiguadora de

fosfatos 1/15M pH 7,5 (11).

A esta solucidn se le agregd 0,3 ml. de cloramina "T" a una -
concentracién de 2,4 mg/ml y finalmente se afiadié un micro Curie

de 1251 en 0,1 ml.

La solucidn anterior se dejd en reposo durante 6 minutos; la
reaccién se detuvo con 0,2 mg/ml de Metabisulfito de sodio en solu
cién amortiguadora de fosfatos y se afadié 0,1 ml. de yoduro de -
potasioc (10 mg/ml) en solucién amortiguadora de fosfatos, dejindo

se reposar 6 minutos.

Finalmente se le adicion$ 0,1 ml. devgelatina en solucién amor
tiguadcra de fosfatos a una concentracidén de 10 mg/ml. 3Se le dia
1iz6 contra solucibn amortiguadoras de boratos salino en una pro--
porcifn 1:6000, se hicieron recamblos hasta que el liquido de did

lisis se encontrd con una radicactividad minima constante.
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S. Protocolo de Inmunizacién.

5.17. 1ra. Inmunizacidén

Se utilizaron conejos de la raza Rex de cuatro meses de
edad, cuyo peso promedio fue de 2.500 g. La immunizacidn se llg
v6 a cabo inoculando Salmonella typhimurium obtenida del medioc -

sélido.

Las bacterias fueron lavadas en solucidén salina isotdnica 3
veces, el sedimento se resuspendié en la misma solucidn y se midié
la concentracidn a través de turbidez (3Z). Una vez obtenida la
concentracién de 2 x 10° gérmenes por ml., éstos fueron coloca-

dos en ampolletas estériles, se cerraron y se calentaron a 100°C

durante dos horas: tabla No. 3a.

TABLA No.3a.

Protocolo de Inmunizacifn

Dia ml. de gérmenes inoculados Via de inoculacién
(2 x 10%)

ler. 0,5 Intravenosa

Zer, 1,0 m

50. 1,0 1

7o. 1,0 "

9o. 1,0 t

Tto. 1,0 , "

130, .- PUNCION CARDIACA

De la sangre obtgnida se separa el suero al cual se le deter
minaron los anticuerpos respectivos mediante una curva de precipi
tacifn cuantitativa, los conejos se dejaron en reposo un mes.
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5.2. Segunda Inmunizacién.

Los animales se sometieron a una segunda inmunizaci6én con las
mismas bacterias antes descritas siguiendo el protocolo que se -

describe en la tabla #3b.

TABLA # 3b.
Protocolo de l1la 2a. Inmunizacién.

Dia ml. de gérmenes inoculados Via de inoculacién.
(2 x 109 ml. )

ler.
2do. mafiana
tarde

Subcutfnea

i

5

5

5
6to. 0 Intravenosa
8avo. 0 "
10mo. 0
12avo. 0

13ave.  PUNCION CARDIACA.

"
"

bt o et D O O

Como en el caso anterior se centrifugd la sangre para

obtener €1 suero que nos sirve de nuevo para hacer la curva de -

precipitdcidn y observar el incremento en la concentracién de -

anticuerpos,

5.3. Determinacidn de la concentracién de IgG en 1los
anticuergos.

utilizaﬁdo una vcvurva de calibracidén llevada a cabo -

con igG de conejo utilizando concentraciones de 25 a 200 Jg. de

 IgG disueltas en 0.2 ml. de NaOH o.1N y en ese volumen se llevd

a cabo la técniga de Lowry (32).

En 1a mayoria de los casos las lecturas de las curvas

de precipitacifn cuantitativa ( anticuerpos) se hicieron por el

- método de Lowry.

e s, et 1 o ot o
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Con este procedimiento no es posible calcular en for-
ma directa el nitrégeno protéico; por lo que fué necesario median
te la curva de referencia previamente descrita extrapolar los da-
tos obtenidos con las curvas de precipitacidn, y asi, obtener la

concentracién de IgB en los anticuerpos.

6. Métodos Inmunoquimicos.

6,1. El método experimental de Heidelberg (33) vy Kendall

utiliza un volumen constante de suero y cantidades crecientes de

antigeno. Cuando la reaccién finaliza el precipitade es determi-

nado cuantitativamente, utilizando cualquier método para cuantifi
car proteinas (280 nm 6 Lowry). Se estudia el sobrenadante obte-

nido después de separar el precipitado:

i

Precipitacibn
Exceso de anticuerpo

Sobrenadante + antigeno

Sobrenadante + antigeno =z Negativo
Equivalencia
= Precipitacién

Sobrenadante + anticuerpo
: Exceso de antigeno

6.1.1 Para llevar a cabo la curva de precipitacibn, utili-

zando el antigeno homdlogo, se elabord el siguiente protocolo:

i
!
|
;
H
i
!
;
{
i
|
i
:
{
t
'
i

-



T A BLA No. 4

PROTOCOLO DE LA CURVA DE PRECIPITACION CON POLISACARIDO HOMOLOGO

Suero de conejo Polisacdrido de Salmonella Polisacdrido de Salmonella Solucién Salina Isot6nida Concentracién
(enml) typhimurium 10 Pg/ml. typhimurium lOO}Jg/ml. (ml.) polisacdrida
(ml.) (ml) (ig/ml.)

0,1 . 0,1 — 04 10

0,1 0,2 — 03 20

0,1 | 0,5 —_— —_— - 5,0

0,1 ——— | 0,1 | 0,4 10,0

0,1 — 0,2 03 ©-200

0,1 — ‘ A 05 —~—— 500

0,1 e ——— 0,5 00
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Los tubos se dejaron a 4°C durante dos dfas, se les centrifu
gd a2 3.000 rpm a 4°C y el precipitado formade se disolvié con 0,2
ml, de NaOH 0,1N; se determind la cantidad de proteinas por el-

método de Lowry (32bh.)

6.2 Determinacifn de la concentracidn midxima de Antigenc
y Anticuerpos Precipitado en la zona de Eguivalencia

Se 1lev6 a cabo utilizando los valores de D.0O. obteni-
~da por el método de Lowry en las curvas de precipitacifn extrapo
lando los valores obtenidos a una curva de calibracién utilizan-
; do el mismo volumen qﬁe el obtenido en la curva de precipitacién

cuantitativa.

Con los valores de nitrbgeno en los anticuerpos y 1la -

concentraci6n de antigeno se obtiene una recta con 1a siguiente

formula (34):

N Ac
Ag

= a ~bx M

en la cual:

a = la interseccibn de la recta con el eje de las orde
nadas

b = la pendiente

X = la abhscisa (Ag)

Para obtener la cantidad de anticuerpo precipitado, se

‘rearregla-la férmula (1):

N Ac = a (Ag) - b (AR’ (@)

i Y para obtener la méxima cantidad de antigeno precipi-



. tada, se aplic6é la siguiente fdérmula:

Ag  (max). = _a (3)

6.2.1 Estos cdlculos se llevaron a cabo para el polisacérido

homélogo y heter6logo.

6.3 Curva de Precipitacién utilizando como Antfigeno
una Proteina: (Suero de conejo anti Salmonella
typhimurium)

Precipitado de complejos solubles (segundo anticuexpo).

Para llevar a cabo esta curva de precipitacidn, se em-

pled como antigeno el suero de conejo anti Salmonella typhimurium

y como anticuerpo el sueroc de cabra anti IgG de conejo (35). En

la competencia que se establece por el sitio activo del anticuer

po entre el antigeno se forman complejos solubles que por su natu:
raléza y de acuerdo a la teoria de Marrack no precipitan quedando
en solucién. Los complejos solubles formados con el antigeno, si

queremos determinar toda la concentracién de antigeno presente en
la reaccidn, serd necesario llevar a cabo una reprecipitacién uti
lizando otros métodos como son precipitacién con sulfato de amo--
nio, o utilizando un segundo anticuerpo; para ello, fué necesario
determinar cuél es la concentracifn de este segundo anticuerpo ng
cesaria para precipitar toda la proteine presente en el anticuer-

po anti Salmonella typhimurium y el anticuerpo la IgG de cabra -

obtenida,

Cuando se lleva a cabo el radioinmunoensayo de acuerdo a la
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concentracifn de NitrGgeno en los anticuerpos adicionados, deberd

agregarse el 2do. anticuerpo en una concentracidén que fue determi
nada por la curva de precipitacidn cuando €sta se llevé a cabo uti
lizando como antigeno una proteina. La inmunoglobulina de cabra -
anti IgG de conejo precipita las IgG de conejo por el fragmento

Fc.

Para la purificacién de la inmunoglobulina del suero de cabra

anti IgG de conejo se hizo previamente una precipitacién con sul-

~fato de amonio saturado (32c), el precipitado disuelto en solucid

salina insotdnica se pas6 a través de una columna de DEAE celulo-
sa, se tomaron fracciones de 2 ml. y se leyeron a 280 nm. Aquellas
fracciones que tuvieron mayor cantidad de proteinas se concentra-
ron y se les practicé una inmunocelectroforesis (32d) para determi

nar la clase de inmunoglobulina.

Una vez obtenidas las IgG de cabra anti I1gG de conejo, se hi-
20 la curva de precipitacién, utilizando como antigeno el suero

de conejo anti Salmonella typhimurium, de acuerdo al protocoio‘si

guiente: (Tabla No. 5 )

Los tubos se incubaron a 37°C durante una hora, después de es
te tiempo se dejaron reposar dos dias; se centrifugaron, lavindo-
-se el precipitado con solucién salina tres veces y este se disol-

vié con NaOH O,TN para después leerlo a 280 nm.

Las lecturas obtenidas nos indican la concentracifn proteica
(inmunoglobulina) peroc en forma indirecta; para poder obtener la
cantidad de nitrdgeno proteico extrapolamos los resultados obte-

nidos a, el dato experimental que nos sefiala que a una lectura de

0,8 de D.O. a 280 nm. equivale a 1 mg/ml.

SRt e e o o w vmnm momn n  irht on  fy  shre r  m e



-41-

TA BLA No. 5§

CURVA DE PRECIPITACION UTILIZANDO COMO ANTIGENO UNA PROTEINA

Tubo IgG de cabraantiIgG  Suero de conejo anti Salmonella.  Suero de conejo anti Salmonella_  Solucién amortiguadorade  Concentracidn Ug/m).

de conejo typhimurium a una concentra-- typhimurium a una concentra- fosfato 1/15M pH 7,5 de Nen el antigeno

cién de IOO}Iglml. de N ¢ién de 1000 Ug/m!. N (en ml) (Suero de conejo an-

(ml) (ml.) ti Salmonella typhi-

murium)
1 0,1 0,1 —_— 04 10,0
2 0, 0,2 — 03 20,0
3 0,1 0,5 —— —_— 50,0
4 0.l ——— o1 04 100,0
5 0, — 0,15 0,35 " 1500
6 0, —_— 0.2 0,30 2000
7 0, —— 0,25 025 . .2500
8 0,1 — 035 0,15 350,0
9 0,1 ——

0,45 ' 0,05 450,0
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Para los cdlculos de cantidad mixima de antigeno y anticuer-

po en el precipitado, se empled el mismo procedimiento que en el

inciso 6.2 .

7. Radioinmunocensayo

7.1 El radioinmunoensayo se basa en la competencia que se
establece entre dos antigenos de la misma naturaleza; una en con
centraci6n desconocida (no marcada) y otra en concentracibn cong

cida radioactiva.

Ambos antigenos compiten por el sitio activo del anticuerpo,
formindose dos tipos de compuestos: complejos radiocactivos, a los
que se les designa con letra (B) y antigeno libre que recibe el -

nombre de radicactividad libre (F).

De acuerdo a la ley de acci6n de masas, la-reaccién antigeno-

anticuerpo estd dada por dos constantes de velocidad:

X1
Ag  +  Ac == Ag Ac (M
K 2
A B

Cuya relacibn de constantes estd representada por la férmula
siguiente:
‘ K1
K = e (2)
‘ : K2

A la concentracién total del anticuerpo se le conoce por --.

Ac® se considera que ésta es igual a la cantidad de anticuer-
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po que se unid al complejo mds una cantidad de anticuerpo libre,

cuando éste se encuentra en exceso.

Ac® = Ac + Ag Ac (3)

La relacién de radioactividad unida con respecto a4 la libre
esti determinada por 1la concentracidn total del anticuerpo menos
una cantidad de complejos radioactivos; es decir, radiocactividad
unida o B, Ambos miembros estén afectados por una constante K.

- = (X "ace -B) (4)

Si la radioactividad unida tiene un valor muy pequefio con res
pecto a la concentracién total del anticuerpo, la relacidn de ra-
dicactividad se verd poco modificada, cuando se introduzca un an-
tigeno no marcado. La solucidén para este problema consiste en -
disminuir la concentracién total del anticuerpo. Asikcualquier—

modificacién en la radioactividad unida (b) por la introduccién

de antigeno no marcado, va a ser ficilmente detectable por la re

lacidén de radioactividades.

Se postula que la concentracifn total del anticuerpo estd en
relacidn directa con la sensibilidad del método, es decir, conla

minima concentracién de antigeno que se desee determinar.
Ac® = H {5)
Se considera que la situacién ideal para llevar a cabo un ra-

dioinmunoensayo se obtiene cuando la relacién de radioactividades
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es igual a 1, es decir, que el 50% de la radicactividad se encuen
tra en forma unida (B) mientras que el otro 50% se encuentra en -
forma 1libre (F); cualquier desplazamientc de la radioactividad por
introduccién de un antigeno no marcado, va a ser facilmente visi-
ble,

B
F
Asi, pués, se postula que para llevar a cabo un radioinmunoen
sayo, si la relacifn de radioactividades es igual a 1, esto debe-
ré ser igual o menor que la concentracidn total del Ac y la concen
tracitn total delanticuerpo deberd ser igual o menor a la minima

concentracifn del antigeno que se desee determinar.
1T = K Ac® = KH (7

Por 1o que 1la constante de velocidad es,maycr,ycuando la rely
ci6n de radioactividades es igual a 1 e inversamente proporcig

nal a 1a minima concentracifn que se desee determinar.

K = 1/H (8)

Estas f6rmulas est&n representadas en la Figura No. 9

7.1.1 La sensibilidad del método puede ser definida como la
cantidad minima del polisacdrido que puede ser determinada por es
ta técnica; existe relacidn directa entre concentracifn tctai de
los anticuerpos y la sensibilidad del método; por lo que fue nece

sario llevar a cabo diferentes diluciones del suero hasta obtener
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la sensibilidad deseada siguicndo este protocolo.

PROCEDIMIENTO:

Se siguid el protocolo que se describe en la Tabla No. 6.

Todos estos volimenes fueron completados con solucién salina
isot6nica (0,6 ml.), y se dejaron incubar durante 1 hora a 37°C

y se les dejd reposar dos dias a 4°C.

Después de este tiempo, se les centrifugd y separd el sobrena
dante del precipitado, se determindé la radioactividad de ambos y
se obtuvo la relacifn de radioactividad, unidad y libre. Lo ante
rior se repitié, haciendo sélo caﬁbios en las diluciones del sue
ro siendo de 10°% a 107> / ml.

Se obtuvo la representacién grdfica de relacidn de radiocacti-
vidad y la curva obtenida en % de radicactividad unida (b) a una
sola concentracidén del polisacdrido, 1a primera y a diferentes -

concentraciones la segunda.

7.1.2 La sensibilidad del método también se ve afectada por
la concentracién del polisacdrido marcado. Para determinar la con
centracifn adecuada, se 1levé a cabo la metodologia descrita en -
el inciso 7.1.1. El suero de conejo se utilizé a una concentra-

cién de 16 Ug/ml. que corresponde a una dilucifn de 1:80.000 y -

‘las variaciones en la concentracién del polisacdrido fueron de -

5x10°'% a4 5 x 107" g/ml.

11
1
i
i
i
4
i
3
K
i
.
i
3
|
3
'
¢
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TABLA No. 6

PROTOCOLO PARA LLEVAR A CABO EL RADIOINMUNOENSAYO CON DIFERENTES DILUCIONES DE SUERO

Suero de coBejo diluido Polisacéirido a con- Polisacirido a con- Polisacirido a con- 1IgG de cabra Concentracifn

Tubo a 1x10 © (ml) cong??tracién cg?aracién centr? i6n goncentracién del p01§§acﬁrido

-1x10 g/ml {(m1) - 1X10 g/ml (m1) 5.5.x10 g/ml(ml) 160 Ug/ml(ml) en I(}gl] ) g/ml
1 0,1 0,1 : .- 0,1 0,1 1,0
2 0,1 0,2 .- 0,1 0,1 2,0
3 0,1 0,5 --- 0,1 0,1 5,0
4 0,1 .- 0,1 0,1 0,1 10,0
5 0,1 --- 7 9,2 0,1 0,1 ;20’0
6 0,1 .- 0,5 0,1 0,1 50,0

7 0,1 0,1 0,1
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TABLA No. 7

PROTOCOLO PARA LA TECNICA DE RADIOINMUNOENSAYO

Suero de conejo anti- Polisacdrido de_S. ty- Polisacirido de S. ty- Polisacdrido de S. Ty- 1gG de cabra Concentra .
S. tiphy dilucién phi concen'cracic’m_‘Zl%i phi cor_lﬁ.sntracion de¢ phi mdlouctlvo_gﬁncer_l concentracién  cin deT
Tubo 1:80,000 (m1) 1x10" " g/m1 @m1) 1x10" Vg/ml (m1) tracion 5.5 10 de 16 Ug/nt polisacd-
g/ml (ml) ' rido S.Ty
phi_
()(10'12 gml)

1 0,1 0,1 --- 0,1 0,1 1,0 é
2 0,1 0,2 - 0,1 0,1 2,0 %
3 0,1 0,5 . 0,1 0,1 5,0 %
4 0,1 . 0,1 0,1 0,1 10,0 E
5 0,1 - 0,2 0,1 0,1 20,0 |
6 0,1 --- " 0,5 0,1 0,1 50,0 §
7 0,1 .- - 0,1 0,1 —

Todos los vollmenes fueron completados con solucidén salina isoténica (0,6 ml.) se dejaron incubar 1 hora a 37°C y se
les dej6 reposar dos dias a 4°C.

Se centrifugd a 3.000 rpm y se determiné radioactividad en un contador de rayos gamma los cdlculos se 1levaron a ca- !
bo relacionando la radioactividadde B Bo x 100. : :
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TABLA No. 7

PROTOCOLO PARA LA TECNICA DE RADIOINMUNOENSAYO

Suero de conejo anti- Polisacdrido de §. Zt%- Polisacérido de S. ty- Polisacirido de S. Ty- 1gG de cabra Concentra .

S. tiphy dilucidn phi concentracifi phi cor_agfgntracion dé  pht ra“cﬁcactwo_(f%ncq]_ concentracién  cién deT
Tubo 1:80,000 (m1) 110" g/mi (m1) 1x10° Vg/ml (ml) tracidn 5.5 10 de 16 Ug/ml Ppolisacd-
g/ml (ml) ' TldO.S.
phi
(x1071% gm1)
1 0,1 0,1 --- -0 0,1 1,0
2 0,1 0,2 --- 0,1 0,1 2,0
3 0,1 0,5 - 0,1 0,1 5,0
4 0,1 0,1 0,1 0,1 10,0
5 0,1 - , 0,2 0,1 0,1 20,0
6 A I - 0,5 0,1 0,1 50,0
7 0,1 0,1 0,1

Todos los volfmenes fueron completados con selucién salina isoténica (0,6 ml.) se dejaron incubar 1 hora a 37°C y se
les dejo reposar dos dias a 4°C.

Se centrifugd a 3.000 rpm y se determiné radicactividad en un contador de rayos gamma los cdlculos se llevaron a ca-
bo relacionando la radicactividad de B Bo x 100.

e . PR £
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7.2 La reproducibilidad del método fue comprobada cuando los
resultados obtenidos se repitiercn con minimas variaciones en to-

das las experiencias que se practicaron.

7.3 La especificidad del método quedé demostrada cuando se
hicieron las curvas de precipitacién utilizando el suero de cone-

jo anti Salmonella typhimurium y los polisacéridos derivados de

otras salmonelas que comparten algunos determinantes antigénicos

con Salmonella typhimurium.

7.4 La exactitud del método se estimd trazando los valores
obtenidos de radioactividad en los precipitados B/Bo scbre papel
milimétrico y logit-log colocéndose en las oxdenadas el valor obte
nido B/bo y en las abscisas la concentracién del polisacédrido.lLos
datos obtenidos por radioinmunoensayo serdn significativos cuando
los valores experimeﬁtales se encuentren en la gréfica dentro dé

los 1limites de la pendiente mayor,

7.5 Las condiciones de concentracién de polisacdrido asfco
mo diluciones de suero, se describen en el siguiente protocolo,

tablaN®* 7, el cual fué seguido para investigar el polisacdrido

~de Salmonella en liquidos biolégicos.

8, Tratamiento de las Muestras

La sangre fue centrifugada a 3.000 rpm durante 5 mn. y en sue

~ro se investigf la presencia de polisaciridos de Salmonella typhi

(9, 12) y de Salmonella typhimurium (1, 4, 5, 12}, que cruzan con
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salmonelas de los grupos B y D, mediante rudio-inmunoecnsayo.
E1 suero estudiado fue tratado de la siguiente manera:

a) HidrSlisis:
0,1 ml. de suero sanguineo
0,8 ml. de solucifn salina isotbnica

0,1 ml. de Acido acético IN

Esta mezcla fue colocada en ampolleta de vidrio, las cuales
fueron cerradas al calor y se mantuvieron en bafio de maria a 100°

C durante una hora y media una vez terminada la hidrélisis.

b) Didlisis:
El producto fue dializado contra la solucién salina isotf

nica durante 24 horas a 4° C.

c) Evaporacidn:

La solucidén dializada fue colocada en tubos de ensayo en

campana de vidrio al vacio y en presencia de pentdxido de fésforo,
hasta obtener el material completamente seco, éste se disolvid en

1,0 ml. de solucidn salina isotdnica.

A las muestras anteriores se les practicd el radioinmunoensa-
yo colocando en cada tubo y por duplicado 0,1 ml. de ella, mds 0,1

ml. de antisuero de conejo antipolisacirido de Salmonella typhimu

rium en la dilucidén utilizada para la curva de referencia, asfi co

mo la cantidad de polisacdrido radicactive y del segundo anticuer

po.
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La orina fue tratada en forma semejante a las muestras de sue

10, la presencia de cristales fue eliminada por centrifugacién, -

la técnica seguida fue la misma que para el sucro.

Se pesd 1 g. de materia fecal la cual fue suspendida en 2,7

ml. de

solucifn salina después de adicionar 0,3 ml. de dcido acé

tico IN y se procedid a extraer el polisacdrido mediante:

a)

b)

c)

Hidrélisis:

Esta solucidn se coloc6 en ampolletas de vidrio y se cerrd
al calor, se sometid a bafio de maria a 100°C durante una y
media horas.

Didlisis:

El producto fue dializado contra la solucién salina isot6-
nica durante 24 horas a 4°, Esta solucidn fue centrifuga-

da a 10.000 rpm durante 10 mn.

Evaporacifn:

El sobrenadante colocado en ampolleta de vidrio al vacio
en presencia de pentdxido de fésforo hasta obtener la mues

tra seca.

Se recuperd el sedimento con 1 ml. de solucidn salina y con

esta solucién se 1levé a cabo la técnica de radio-inmuncensayo co

mo en el caso de sueroc y orina.

Simulténeamente, se corrid por duplicado una curva de referen

cia de acuerdo a protocolo anexo, con los resultados obtenidos de

radioactividad unida (B) y radio-actividad inicial (Bo);se aplicé

la siguiente férmula:
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B

X 100
Bo

Con estos datos se hizo una gréfica, para poder extrapolar -

los resultados de nuestros problemas.

POSGHADG
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RESULTADOS:

1., Cepas bacterianas utilizadas

Se obtuvieron 50 g. (pesoc seco) de bacterias muertas prove--

nientes del cultivo de Salmonella typhimurium en 200 botellas de

Roux,

El polisacdrido de Salmonella typhi Ty2 utilizado, fué obse-

quiado por la Dra. Enedina Jiménez (Laboratorio de Inmunoquinmica
del Hospital Infantil de México), obtenido con idéntica metodolo-

gia a la usada en la obtencién del polisacdrido de Salmonella . -

typhimurium.

Por el método de Freeman=-Staub, de 50 g. de bacterias (peso
seco), se obtuvieron 116,7 mg. de polisacidrido (liofilizado) que .

representa un rendimiento de 0,23 %.

2, Tiraminacién del polisacfrido

Se demostré que todo el polisacdrido presentaba moléculas de
tiramina, ya que al pasarlo por 1a columna de Sephadex G100, se
encontrd radiocactividad en las tres fracciones concentradas,‘adg
mis de presentar &stos actividad bioldgica. La lectura de la D.OQ

después de dializarlo, fué de 0,944 a 280 nm.

3. Yodacién del polisacfrido

La yodacién del polisacfirido di6 una lectura de 7.500 cpm.
en una concentracién de 110,40 x 10“9 de polisaciirido, de donde

se obtuve la radicactividad especifica de 0,06/uCi/ug.
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4. Inmunizacién a coneijos

Con la inmunizacidn a conejos, se obtuvieron anticuerpos anti

Salmonella typhimurium; con el suero obtenido se procedié a lle-

var a cabo curvas de precipitacién con el polisacliride. En las -
cinco inmunizaciones se obtuvo una curva de precipitacidn, conel

método de Lowry, que nos did 1,047 mg de N de proteina/ml. de sue

TO.

5. Curvas de precipitacifn utilizando como antigeno una
proteina {segundo anticuerpo)

Se us6 suero de cabra, con €1 se llevé a cabo una curva de -
precipitacifn cuantitativa utilizando como antigeno el suero de

conejo anti Salmonella typhimurium y como anticuerpo las Igl de

cabra; los resultados de la precipitacién permitieron calcular la
cantidad de 2do. anticuerpo que debia agregarse; de acuerdo a la
‘cantidad de proteina calculada por la Grdfica Neo.l, se necesita-

ron 400 pe de Ab {suero de cabra) para precipitar 333;1g de Ag -

(suero de conejo).

6. Radioinmunoensayo

A una cantidad constante de antigeno radioactive de Salmone
lla typhimurium se le adiciond suero de conejo anti Salmonella
typhimurium a diferentes diluciones y cantidades crecientes de

antigeno {polisacdrido de Salmonella typhimurium) de acuerdo a

la metodologfia descrita en Material y Métodos (Grdfica No.2).

Se relaciond el valor encontrado de radicactividad unida (B)

cpm con respecto a la radicactividad libre (F¥) en cpm, la rela-
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cién B/F fué dispuesta grdficamente colocando en las ordenadas
esta relacidn y en las abscisas las diluciones del suero que se

emplearon {Grifica No.3 ).

En la dilucién de 107° de suero del concjo, la relacidn B/F
es muy cercana a 1, lo que permite inferir de acuerde a la teo-
ria del radioinmunocnsayo que la dilucién de 10 3 es la mejor

para obtener una sensibilidad optima (Grdficas Nos. 4 y §5).

7. Estudio Bioldpico

7.1 Estudio en Humanos:

7.1.1 1Investigacidn del polisaciride 9, 12y 1, 4, Sy
12, en sangre, orina y materia fecal de nifios con gastroenteritis

por salmonelas ByD.

7.1.1a, Polisacéirido 9,12 (heterdlogo) en sangre, orina

y materia fecal de nifios con gastroenteritis por salmonelas By/e

D.

Se estudiaron 27 pacientes a quienes se aisld salmonelas B
y/o D en materia fecal y/o sangre; en la tipificacién de éstas
salmonelas se cncontraron 23 del serotipo S. typhimurium. cuatro

S _derby y en tres de los pacientes con Salmonella typhimurium, se

aislé conjuntamente salmonela D, una de las cuales correspondid

a Salmonella typhi y dos a Salmonellas enteritidis no tipificadas,

Estos resultados se resumen en el Cuadro No.1l.

I. - Niveles de polisaciride

Las cantidades encontradas de polisacdrido 9,12 en san
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CUADRO No. 1

SEROTIPOS DE LAS SALMONELAS B y D AISLADAS

SEROTIPO NUMERO PORCENTAJE
S. typhimurium 23 » 85,1
S. derby 4 148
S. Thyphi i 3,7

. En tres de los paclentes con Salmonela typhimurium se aldé Salmonela D tipificada una co-
mo S. typhi los otras dos no fueron tipificadas.
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gre, orina y materia fecal de estos niflos en etapa aguda de la -
enfermedad, a los 7 vy 14 dias (convalescencia), se encuentran en

las Grdficas Nos. 6, 7 y 8.

En estas mismas grdficas se representa el promedio + 2DE de
los valores obtenidos en el grupo testigo constituido por 20 ni-
fios sanos cuyas edades se presentan con la del grupo experimental
en el Cuadro 2. También se representan en estas grificas el pro
medio de los niveles de polisacdridos obtenidos en 20 pacientes

con fiebre tifoidea comprobada por clinica y hemocultivo positive.

Las tablas 8, 9 y 10 muestran el anflisis estadistico de los

niveles de polisacidrido encontrado en estos pacientes.

II. - Mortalidad
Hubo cuatro defunciones, en un caso hubo patologia de
fondo que pudo ocasionar por si sola la muerte (meningitis por

Klebsiella-Aercobacter y datos clinicos de coagulacidn intravascu

lar diseminada). Por lo que la mortalidad depurada resulta 11,1%
{3/27) porcentaje relativamente alto en relacién a otras series,
quizds imputable al hecho de que el 51% de los pacientes inclui-
dos en el estudio adquirieron la infeccidn intrahospitalaria. En

el Cuadro No. 3 se presentan estos resultados,

I11. - Edad.
En el Cuadro No., 2 se presenta la distribucién por -
edad, coincidiendo con lo descrito en los trabajos clésicos, ma

yor incidencia en el grupo de lactantes (36).
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TABLA Ne 8
POLISACARIDO 9,12 EN{ SANGRE DE PACIENTES CON  SASTROENTERITIS
POR  SALMOMELAS B vy D,

1ra. muestra 2da muestra 3ra muestra

k2
&

DIAGNOSTICOS

NEM(tPNem(gPNEMG—tp

- - - - -1
GASTROENTELITIS | 24 [8.2%18%2.47%15° 20 | 132x1610 | 1.35295"° 13 |1sx5"| 0.33m0
9 0
9.65[¢0.001 153 €00 - 0.91 ?0_3
10} - -
124210 | . 20 p2aax10|124xi0]

TESTIGOS 20 f.zz':m'é 1210161 20 |2.223%15"
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TABLA Mo 9

POLISACARIDO 9,12 EN- ORINA DE PACIENTES  CON GASTRQEQTERITIS
POR SALMDHELAS B Y/p 1,

fra. muestra 2da. muestra 3ra.muestra

DIAGNOSYICOS [Nol M G" t p Nof ™ (r t p |No| ™ C— t P

. SITH - i el

oastaoenTEmnis | 24 |soxidY e x16"° 20 |izax16" | 108318 17 laaxid l1axin !
124 |&.00! ‘ 308 Lb.o.n ' osr bo3

20 ! Rl 20 4 “1 20 L FORLL |

TESTIGO S 10X 10 1175 %i0 30x10 | L7sxio IPxXIG | Lyaxio
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TABLA Ne 10

POLISACARIDO 9,12 EN MATERIA FECAL DE PACIENTES CON GASTROEHTERITIS
POR  SALMONELAS

5Y/M0 D,

Ara.muestra 2da. muestra 3ra.muestra
DIAGNOSTICOS [ No M ) t P Nol ™M G— . t p [No| M r t P
GASTROENTERITIS 28 l.mb" '-'"_°" 19 Mxto'" 4,1:10" 16 o.".a.h"mn
204 Koo Q79 po. johad FD"'J
vasti00s | 20 Jaexio''fasnic" 20 Jaos" Jasxic™ 20 |20xi8' {202 /0"




CUADRO No. 2

DISTRIBUCION POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO,
DE 20 NINOS SANOS ¥ 27 CON GASTROENTERITIS
POR SALMONELAS By D

GRUFPOS RELACION NIROS/NINAS RELACION NINOS/NINAS
(nifios enfermos) (nifios sanos)

Recién nacidos . 4/2

Lactantes 7711 3/6

Preescolares 2/0 417

Escolares 0/1

TOTAL 13/14 713




CUADRO No. 3

MORTALIDAD EN 27 NINOS ESTUDIADOS CON
GASTROENTERITIS POR SALMONELAS By D

VIVOS ofo MUERTOS ofo TOTAL

23 85,1 4 14,8 27
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IV, - Estado de Nutricién

En el Cuadro No.4 se muestra la distribucidn del gru-
po problema y testigo en relacidén al estado nutricional, seglnecri
terio de Gémez (37), valores de acuerdo a la tabla de peso y ta-
1la de Ramos Galvdn (38). Los resultados presentados en dicho -
cuadro no difieren a los descritos en los trabajos cldsicos so-

bre salmonelosis (6, 7, 36).

V. - Manifestaciones Clinicas

Correspondieron a las descritas clidsicamente en los -
episodios de gastroenteritis, ie: diarrea, fiebre, vbémitos, deg
hidratacién. En el Cuadro No.5 se presenta la frecuencia porcen
tual de los sintomas observados. Similar a la serie de Kumate y
Takane (8), se encuentra una elevada frecuencia de sangre en las

evacuaciones (33,3%) y mucosanguinolentas (33,3%).

VI. - Complicaciones:

Durante el curso de la evolucifn de la gastroenteritis
se encontrd faringoamigdalitis 9/27, hepatomegalia 7/27, septice
mia 5/27, peritonitis 4/27, bronconeumonia 4/27. Estos datos se
presentan en el Cuadro No.6. La bronconeumonia fué diagnostica-
da en base ciinica y radioldgica. La ictericia sblo por clinica,
la peritonitis en base a datos clinicos y radiolégicos y la sep-

ticemia por hemocultivo positivo.

La etiologia salonelfsica en esas localizaciones, no
se probé en todos los casos, se sugiere la participacién de las

salmonelas en base a que otras etiologias fueron razonablemente

descartadas.
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.CUADRO No. 4

ESTADO NUTRICIONAL DE 27 NINOS ESTUDIADOS CON
GASTROENTERITIS POR SALMONELAS B y D

GRUPO CONTROL

GRUPO No. de casos ofo No. de casos o/o
Eutrdficos 8 30,0 13 65
Desnutridos 19 70,0 7 35
ier, grado 6 22,0 6 30
2do, grado 8 29,6 1 5

3er, grado H 18,5 0 0
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CUADRO No. 5

SINTOMAS MAS FRECUENTES EN 27 NINOS CON
GASTROENTERITIS POR SALMONELAS B y D

SINTOMAS No. de casos ofo

Fiebre ) 22 81,4 ;
Diarrea 26 . 96,2
Moco en heces v 23 85,1
Sangre en heces 9 33,3 7 t
Moco y sangre en heces 9 . 33,3 ‘
Vémitos 17 62,9 ‘

Dolor abdominal 1 ) 3,7
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CUADRO No.

6

COMPLICACIONES OBSERVADAS EN LA EVOLUCION
DE GASTROENTERITIS POR SALMONELAS By D.

(27 nifios)

COMPLICACION No. DE CASOS PORCENTAIJE
Ictericia * 1 3,7
Bronconeumonta? 4 14,8
Faringoamigdalitis 9 333
Hepatomegalia 7 259
Moniliasis bucal 3 11,1
Esplenomegalia 1 37
Peritonitis® 4 14,8
Septicemia® 5 18,5
Coagulaci6n intravascular diseminada® 2 74
Perforaci6n géstrica 1 3,7
Infeccion urinaria 2 1,4
Vulvo-vaginitis 1 3,7
Didgnosticos hechos por:

1. Clinica

2. Clinlca y radiolégica

3. Clinica y radiolégica

4. Clinica y Hemocultivo positive
5. Clintea
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7.1,1.b. Polisacirido 1, 4, 5, 12 (hom8logo) en sangre,
orina y materia fecal de nifios con gastroenteritis por salmonelas

B y/o D,

Los niveles de polisacdridos 1, 4, 5, 12 en sangre de
23 de los 27 pacientes del grupo 7.1.1.a, vy en sangre de 19 pa-
cientes estudiados posteriormente, se presentan en la Grdfica -
No.9, y su andlisis estadistico en las tablas 11y 12. Todas las
saimonelas B de este (ltimo grupo, correspondieron al sarptipo
C-typhimurium, en tres pacientes; ademis, se aisld una salmoneladel

grupo D no typhi,

Hubo dos defunciones y en tres pacientes se aisld la
salmonela B en sangre. De los 19 pacientes, 14 eran del sexo mag
culino y 5 del sexo femenino, tres recién nacidos, 14 lactantesy

dos preescolares.

Los niveles de polisacédridos 1,4,5,12 en orina y mate-
ria fecal de este grupo de 19 pacientes, se muestran en las Grafi
cas 10 y 11; su andlisis ostadistico se presenta en las tablas 13

y 14.

7.2 Polisacérido 1, 4, 5, 12 en s@ero de nifios con hepati-
tis en la etapa aguda de la enfermedad y tres meses despuds de -

la misma.

Existen evidencias que sugieren que la endotoxina es absorbi
da continuamente del tracto intestinal {39 vy 40), que la cantidad
absorbida de la misma varfia con el tamafio de la poblacitn de bac

terias gram negativas en el intestino (41) y que la endotoxemia
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TABLA N2 11

POLISACARIDO 1.4,5,12 EN SANGRE DE NINOS CON
GASTROENTERITIS POR SALMOWNELAS "B vy "D" ,

Etapa Aguda 7 Dias 14 Dias
M t N M P N M t %)
Disgnosticos N 6\ ! P 6\ T G\
. -8 '
0 33 1.89"‘541.22 10 = =
Geatroencerivia] 47 lr6sxYusxd x 20 hzaa%saras P
11,561 |< a0t 6,256 | < 0ol

21

Testigos 20 [22206%121x 1" 20 |2 h2iné 20 Ezmd%mué"
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TABLA N= 12

POLISACARIDO 1.4,5.12 E4 ORINA DE WIS COM
JASTROENTERITIS POR  SALMONELAS "B* vy “D*

Etapa Aguda 7 Dias 14 Dias
| Disgnosticos { NQ M 6. t p NE M r t P N2 ™M 6~ t P
d I I " -
Gaatroente~ | 19 3.03&041.01:(]08 12 |2.26x10°8 1490 67° 9 | 1503, m0
ritis ' 12.697( 00! 10,017 | Can 13840 Koo}
! il 11 ;M i
Testigos 20 J3.0x10'75x10 20 Jaoxio '’ 1175x10 20 [30x10 N175x00
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TABLA N¢ 13
POLISACARIDO 1.4,5,12 EN MATERIA FECAL DE NIROS CON
GASTROENTERITIS POR  SALMOWELAS "B” v "D" ,

Etepa Aguda ' 7 Dias 14  Dias

Diagnosticos

No M ¢ t P No M <3 t P Ng M 6 t P
59 "* 59479505 9 |a.38xic’ a.ooxlo"f
Gastroenteritis 19 179x10 16,2210 12 f148x10 °14,79x F
12204 |< a0 10.206 | {00} 7.6 |¢ap
0
Testigos 20 |asn0" |26x6" 20 |36xd! |26x6" 20 [3.6x181 [2.6x10




TABLA N? 14

POLISACAR[DO 1.4,5,12 EN SANGRE, ORINA Y MATERIA FECAL DE
NIOS CON GASTROENTERITIS POR SALMOMELAS "B* v D

SANGRE ORI § A MATERIA FECAL.
‘GASTROENTERITIS '
£ el n | e | ok p el n el F | e | n oo | F [
Erapa  AGubA 47 p.oax1o8 |1.48x10°8 19 3.03x|0'8H9.99xw‘” 19 [.7e06®6.22016
13.622 | ¢ 0.01 a0 | gon ’ 9.620 |<001
7 Dias B hosoxio® |1.220108 2 1226008l a0x10? L frasad® a.ama0®
M Dias 20 pozgd ssmae? 9 |seaod] s.zxae? . 9 | 8380 3,000
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dentro de la circulacifn portal es destoxificada por el higado -
normal {42, 43). Cuando se reduce la capacidad de extraccién por
dafio hepdtico, la endotoxina de la circulacidn venosa portal atra
viesa el higado y entra a la circulacidén general; ello nos indu-
jo a medir el nivel de polisacirido en pacientes con cuadro agu-
do de hepatitis infecciosa y tres meses después, en la convales-
cencia, sin datos clinicos ni de laboratorio compatibles con al-
teracién hepatocelular. Los resultados se presentan en la Grafi

ca No. 12 y su andlisis estadistico en la tabla 15.

7.3 Investigacibn del polisacdrido 1, 4, 5, 12, en sangre
portal y periférica de 10 nifios sometidos a laparatomia por pro-

blema no infeccioso.

Se estudiaron diez nifios sometidos a laparatomia, 8 con diag
ndéstico de probable linfoma, 1 por probable tumor de Wilms y otro
por probable tumor suprarenal, 6 del sexo femenino y 4 del sexo
masculino, con edades entre Z y 8 afios, a quienes durante el ac-
to operatorio se les tomé simultineamente una muestra de sangre
portal y otra de sangre periférica. Los resultados se presen

tan en la Gréfica No.13 y su andlisis estadistico en la tabla 16.

7.4 Polisacérido 1,4,5,12 en suero de 10 nifics sometidos a

esterilizacidn prequirGrgica de colon.

Se estudiaron 10 nifios, 6 del sexo masculino y 4 del sexo fe
menino, 8 entre 2 y 3 afios, 1 de 5 y otro de 6 afios, quienes re-

cibieron tratamiento a base de neomicina (80 mg/kg/dfa) y eritro

micina (50 mg/kg/dia) por via oral para esterilizacién prequirlr
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TABLA N2 15

'POLISACARIDO 1.4.,5,12 EN SUERD DE PACIENTES CON
HEPATITIS EN ETAPA AGUDA Y 3 MESES DESPUES.

Heratinig | N® OF M o t P
PACIENT

sazno® haaxd®

AGUDA 15
' 1552 | { 001

3 MESES |10x]0-9 042X]0-
15
DESPUES
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TABLA N 16

Polisacarido 14512 en sangre portal vy

Periferica de 10 pacientes no infectados
sometidos a laparotomia

Ll DE
SANGRE PACIENTES| M 0 T P

~ 10 |sao2xicr® 22x10°8
PORTAL 8036 | < o0

‘ 0 9650167 o.m1x10°"
PERIFERIC A ! 0963
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gica de colon, Se les tomd una muestra de sangre periférica antes
de recibir antibiéticos, a las 24 horas con antibidéticos y tres -
dias después de recibir la Gltima dosis de antibidticos; las gré-
ficas N2 14 y 15 muestran los resultados.Se aplicd analisis de -

varianza {44) entre grupos obteniendose un valor de ¥ de 8.057 pa
ra un valor de p (0,01 (tabla 16); de la misma manera se realiza-
ron comparaciones entre grupos, aplicdndose prueba de t para mues-

tras pareadas, cuyos resultados se presentan en la tabla 17,

7.5 Polisacérido 9,12 en sangre, orina y materia fecal de -

familiares de pacientes con fiebre tifoidea.

Se estudid el grupo familiar de 15 pacientes internados -
en la sala de Contaglosos IV del Hospital Infantil de México, de -
marzo de 1979 a agosto de 1980, con diagndstico de fiebre tifoidea

comprobada por clinica y hemocultivo positivo.

Las 15 familias las constituyen un total de 77 personas, -
en promedio 5,2 personas por familia,A estas personas se les prac
ticb coprocultivo e investigacién del polisacdrido 9,12 en sangre,

orina y materia fecal.

En dos de las 77 personas, el coprocultivo fué positivo -

a Salmonella typhi, correspondiendo a dos nifios de 3 y 4 afios de

edad, pertenecientes a un grupoe familiar de 10 personas, de las --
cuales 4 habifn padecido la enfermedad, incluidos ellos.A éste gru

po familiar se 1le practic6é prueba de coaglutinacién con an-
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TABLA N% 17

POLISACARIDO 1.4,5,12 EN SUERO DE 10 NINOS
SOMETIDOS A ESTERILIZACIOY DE COLON PREAUIRURGICA,

M
O.a / N Ng r F p
iagnosticosy (1012} ‘1042)
Antes de
/ 10 515 12.71
Angibioticos
24 horas con ‘
; 10 30.6 9.61 | 8057 < 001
antibioticos
3 Dias

/ 10 40 10.6
despues '
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GRAFICA N2 15
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tigenos 9, 12 (45), reportindose positiva en los dos pacientes -
con cultivo positive y negativa en el resto. A la semana sc les
repiti6é la prueba (coprocultivo y coaglutinacidn), siendo negati

vas.

Los niveles de polisacdrido 9, 12 en este grupo, los represen
tamos en las Grdficas Nos. 16, 17 y 18; en ellas tambifn represen
tamos el nivel obtenido en pacientes con fiebre tifoidea en nifios
y adultos sanos. El grupo experimental se divididé en tres subgru
pos de acuerdo a la edad: 0-4 afios, 5-14 afios y mds de 15 afios. -
Los resultados se compararon por prueba de t para muestras no pa-

readas y se presentan en la tabla 138.

8. Estudio en animales

8.1 Estudio en conejos

A 10 conejos se les practicsd asa de Thiry-Vella segdn
técnica descrita en el inciso 2,1.,a, practicindosele lavado digy
rio con solucién fisiolBgica del asa aislada y sacrificéindolos a
los 8 dias, se obtuvo simultaneamente sangre periférica {venamar
ginal de la oreja), sangre de una vena del asa intestinal aisla-
da, sangre portal y mesentérica. En estos sueros se investigd el
nivel de polisacidrido 1, 4, 5, 12; los resultados se presentanen

la Grafica No.19.

Las diferencias entre grupos son altamente significati
vas, con un valor de F 70,02 y p { 0,01. Las diferencias entre
los valores obtenidos en suero de asa intestinal aislada vs san

gre portal, sangre de asa vs sangre mesentérica, asa vs sangre

periférica, portal vs periférica, son significativas;, en las ta
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TABLA No.18

POLISACARIDO 9, 12 EN SANGRE, ORINA Y MATERIA FECAL DE FAMILIARES DE PACIENTES
CON FIEBRE TIFOIDEA, COMPARACION POR GRUPOS DE EDAD

Muestras S angre Orina Materia facal
tl* o] t P t P

*
A vs B 1.485 < 0.2 0.5 < os 0.125 { o9
A vs C 1.336 <02 07 { 09 0008 '8
B vs C 0379 (o8 13 o9 0342 ¢

*

A= D-4 anos

B I 5-14 afos

C Z Mayores de 15 anos

xR . '
Pruebas de t pars muestrss no pareadas
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GRAFICA N® 19
Polisacarido 14,5,/2 en sangreés de asa
imtestinal aistada, periferica, portal vy

mesenterica, (10 coneios)
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TABLA N2 19
POLISACARIDO 1.4,5.12 EN SANGRES DE ASA INTESTINAL
AISLADA, PERIFERICA, PORTAL Y MESENTERICA. (10 CONEJOS )

Sangre :
9 Ng M 6 F R
Asa intestinall 15 o 00y 9% .38 x 1077
aislada
Portal 10 {7410 |1.56x 1070
70,2 {<0.01

Mesente ricg 10 4.5 x 1072 {1.17x 107°

Perifernce 10 9

2.14x 10°° {0.55 x 10°




POLISACARIDO 1,4, 5,12 EN SUEROC DE SANGRE DE ASA
AISLADA, PORTAL, MESENTERICA Y PERIFERICA

-0 -

"TABLA No. 20

( 10 conejos)
MUESTRAS L P
Asadislada  vs.  Portal 13,334 ¢ 0,001
" Asaaislada  vs.  Mesentérica 11,069 < 0,001
Asa aislada  vs.  Periférica 11,642 < 0,001
Portal vs,  Mesentérica 5975 ¢ 0,001
Portal vs.  Periférica 2,444 < 0,001
Mesentérica vs.  Periférica 6,685 0,001

* Pruebade t par muestrax parecdas,

i
H
i
H
®
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blas 19 y 20 se presentan estos resultados.

8.2 Célculo de 1la LDSO en embriones de pollo inoculados con
suero de pacientes con fiebre tifoidea y de pacientes con gastro

enteritis por salmonelas B y D.

Dado que el radioinmunoensaye reconoce la porcidn poli
sacirida de la molécula de endotoxina, quisimos averiguar si los
sueros estudiados tenian actividad endotdxica que correlacionara
con los niveles de polisacidrido cuantificades por radioinmunoen-
sayo. Se usaron 6 sueros de pacientes con fiebre tifoidea {(com-
probada por clinica y hemocultive positive), 10 sueros de pacien
tes con gastroenteritis por salmonelas B y/o D a los cuales pre-
viamente se les habia cuantificado el polisacdrido 9, 12 vy 1, 4,
5, 12 y un grupo testigo constituido por suero de 5 personas con
sideradas sanas pre?io exfimen médico general y que reunian lasca
racteristicas expuestas en el inciso 2.2. lLas tablaé 21, 22 se
resumen los resultados de mortalidad, sobrevivencia, concentracién
del polisacérido y LDS0 de las muestras de suero de estos pacien-

tes +

La inoculacién practicada en embriones de pollo de 11 dias
de edad, con suero a diferentes diluciones: 1:10, 1:100, 1:100,
1:10.000 de personas sanas did como resultado sobrevivencia . de
todos los embriones, excepto uno que murié a la concentracidn

del suero 1:10 de un nifio de 10 afios sin patologia aparente.

Cinco de los sueros de los seis pacientes con fiebre tifoi- .

dea mostraron actividad endotdxica; usando papel probits presen
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TABLA No. 21

LETALIDAD (LDsg) EN EMBRIONES DE POLLO* INOCULADOS CON
SUEROS DE PACIENTES CON FIEBRE TIFOIDEA

. Concentracidn
Pacientes con 1:10 1:100 1:1000 1:10000
fiebre tifoidea . ) i ) del
Vivos muertosjvivos mmertOQV1vos muertoqvivos muertoq Polisacarido
-6
1 2 3 3 215 0|4 1 ] 0.104x10
' -6
2 1 4 2 3 4 1 -~ 0.045x10
3 1 a |4 N 2 |4 1| 0.060x107®
4 0 5 | 3 2 |4 1 15 o | o0.120x10°®
-6
5 3 2 4 1 4 1 4 1 0.120x10
-9
6 3 2 4 1 4 1 5 0 0.038x10

~* 11 dias de edad

Lbey

Reed-Muench

1:3.830

1:59,85

1:1.000

1:1.584

1:1.588
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TABLA No. 22

LETALIDAD (LDsg) EN EMBRIONES DE POLLO* INOCULADOS CON
SUEROS DE PACIENTES CON SALMONELOSIS

Concentracién LD
Gastroenteritis 1:10 1:100 1:1000 1:10000 [ poi 2ol oo ree d_zgmch
' vivos muertodvivos muertogvivos muertos|vivos muertoq
B ()| 3 4 1| 3 2 | s 0 | sz.sx107° 1:3828
By D () 3 2 4 1] 3 2 | 0 | s0.0x107° 1:10.000
B M |4 1 5 o | s 0o | s 0o | 0.01x107°
B 3 (5 - o0 4 1} s 0o | s 0 | 12.5x107°
B |3 2 5 0o | s o | s o | 9.8x107°
B 3 |4 1 5 o ls o ]s 0 | 12.5x107°
B M |34 1 4 1] s o | s 0 | 40.0x107° R
B (3 |s 0 4 1] 4 1] s 0 | 25.0x107° Ll
B (@ |4 1 4 1| s T o | 6.50x107°
B (3 |2 3 4 1| s 0 8.0x10"°

* 11 dias de edad
( ) Nfmero de 1la muestra
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CUADRO No. 7

LETALIDAD (LDsg) EN EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS CON
SUERO DE PACIENTE CON FIEBRE TIFOIDEA

a b c Por agregacién
total Mortalidad

Grado de dilucion d e
del suero Vivieron |Fallecieron Vivos Muertos 96
1110 0 5 12 5 30
1:100 3 2 12 7 37
1:1.000 4 1 9 8 47
1:10000 5 0 5 8 62
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tamos en la Grdfica No.20 la representacidn de la actividad endg
téxica del suero del paciente 3, cuyos datos se resumen en el -
Cuadro No.7. En dos de los sueros de pacientes con gastroenteri
tis por salmonelas B y D, se encontrd actividad endotéxica, en el
paciente 1; la muestra correspondia a la etapa aguda de la enfer
medad y en €1 se habia cultivado en sangre Salmonella B; el pa--

ciente Z, se le habia cultivado Salmonellas By D en coproculti

vo; la muestra correspondia a la etapa aguda. Los pacientes 3,5
y 7 la muestra correspondih a la etapa aguda de la enfermedad, -
Existe un porcentaje de mortalidad variable a las diferentes di-
luciones, pero no se puede calcular la LD50° El paciente 9 1la

muestra de sangre corresponde a los 7 dfas (2da. muestra) y en -
los pacientes 4, 6, 8 y 10, la muestra es de los 14 dias (3ra.

muestra}; en ellos no fué posible calcular la LDy, a las dilucic

nes usadas.
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DISCUSION

1. Polisaclrido homblogo (1, 4, 5, 12) yheterdlogo (9, 12) en -
sangre, orina y materia fecal de nifios con gastroenteritis

por salmonelas B y D.

Las salmonelas forman el grupo mis ubicuo de microorganismos
causantes de diarrea bacteriana. Aunque se han descrito mis de
2000 serotipos distintos, son menos de 40 los serotipos que cau-

san el 85 a 98 % de enfermedad en el hombre (14).

Desde 1943 Seligman y col.‘(i) describieron las cuatro varie
dades ciinicas que adopta una salmonelosis: 1) gastroenteritis;
2] bacteremias y septicemias {sindromes tifoidicos); 3) locali-
zaciones consecutivas al estado bacteriémco o septicémico; vy 4)
portadores convalescientes o sanos. La gastroenteritis es la ex
presién clinica més comfn de la infeccidn por salmonélas (3, 4,
36), constituye 2/3 de todas las formas de enfermedad causadaﬁor

salmonelas (2).

Los diferentes serotipos de salmonelas muestran tendencia va
riable en la produccifn de uno u otro tipo de sindromes clinicos
vistos en pacientes infectados por salmonelas i.e, 8. anatum pro
“duce fundamentalmente infeccién asintomdtica o enfermedad diarrei
. ca y raramente penetra el intestino o causa bacteremia (2). En
contraste, ciertos serotipos de salmonelas tales como Salmonella
typhimurium y S. pare typhi A y C, regularmente penetran la pared

intestinal y producen cuadro clinico de fiebre enteral. Otras -



salmonelas como 5. newport vy S, enteritidis son agentes etioldgi-

cos que producen fundamentalmente gastroenteritis, S. typhimurium

es la especie de salmonela mds comunmente asociada con gastroente
ritis y frecuentemente es causa de bacteremia ¢ infeccidn local.-
Las caracteristicas del organismo que influencian el tipo de enfer

medad no han sido descritas. En el caso de Salmonella typhimurium

¢l anflisis de los cuadros clinicos asociados revela que 80% adop-
ta la forma de gastroenteritis, 4% la septicémica o tifdidica y -
15% la asintomética., En ocasiones es dificil la separacifn clara
de las variedades clinicas, pero la baja incidencia de cuadros sep

ticémicos en las infecciones por $. typhimurium ha sido confirmada

por la encuesta del Centro de Salmonelas de Nueva York; en efecto,
Saphra y Winter (5) durante una revisidn de 9.284 salmonelas aisla
das de 7.779 infecciones humanas, encontraron que 2.385 (30,7%) -

fueron S, typhimurium y solamente 97 de las 2.385 cuadros clinicos

asociados (4,1%) fueron sindromes sépticos con hemocultivo positi-
vo, en nuestro medio, Olarte y col (46) en una encuesta de 4.000
nifics con padecimientos febriles a los que se les practicd hemocul

tivo, resultaron 478 salmonelas de las cuales 6 fueron S. th¥phimu

Tium,

En general, se han descrito tres tipos de interacciones entre
las bacterias capaces de producir diarrea aguda y la mucosa intes
tinal (47): 1) multiplicacién en el intestino delgado, sin inva-

si6én de la mucosa intestinal i.e. Vibrio cholerae; 2} invasién -

y destruccién de la mucosa intestinal, i.e. Shigella; 3) penetra
cibn al tejido submucoso, incluyéndose en este grupo a las salmo-

nelas, que invaden el epitelio sin destruirlo y penetran hasta la
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lamina propia en donde se reproducen e inducen respuesta inflama
toria., Ultraestructuralmente, el proceso de penetracidn de la -
salmonela ha sido descrito desde 1967 por Takeuchi (48): 1las bac
terias al acercarse a una distanciade 350 A mnm producen degenera--
cibén de las microvellosidades del borde en cepillo del epitelio
intestinal. La naturaleza de esta interaccifn no ha sido defini-
da, hay evidencias que sugieren que la composicién quimica de 1la
unidad repetidora de el lipopolisacdrido puede tener alguna impor
tancia en el proceso de penétracién (49), aunque estudios en rato
nes gnotobidticos establecen que pueden ser importantes pero no
esenciales en la invasién de la mucosa ileal {50). Las bacterias
pasan a través de las células del epitelio intestinal, transpor-
tadas por vacuoclas, hasta la lamina propia; la célula epitelial
regenera las microvellosidades degeneradaé y en general permane-
cen bien conservadas durante este proceso de penetracién. Las -
bacterias pucden:tambifn penetrar a través de las uniones entre
las células epiteliales adyacentes, pero no son transportadas por
células fagociticas como inicialmente habia propuesto Florey (51}
Al llegar a la lamina propia, las bacterias se observan dentro de
las células fagociticas y se multiplican dentro de ellas; esta -
multipliéacién es esencial, la penetracién no es suficiente para

producir enfermedad (52).

Las salmonelas no typhi inducen una respuesta inflamatoria -
polinuclear, la respuesta inflamatoria estimula la liberacién de
prostaglandinas (53), principalmente E1, Ez, EZ°¢ , que incre-

‘mentan la concentracién intracelular de AMPC (47) y como efecto

final se inhibe la absorcifn de sodio e incrementa la secrecién
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de cloruros, bicarbonato, potasic y agua hacia la luz del intes-
tino, sin alteraciones histopatolégicas de la mucosa intestinal,:
estas alteraciones aunadas a alteraciones a nivel del coleon (54)
ha inducido a algunos auteres a proponer que probablemente la dia
rrea resulta de la incapacidad del colon alterado de reabsorber la:
carga de liquidos producidas a nivel del ileon por un mecanismo -

secretor.

Estos son los aspectos fisiopatogénicos conocidos hasta ahora
en relacidén a la gastroenteritis por salmonelas no typhi, no obs-
tante aunado a la diarrea como manifestacibn cadinal, los nifios -
en su cuadro clinico muestran manifestaciones de tipo general, ta
les como: fiebre, estado de chogue (sin o poca relacién con la -
deshidratacién), leucocitosis y alteraciones de la coagulacibn que
sugieren que la bacteria o su endotoxina no permanecen {nicamente
en la luz del tubo digestivo sino que produce episodios de endoto
xemia con mayor frecuencia de lo hasta ahora aceptado. La concen-
tracidén del polisacdrido 9, 12 y 1, 4, 5, 12 en sangre, orina y -
materia fecal de pacientes con gastroenteritis por salmonelas B
y D, revelan que las mismas aumentan en el curso de gastroenteri-
tis por dichos gérmenes y que hay eliminacidn por la orina de ma-

terial antigénico.

Con antisueros 9, 12 (heterblogos), los valores encontrados
en sangre se disﬁribuyen en su mayoria alrédedor del promedio més
o menos una desviacién standard; los valores més altos se encon-
traron con la asociacién de salmonelas B y D, los valores encon-

trados en la segunda y tercera muestra presentan una clara tenden



cita o disminniv v o omayor dispersion., Ll que tos valores mids -
altos encontrados con antisucros heterdlogos carresnondan a pacien
tes con sulmonelas B v D, habla de una mayor facilidad para descu-
brir csos determinantes antiadénicos con antisucros 9, 12; pudiera
pensarse yue scotrata de un mayver poder de invasidn de las Salmo-
nellas D, pero los mismos sucros analizados con antisucros 1, o,

S5, 12 no mucstron igual fendmeno.

Por otra parte, las concentraciones cencontradas para los casos
mis graves (lallecidosy septicemias) presentan valores del polisa-
cirido por arriba del promedio cn sangre, orvina y material fecal,

lo que nos sugiecre una relacidén directa centre la severidad del cua

dro ¢linico v los niveles de antigenos de salmonelas.

Los hallazgos de valores detectablos de antigenos en nifios sg
nos, sugicren que la misma cruza la barrera intestinal on condicio
nes normales,  EBvidencias previas apovan que las condotoxinas son
absorbidas continuamente del tracto intestinal en condicioncs nor
males (38, 42, 55, 56}, aunque ng podemos descartar que parte de
estos valores, por la naturaleza del polisacirido, sen 1o cnantifi
cacidn de sustancias de grupo que comparten cstructuras gquimicas

Csemejanteos (57, 583,

Los niveles de polisacdrido detectados con anticucrpos homélp
gos {1, 4, 5, 12] son unas 50 veces mis altos que los encontrados
con los unficnorpos heterélopos (9, 12) lo que habla de una mayor
especificidad de los anticuerpos homélogos. La mavor parte de los

casos s oagrupan alrededor del promedio, los valores encontrados



para la asociacidn de salmoncelas By Ibcon anticucrpos hondlogos
se cpcuentran por dehajo del promedio pero dentre det valor nov-
mal, lo cual establece gue Tos vilores mds altos encontrades para
esta asociacién con anticuerpos heterdlogos, no se deben al mayor
paoder de invasidn de estas salmoncelas sino o la mavor especiflici-

dad del suero con el cual se investigd.

Las concentraciones oncontradas con los casos mis graves (sep-
ticemias y Tallecidos) presentan los valores mds altos compatibles
con nuestra hipdtesis de que 1a gravedad costd relacionada con 1a

miagnitud de lu cndotoxemia.

La cinética de desaparicién del polisacdrido detectado con an
ticuerpos homélogos de mancera sccuencial a los 7 y 14 dias muestra
una clara tendencia a disminuir, aunque no en la cuantia o lo ob-
servado con ¢l sistemahetevdlogo (9, 12}, que pudicra cstar en re
lacidn con 1a mits lenta degradacién de 1a molécula y por ende -

eliminacidén retardada.

Bi anilisis estadistico por aniilisis de varianza demuestra -
que los valores ohbtenidos en la ctapa aguda, 7 y 14 dias con an-
ticucrpos homdélogos, mucstran diferencias significativas (F=13,62)

pari un vilor de p € 0,01

Se utilizé la prucba de t de Student (59) para evaluar jos vg‘
lores de las diferenvias encontradas en la gostroenteritis por -
salmoncias By Dy c¢n los testigos; en las muestras de sangre con
antisucros heterdlogos, sc encontrd ﬂﬁa diferencia estadisticamen

te significativa en la primera y segunda muestras, come puede ob-



servarse on o tabla No.og . Sin cwbarge, on la tercerd muestra
de sangre tos valores tienden o normalizarse, va que el valor de

tda un valor de p 7 0,5 .

Al comparar los valoves ohtenidos con antisueros homdélogos on
la muestra de sangre de nifos con gastroenteritis por salmoncias
By Dy los testigos se encontraron por prucha de t diferencias -

significativas en lu primera, scgunda vy tercera muestras.

Bl andlisis estadistico deo las muestras obtenidas en la orina
reveld resultados semejantes; nucvamente encontrimos con antisue-
ros heterdlogos, que en la tercera muestra de orina, las concon-
traciones encontradas tienen a dar valores semejantes a los nor-
miales ohtenicnde un valor de p » 0,3; pero con antisucros homg

logos en tas tres muestras las diferencias son significativas con

p { 0,01

In relacidn a los valores cncontrados en materia lecal, el -
andlisis estadistico deo los valores ohtenidos con sueros heteré-
ldgos de la primera mucstra con respecto al grupo testigo, mues-
tra que hay una diferencia cstadisticamente significativa, con
un valor de p ( 0,05, EBn lua scgunda y tercera muestra, los va-
lores no son significativos con respecto al testigo, ya que cl
valor de p para ta segunda muestra es 0,4 vy para la tercera
mucstra cncontramos valores mils altos en el grupo testigo que en
los pacicentesy lo que pudicra estar en relacidn a que la mayoria
de 8stos pacientes estuvicron tratados con antibidticos, proba- -

hlemente ecsto permitié una disminucidn en 1o [flora intcstinal vy



consecuentemente una dismunicién de endotoxinas detectables; con
antisueros homblogos;en las tres muestras las diferencias son sig

nificativas, con un valor de p < 0,01,

2. Polisaclrido 1, 4, 5, 12 en sangrc de nifios con hepatitis,

etapa aguda y tres meses después.

Dado que el higado estd colocado entre el intestino y la cir
culacidn general como un filtro de bacterias y sus productos cabe
esperar que un defecto en la funcién de esta barrera en enferme-
dad Hépﬁtica aguda i.e. hepatitis infecciosa aguda, o crénica i.e.
cirrosis permita la cntrada de esas sustancias a la circulacidn

sistémica.

Los fagocitos hepiticos (células de Kupffer) constituyen ol
sitio principal de depuracidn de particulas en la sangre portal
esto ha sido demostrado experimentalmente usando bacterias (60},
emulsién de lipidos (61), carbén coloidal (62) y glébulos rojos
extrafios (63). Estas cé&lulas constituyen 15% de la poblacién total

de células hepiticas (64).

La captacidn de pérticulas por el higado se ve afectada por
varios factores (42) que incluyen: 1) flujo sanguineo a través
de los sinusoides hepdticos; 2) dosis, tamafio y grado de extra-

. fieza de las particulas; 3} factores séricos (opsoninas) talés co
mo inmunoglobulinas y complemento; 4) estado funcional de las cé

lulas de Kupffer; y 5} ¢l nimevro de las células de Kupffer.
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Se ha visto que existe una ro]nﬁién entre endotoxinas entéri-
cas o insuffcienuiu hepdtica, v sc ha implicado la endotoxemia -
sistémica como probable responsable de tas complicaciones hemodi
néimicas, hematdlogicas y neurcoldpicas observadas en pacicntes con
insuficiencia hepitica; esto ha sido un tema controversial por las
limitaciones que presentan los wétodos para la deteccidn y cuanti
ficacidn de endotoxinas circulantes. Por una parte, cndotoxemia
sin bacteremia ha sido informada en insuficiencia hepitica aguda
y crénida: Cooperstock y col. (65) encontraron cndotoxemia en 11
de 12 pacientes con sindrome de Reye, 9 de los cuales estaban co
matosos; Triger y Alp (66) infovman de titulos anticuerpos a E.
<oli en pacientes con hepatitis viral aguda, hepatitis crdnica y
cirréticos significativamente mayor que cn los testigos sanos.
Protell y col. {67) observaron aglutininas a salmonclas en 28% de
pacientes con hepatitis crénica activa, sin evidencia de infeccibn
concomitante con salmoncla. Por otra, reocientemente, Fulenwider
y cols., (068) informuan Ia no deteccidn dc endeotoxemia en pacicentes
cirréticos y sugicren que probablemente, duda la ubicuidad de las
endotoxinas, pudiera traturse de contaminacién de las muestras,

tt alta prevalencia de positividad reportada por otros autorcs -

previamente.

Nucstros hallazgos informan de un valor de endotoxemia del or
den 5,37 x 10'8 mg/ml, en hepatitis infecciosa aguda benigna y ~-
1,10 x 10"9 mg/ml. 3 meses despuds (durante la convalescencia). -
El célculo del valor de t 15,52 excede el 0,001 el nivel de signi
ficancia. Estos valores de cendotoxemia mayores a los encontrados

en los nifios sanos pueden ser secundarios a la fuga de sangre por
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tal en presencia de células de Kupffer insuficientes.

Estos hallazgos revisten importantes implicaciones terapefiti
cas por cuanto las endotoxinas que escapan 2 la barrera que re--
presenta ¢l higado, juegan un papel itmportante en las manifesta-
ciones hepéiticas y extra-hepiiticas de las enfermedades del higa-

do (69, 73).°

Por otra parte, constituye ésta la primera medicién cuantita
tiva de los niveles de cendotoxinas en sangre periférica, la eva-
luacidén de endotoxemia cn estudios previos sec ha hecho por méto-
~dos indirectos, tradicionalmente midiendo sus efectos bioldgicos
{74} marcando la endotoxina con vradioisotopos (75, 76) y mis rc

cientemente por ln~hrucba del lisado del Limulus polyphemus (77),

cuya inespecificidad deja mucho que desear (78, 79).

3. Polisacirido 1, 4, 5, 12 en sangre portal y periférica de

10 nifios sometidos a laparotomia porpatologia no infecciosa.

La cndotoxemia portal a diferencia de la endotoxemia general

no ha sido establecida como una entidad patoldgica en el hombre.

La absorcidn intestinal de cndotoxinas y subsiguiente presen
cia en sangre portal es un hecho (42) que seiiala una via normal

de liberacién de endotoxinas al higado para su destoxificacidn.

La cuantificacidén de los niveles de cndotoxinas en sangre por

tal y periférica, demuestra que los niveles de cndotoxinas en san
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gre portal son 100 veces mavoves o los encontrados en sangre pe-
riférica tomada simultancamente, cuyos valores caen dentro de los

limites de variacioén normal.

Estos hallazgos apoyan las cvidencias de gue las endotoxinas
son continuamente absorbidas del tracto intestinal (38, 39, 80,
81, 82) y crean un estado dec endotoxemia portal "fisioldégica". -
La disminucidn de los niveles de endotoxinas encontrados en san-

gre periférica indican que la endotoxina es depurada por el higa

do.

La endotoxina determinada por este método (radioinmunoensayo)
puede representar endotoxina liberada de bacterias muertas o li-
beradas durante el crecimiento bacteriano {24) en el lumen intes

tinal y nd necesariamente la bacteria viva.

4. Polisacdrido 1, 4, 5, 12 cn sangre de 10 nifios sometidos

a - esterilizaci6n de colon pre-quirfirgica.

Existen considerables cvidencias de que la endotoxina es ab-
sorbida continuamente del tracto intestipal (38, 42, 55) y que la
cantidad de endotoxina absorbida varia cop el tamafio de la pobla-
cién de flora por gran‘negativos en el intestine (40). El concep
to de que la administracidn de antimicrobianos orales reduce la
micro-flora colénica fué inicialmente propuesto en 1942 y se de-
mostrd que el succinilsulfatiazol disminuye la cantidad de coli-
formes fecales (83). WDesde entonces, por muchos ufios se usaron

sulfas no absorbibles como método principal para 1a preparacién
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do intestino.  Mis recientemente, se han usado aminoglucdsidos vy
tetraciclinas con ol incanveniente de serv iafitiles para acrobios
principaimente v de permitir ol sobrecrecimiento de gérmenes no
descables (Staphylocooaun aurcust asi come 1o aparicién de cepas

resistentes {843,

La combinacidn de critromicina mis neomicina es ampliamente

usada y resulta Gtil en la reduccidn de especies aerdbicas y anac

rébicas intestinales (85}.'

Nucstros\rcsultndos de la cuantificacidn del polisaciirido 1,
4, 5, 12 {cndotoxina) cn nifos sometidos a esterilizacidn de co-
ton pre-quirirgica, demuestran gue los niveles de endotoxinas an
tes de administrar antibidticos, 24 horas con antibidtices vy 3 -
‘dias despufs muestran diferencias que somctidas a un andlisis de
varianza son signiflicativas, con un valor de p & 0,1. lLa apli
cacidn de la prueba de t pars comparar los valores obtenidos an--
tes de administrar antibiéticos vs Z4 horas con antibidticos, nues
tran difervencias significativas, con un valor de t de 4.952, ¢l -

valor de p { 0,001. 3

La comparacidén dec los valores antes de administrar antibiétri-
cos vs 3 dias después de antibidticos, tambidn es significativa,
el valor de t es de 4.483, p <& 0,01; igualmente las diferen-
cias de los valores obtenidos 25 horas con antibiéticos vs 3 dias
después, muestra diferencias significativas, ¢l valor do t es de
4,48 para un valor de p € 0,01. fas diferencias observadas antes

de-recibir antibidticos vs 24 horas con antibiéticos apovan las



i
P
]
:
L
{

cvidencias de gue este régimen de antihidtices disminuye de manc-

ra cfectiva 1o cantidad de endotoxinas absorbidas (85) al dismi--
nuir la flera intestinal, principalmente por gram-negativos, y de
que la cantidad de endotoxinuas absorbidas a nivel intestinal guar
da relacidén con g poblacidn de gran ncgativos existentes a cse -
nivel. Las diferencias dewmostradas 24 horas con antibidticos vs

3 dias después, habian de ia veposicidn de la flora intestinal vna
vez que sc ha retirado el antihiético, esa repesicién no es com--
pleta como lo demuecstra tas diferencias obscrvadas antes de reci-
bir antibibticoes vs 3 dias después de 1a Gltima dosis de antibid

ticos.

Bstos hallazgos apovan las evidencias de que la cantidad de
endotoxina absorbidas varfan con ¢l tamafieo de la poblacidn de fig
vda por gran-negativos existente en el lumen intestinal (40), que

las endotoxinas sc absorben continuamente del tracto intestinal

(38) ¥ que la administracién del régimen de neomicina mas eritro
micina es efectivo y disminuye la cantidad de endotoxina absorbl

da.

Estos conceptos tiemen importantes implicaciones clinicas re
lacionadas con ¢l pape! de las endotoxinas on la patogénesis del
estado de choque (42, 86, 88) y con la cfectividad de 1a utiliza
cidn de antibidticos profildcticos en cirvugia electiva de colon

{85).

5. Polisacéride 9, 12 en fawiliares de pacientes con fiebre
tifoidea.

El estudio de contactos intrafamiliares de pacientes con fie-
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cbre tifoidea normalmente se hoce en casos de epidemias, Kumate

y cols. on 1974 {9) practicaron estudios hacterioldgicos, scro
1égicos {Widal) ¢ Inmunoquimicos (reaccidn de enhibicidn de he
maglutinacion) on 83 confactos lamiliares sin sintomas de cnferx
medad encontrande 86,9 % con comrocultivo positivo a S, tyvphi v
reaccién de hemaglutinacidn positiva en materia fecal, de lo -
que sc inficre gue estas personas tenfan o tuvieron cf hacile -

sin padecer la enfermedad.

Nosotros estudiamos 15 {amilias, con total 77 contactos in-
trafamiliares de pacientes con fichre tifoidea, cncontrando cn

0-19

promedio 2,33 x | g/mi. de polisaciride en sangre, al divi

dirlos por grupos de edad ¢l promedio mayor se cncontrd cn ol
grupo de 0 a 4 afoes (2,78 x IO'lo ¢/ml.); estos valores no dife
rian significativamente de los encontrados cn los grupos 5 a

14 afios, ¢1l valor de t es de 1.485 para un valer de p  { 0,2,
y de ‘los valores cncontrados en el grupo mavor de 15 aios, el
valor de t es de 1.336 para un valor de p { 0,2. Los valo
res encontrados en el grupo de 5 a 14 afnes y mayores de 15 afios,
no diferian significativamente, t es de 0,379 para un valor de
P ( 0,8; que ¢l promedio mayor se hava cncontrado en ¢l gru
po de 0 a 4 afios probablemente sc encuentra en rvelacidn con ol
hecho de gue fué con este grupo donde se pudo detectar 2/10 pa-

cientes con coprocultivo positivo a Salmonella thypi.
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La concentracidn de polisaciride encontrada en oring v mate
ria fecal de famitiares de pacientes con {ichre tifoiden al di

vidirlos por grupos de cdad no muestran ditferencias significa-

tivas,

las diferencias encontradas en sangre de familiares de pa-
cientes con fichre tifoiden por grupos de edad, puede estar on
relacidn con mis tenta velecidad de deeradacidn y climinacidn
de la moléculn una vez que ha alcanzado ¢l torrente circulato

rio.

La presenciy de componentes bacterianos en sangre v s oli-
minacidn por ovina durante semanas vy mescs sin organismos via
bles detectables ha sido reportada en meningitis bacteriana -
por Hemophilus influenzac {89}, lstos infovmes proveen de un

importante cjemplo de cirvculacidn en sanegre de componontes

bacterianos (antigeno capsuluar de Hemophilus infiuenzag) una

ve: terminadsy o ctapa aguda de 1a cotermedad

6. Polisacdrido 1, 4, &, 12 en saneres de oasa intestinal ais

lada, portal mesentérica y perifériva de concjos.

E1 modelo experimental usado en conejos {construvccidn del
asa de Thiry-Vella) nos permitid coantificar el nivel de poti

sacdrido en regidn pre y post hepdticn, nodificando Ia carga hacte



riana mediante wmétodos mecdnicos {lavado del asa intestinal ais-

Los vesultades demuestran gue la compuaracion de los valores
obtenidos en las diferentes reeiones nor analisis de varianza son
significativos, con un valor de F de 70,2, para valor de '"p” {
0.01. La comparacidn por pruceha de "t" de les niveles de endotoxi
nas cn asa aislada vs sanere portal, asa aislada vs sangre mesen-
térica, nsa aistada vs sangre periférica, sangre portal vs sangre
mesentérica, sangre portal vs sangre periférica y sangre mesenté
rica vs sungre periférica muestran diferencias significativas --

{tabla N° 20 ).

Estos hallazgos confirman los resultados obtenidos on nues-

tros estudios on humenos v permiten apoyvar los siguicntes conceptos:

1. Las cndotoxinas o fragmentos de antipenos sdm&tiaos de entero-
bacteriaceas  son continuamente absorbidas del tracto intestinn}.

2. Los valorves mis altos cncontrados on sangre portal y mesontéri
ca cseflalan unn via normal de tiberacidén de endotéxinas al hi-
gado  para su destoxificacidn.

3. La disminucidn de los niveles de endotdxinus en sangre perifé-
rica indican que la endotéxina es depurada por el higado.

4. Los niveles bhiajos de endotoxinas cncontrados con sangre de nsa
intestinal aisiada , apoyan las evidencias de que la cantidad
de endotoxinn absorhida varia con el tamafio de la poblacidn de

la flora por gran negativos.




5. Parte de los niveles de endotoxinas detectables en sangre pe-

riférica en condiciones normales, pucden represcentar reaccion

cruzada con otros determinantes antigénicos 0 (12, 90},

i
i
!
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CORTSUME

N Y CONCLUSTONES .

Se investigd Ta presencia de material antigénico que cruza

con los determinantes antipdénicos 9,12 v 14,5 12 en sangre,

orina v material fecal, de 46 ninos  con gastroenteritis por

salmonelas B y/o D

Estos valores Tueron comparados eostadisticamente con nifios

constderados sunos provie exitmen médico pediitrico.

l.os valores obtenitdos en los casos de gastroenteritis mas
graves {fallecidos y septicemia), prescentuaron valores por

arriba del promedio en sanpre, orina y materia fecal.

7

Los valores del material mtigénico encontrados tienden a nor
malizarse cn la tercera muestra de sangre, orina y materia
fecal, es decir, aproximadamente en ¢l perfodo de convales-

cencia.

Por las investigaciones realizadas anteriormente y por los
resultados de cste estudio, este trabajo representa una Fdeg
te evidencia de que la endotoxina bacteriana de salmonecla -
tipe B si cruza la barrera intestinal y produce endotoxemia

con mayor frecuencia de le hasta ahora aceptado.

Se cuuntificd el material antipénico que cruza con los deter
minantes 1,4,5,12, cn sangre periférica de 15 nifios con hepa
titis, durante lua ctapa aguda de la enfermedad y 3 meses des

pues.

Los valores obtenidos expresan que en la hepatitis viral agu
da 1a capacidad de dostoxificacién del higado del material -

antigénico que cruza con los determinantes antigénicos 1,4,5.12

se encucntra disminuida.
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10.

11.

12.

13.

-

Se midid el nivel de polisacirido en sangre portal v perifé-
rica de 10 nifios sometidos a luparotomia por patologla no in-

fecciosa,

Los valores encontrados determinan que cxiste un estado de en-
dotoxemiu portal "fisioldgica" vy que el higado constituve wn
drgano principal de depuracidén de las endotoxinas de origen in

testinal.

Se investigd ¢l nivel de polisacdride 9,12 en sangre, orina y

heces de 20 nifios sanos previo éxamen médico pediftrico.

La presencia de niveles detéctables de material antigénico que
cruza con los antigencs 9,12 en nifios sanos, establece que en
condiciones normales, &stos antipenos atraviesan la harrterain

testinal.

No podemos descartar que parte de 8stos valores, por la natum
leza del polisacdrido sea la cuantiflicacidn de sustancias de

grupo que comparten estructura quimica semcjante.

Se investigd el nivel de polisaclrido 1,4,5,12 en sangre peri-
férica de 10 nifios sometidos a esterilizacifn colon pre-quirir

gica.

Los niveles detectados antes de administrar antibidticos,mn
antibidticos ¥ 3 dias después ostablecen que la cantidad de -
endotoxina absorbida varia con el tamiiio de la po----

blacién de la flora por gran negatives en el lumen intestinal.

Se investigd el nivel de polisacdrido 9,12 en 77 personas, (15

familias) familiares de pacientes con fiebre tifoidea.



10.

20.

Los niveles encontrades son mis altos tunto on nifkos como en
adultos que los, encontrades on personas sanas no emparenta-
das con cnflermos de tifoidea, pero no hay diferencias sipni-

Ficativas,

Se investipd ¢l nivel de polisacirvide 1,4,5,12 en sangres de
asa islada (asa de Thiry-Vella), portal, mesentérica y pevi-

férica de 10 concjos,

Los resultados confirmun que oxiste un estado de endotoxemia
portal fisiolbgica, que guarda relacidén con la poblacién de

flora gran negativa en el lumen intestinal,

Se determind La ‘““U cn cmbriones de pollo inoculados con sue
¥ -
ros de pacicuntes con {iehre tifoidea (6), aimonclents (10) v

personas sunas (5},

Los resultados cstablecen que la mortatidad eguarda relacidn -
con los niveles de polisacidrido detectados por radioinmunvn--
sayoe y nos permite asegurar que parte del material detectado

por ¢ste mftodo corresponde a la endotoxina,
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