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OBJETIVO. .

El presente estudio tuvo como finalidad determinar en una

muestra constituida por 500 persomas clinicamente sanas ma-

5

yores de' 15 afios, los titulos de aglutininas anti-Vi, anti-H
¥ an£i~0 para establecer su frecuencia en poblaci&z abierta
¥ realizar asi 1a primera parte de una serie de estudios ten
dientes a determinar si la investigacifna y titulacidn de an-
ticuerpos anti-Vi de Salmonella es una prueba efectiva para

detectar portadores sanos de este micrecrganismo.

Ademids de determinar la incidencia de anticuerpos amti-Salmg
nella en poblacidn abierta se evalud un método para la obten
cidn del antigeno Vi parcialmente purificado, para ser utili
zado en la reaccidn de hemagiutinacién indirecta para la in-

vestigacidn de sus anticuerpos homélogos.



1)

CAPITULO I

GENERALIDADES

Patogenia de Salmonella.

En teodas las formas de infeccidn por Salmonella, los

microorganismos penetran per via oral y pueden producir

tanto una infeccidén clinica como subclinica. Son patége

nos para el hombre y los animales. Estos microorganis-

mos pueden producir tres tipos de enfermedad y con fre-

cuencia se presentan formas combinadas:

aj)

En primer lugar estdn las fiebres intestinales, co-
mo la fiebre tifoidea (S.typhi) y paratifoidea (S.pa

ratyphi A, S.schottmielleri), se presentan cuando

ios microorganismos son ingeridos con alimentos y be
bidas contaminadas y alcanzan el intestino delgado,
a partit del cual penetran en los linfZticos intesti

nales (posiblemente fagocitados por 1los monocitos]).

Los microorganismos pasan por el comducto toridcico
hasta la corriente sanguinea de donde se diseminan a
ruchos &reanes, incluyendo rifién, bazo, vesicula e
intestino, en este filtimo caso se reproducen en el

tejido linfoide y son eliminados por las heces.

Las lesiones mids importantes que se producen sonr hi-

perplasia y necrosis del tejido linfoide, necrosis



b)

cj

facal del higade, inflamacién de la vesfcula biliar

v ocasionalmente en otros sitios, como pulmbn.

Tarmbidn se puede presentar septicemia (S.choleraesuis’

dende la invasién de la sangre sigue a Iz entrada del
microorganisnc por via aral, aunque sin presentarse

1z infeccifn intestinal. Estos microorganismos estiin
arpliamente diseminados y tienden a causar supuracic-

nes focales, abscesos, meningitis, osteonielitis, nsu

monias y endocarditis.

Por Gltimo se encuentran las gastroenteritis (S.typkhi

muerium, S.enteritidis, S.derby), muchas veces se les

1lama intoxicacidna alimentaria, ya que los sintomas
comienzan despuds de 8 a 24 h de incubacidn, lo
cual sugiere que la ingestidn de grandes cantidades

2]

de microorganismes irrita las nucosas {(45).

Las espec1es del género Salmonella presentan marcadzs
diferencias tanto en sus carazcteristicas Tisiolégicas
in vitro, como en su interaccidn con el hospedador
fespecificidad, invasividad, etg.). Entre l1as cepas
de Salmonella patSrcenmas para el hombre se encuentracn

Stwphi ¥ tres serotipos de S.entritidis: S.paratvpli-

1, S.paratyphi © v S.paratrohi sendal. Las fiebres cen-

b

t8rizas son causadas por las nismas bacterias fexesegt:

S.enteritidis serotipo S.maratyvphi €V v por S.entoy. Tl




dis serotipo S.paratyphi B. (60)

Fiebre tifoidea.

Esta enfermedad generalmente se adquiere por via oral.
Hornick y colaboradores {41), trabajando con volunta-
rios humanos llegaron a la conclusidén de que una canti-
dad de 10g bacterias ingeridas, provocan enfermedades
en el 95% de los casos, 107 bacterias en el 50% de los
casos y con 10° bacterias se enferman el 25% de los in-
dividuos. En tanto que no hubo ‘enfermedad cuando la do-

3 bacterias o menos. Puede hacer-

sis ingerida fué de 10
se una diferenciacidn entre las personas que excretan
S.typhi (85), en los cpnvalecientes, la excresidn por
via digestiva suele durar de 2 a 16 semanas{aunque las
bacterias pueden aislarse aifin despugs de 7 u 8 meses) y

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

bos casos.

Estado de portador.

Un ejemplo importante de la resistencia z la infeccidn
por Salmonella es el estado de portador. Después de una
infeceidén clinica o subclinica, cierto nimero de indivi-

-

duos continfian portande microorganismes en sus tejidos



durante periodos variables (wortadores convalecientes v
portadores sanos permanentes) (46). Estos-portadores
son aquellos individuos que excretan S.typhl por peric-
dos mayores de un afio; si el periodo de eliminacidn es
menor son “excretores temporales" de dos tipos: los con
valecientes, que son aquellos que presentaron un cuadrc
clinico reconocible y los asintomidticos, en los que no
se presentd el cuadro. Hay que hacer notar que puede hz
ber portadores en los que nunca se presentaron los sia-

tomas de la enfermedad (85).

Se sabe que un 3% de los enfermos de fiebre tifoidea se
convierten en portadores permanentes estando presente el
microorganismo en diferentes Grganos, entre los cuales
los mis inmportantes son vesicula biliar, intestinos y em
algunos casos vias urinarias. Estas personas generalmen-
te continfian excretando el bacilo por el resto de su vi-

da (46, 58).

Siendoc S.typhi un paridsito primariaménte adaptado al hono
bre, la epidemiologia de la fiebre tifoidea se construye
alrededor del portador, yaz que cualguiera de los vehicu-
los ¥y medios de contaminacidn debe haber estado en con-

tacto con un ser humano infectado. Por esto las medidas

profilidcticas son: (66)



a) Mejoramiento de las condiciones sanitarias, particu
larmente en las que se refieren a la vigilancia del
abastecimiento de agua potable y manejo de los ali-

mentos.

b) Control de los portadores. .

c) Empleo de vacunas para la inmunizacidn activa de la
poblacidn de zonas endémicas y en los casos de epi-

demias,

Es obvio que para evitar la fiebre tifoidea hay que impe
dir que 1las bacterias excretadas por una persona puedan
ser ingeridas por otra. Em aquellos paises o zonas en
que la fiebre tifoidea es endémica, las condiciones sani
tarias generalmente dejan mucho que desear y existen fa
llas evidentes en la vigilancia de los abastecimientos
de agua, la disposicién de excretas vy el control de los

alimentos (67).

Los portadores crinicos de tifoidea constituyen un impoxr
tante reservorio de S.tvnhii ¥ son responsables de muchos
brotes de fiebre tifoidea (58). Si en estas circunstan-
cias el portador tiene acceso a medios que permitan una
amplia diseminacibn de la contaminacién, el riesgo de

quc sc¢ presenten brotes es alto. Un ejemnlo clésico de

la importaacia que puede terer un portador es el de Mar



Mallor ("Maria Tifoidea") quien entre muchos brotes que
ocasiond se cuenta uno en Nueva York con 1,300 casos

(40) .

Esta nujer padecit fiebre tifoidea en 1901. Poco después
un anigo de la casa donde ella era cocinera contrajo 1=
enfermedad y un mes mids tarde la lavanderz de la familiz
también enfermdé de fiebre tifoidea. En 1802, Marfa se
empled en otra casa. Pocas semanas después enfermaron 1la
lavandera de la familia y 7 miembros de la casa. En 1904
se mudé de ocupacidén. Tres semanas después de su llegada
a la nuweva casa, aparecieron 4 eafermos de tifoidea. Co-
mo se sospechara de 1a cocinera, abandond 1la casa y fug
a servir a otra €farilia donde 15 dias después enfermd 1la
lavanderaz. En 1907 llegb a servir a otra familia en la
ciudad de Nueva York, y dos meses después de su llegada
se presentaron dos cases de tifoidea en 1la familia, sien
do uno fatal. En el curso de estos cinco afics se estable
cib que Maria habia sido la causa de por lo menos 25 ca-
sos de fiebre tifeoidea. Pricticamente fué hecha prisione
ra por el Departamento de Salud y durante 3 afios los co-
procultivos practicados fueron constantemente positivos,
con czntidades variableé del bacilo. Maria se perdid de
1a observacidn de esta dependencia en 1914, afio en que
entré a2 trabajar como cocinera a un hospital de mujeres
de Nueva York. En este hospitzl em enero y fecbreroe de

1915, se oresentd un brote epidénico de tifpidea con un



total de 25 casos. La cocinera huyd. Nuevos estudios se

Falaron a esta portadora como la causante de una epide-

nia hidrica de fiebre tifoidea ocurrida en 1903, en
thaca, estado de Nueva York, con un totzl de 1,38¢ ca-

S0S.

Existen innumerables ejemplos de portadores que hamn sido
seguidos z través de varios afios. Sawyer, en 1914, des-
cribid otro brote de 93 casos de fiebre tifoidea entre

los asistentes a una comida.

El ambiente inmediato del portador {contacto familiar) o
sea, su "esfera de accidn"” va adquiriendo gradualmente
resistencia contra la enfermedad, no asi los parientes

lejanos,visitas o amigos.

En una primera parte el portador produce mis estragos en
su esfera de influencia que fuera declla, pero con £l
transcurso del tiempo este procese de invierte, observin
dose una mayor agresividad contra las personas que no
han tenido contacto permanente con £i, debido a lo cual,
son mis susceptibles. L1 fenfmeno explica la reduccién
del niimerc de casos nuevos de fiebre tifoidea por el por
tador en el transcurso del tiempo ¥ el que la incidencia
de la fiebre tifoidea sea funcién del nirnero de portado-
res producidos hasta 5 a 10 afios antes. La agresividad

del portador decrece gradualmente cenm la inmunizacidn de



sus esferas de accifn. La presencia de enferros después
de 10 =fios exige la concurrencia de varios factores: ma
nipulacién de alimentes, llegada de individuos suscepti
bles a2 iz esfiera de accidn, dosis mmfectante, etc., con-
diciones gue tienden a reducir el nfinero de emfermos
producides sin maﬁﬁ; ninguna medida sanitaria (3).

La probabilidad de que una persoma se convierta en porta
dor, aumenta con lz edad; el nlmero de rinjeres gue se
convierten en portaderes es maycor al de hombres (1). En
estas personas la eliminacidn de S.typhi es intermiten-
te y en ocasiones poco numerosa . EI niimero de nicroor-

ganismos eliminados puede ser desde menos de 582 hasta

1010

por gramo de heces (58,77).

Las mujeres exceden a los hombres como portadores en una
relacidn o proporcidn de 3:1. Los microorganismes resi-
den en ios focos endurecidos del drbol biliar, nigran a
través de los conductos biliares y sobre la superficie
del epitelio intestinal y no causan fiebre tifcidea en
el portador. Las alteraciones anatdénicas en el tracto bi
liar son inportantes en Ia produccidn del estado del por
tador. La deficiencia de IgM, conjuntamente con el endu-

reciaiento o dafio del Arbel biliar, son tambi&n importan

tes (41}.

Aungue la inmportancia epidemiolégica del estade del por-



sy

tador ha sido reconccida desde hace tiempo, existe poca
informacidn sobre la cantidad de microorganismos presen
tes. Merselis y colabkoradores {58) reportan que 42 de

46 muestras fgcales ghtenidas en 13 portadores, contenian
6 10

baciles por gramo de heces. Thomson (77)

de 10~ a 18

reporta gque en 8 muestras fecales de- 12 portadores se

7

encontraron de 5X10° hacilos por gramos de heces. Hornick

(41) reporta hasta 1531 microorganismos por gramo.

Para localizar a los portadores em un grupo €5 necesario
un estudic bacteriolfgico que comprenda varias muestras
(68). 8i se considera e1 pequefio porcentaje que represen
tan los portadores en Iz poblacién total, el estudio es
laborioso y resulta care, sin comtar con la dificultad

que puede representar la obtencifn adecuada de las rues-

tras.

Como solucifn para superar todos estos factores se ha
pensado en los métodos serolbgicos, pues el anilisis bac
terioldgice de heces no es accesible todavia como una
prueba que se puede aplicar en forma simplificada y sis-

tembtica.

Estructura antigénica ¢e Salmonelia.

Afin cuando 1ss principales variedzdes de bacilos entéri-



ricos pueden ser identificados tentativamente por fer-
mentacidén y otras reacciones metabdlicas en medios dife
renciales, la identificacidn final de especies individua

les estd basada en su estructura antigémica (22).

La estructura antigénica de Salmonella ha sido estudiada
incluso a nivel moleculér. Las investigaciones hechas
por Kauffmann (1937) y White {1926) scobre los componen-
tes antigénicos del soma y de los flagelos sirven como
base para la clasificacidén que lleva su nombre.

Los antigenos "H" (flagelares) y los 0" (somiticos) fue
ron originalmente descritos como 105 componentes antigé-
nicos 14biles y estables al calor. Los tipos de Saimone
1la se han reunido en grupos comn base en Ia presencia de
los antigenos "O" (somdticos) y los tipes dentro de un
grupo se establecen con base en la presencia de los anti

genos flagelares o "H",

Antigenos "H" y variacidn de fase.

Los antisenos H son de naturaleza protSica Yy se inacti-
van a temperaturas mayores de ‘60°C, asi como Jor el tra-
tapiento con &cidos diluidos v alcoholes. Para preparar
los antigenos que se emplean en las pruebas serolégicas,
se afiade formalina a los cultivos jOvenes de cepas ndvi-

les obtenidas en medios licuides. Este proccdimiento pro

bablemente fija los flagelos a la parsd celular de zal



manera gque los antigenos somdticos ya no s2 encuentran
expuestos, pues se cubren con Ips antigencs It y los que

reaccionan son estos #iltimos.

El suero que contiene anticuerpos anti-H aglutina a leos
antigenos H en forma caracteristica en aprcximadamente
2 h a 55°C, formando grandes masas esponjosas que se dis

versan ficilmente ({59).

Los miembros de cada grupo O pueden diferenciarse en se-
rotipos con base en sus antigenos flagelares (H). La ma-
voria de las cepas de Salmonella pueden producir dos ti-
nos diferentes de antigeros flagelares. E1 primero, anti
ceno flagelar en fase 1, es compartido »or unos pocos ti
pos de Salmonella; el segundo, antigeno flagelar en fase
2, es menos especifico. Los microorganismos de un culti-
vo dado pueden ser de una sola fase (cultivo monofisico},
frecuentemente pueden dar mutantes en otra fase (varia-
cidén de fase)} especialmente 5i el cultivo se incuba por
mids de 24 h. Tal variacidn de fase puede inducirse culti
vando los microorganismos en un medio que comtenga los
anticuerpos homdlogos a sus antigenos flagelares, &sto
favorece el crecimiento de mutamtes con el antigeno al-
ternante {alelico) el cual no rezcciona con el suero hi-

perinmune (22).



Antigenos 0.

Los antigenos “O" no presentan variacidn de fase y por
ésto constituyen una base mds firme para la clasifica-
cidén en grupos que los componentes flagelares (esquema
Kauffmann-White). Los componentes somdticos se encuen-
tran presentes en la superficie del cuerpe celular (soma)
en aquellos microorganismos tanto méviles como inmdéviles.
Son de naturaleza lipopolisacirida y resistentes al calen
tamiento prolongado a 100°C, no se destruyen por alcohol
o por dcido diluido. La aglutinacidn del antigeno se aro
duce después de 6 a 12 h a 55°C y se forman agregados
bacterianos en forma de masas granulares que no puedeﬂ

dispersarse por agitacidon (22).

Antigeno Vi.

Ciertas especies dentro de la familia Enterobacteriaceae

tienen una capa exterior de polisacdrido llamado antige-
no Vi. Algunas cepas de S.typai no aglutinan cuando se
les mezcla con el suerc homblogo, Felix y Pitt (1934) de
mostraron que esa falta de aglutinacida se debia a la po
sesifn de ese componente somitico especial llamade "Vi"
o antfigeno de virulencia, ya que las cepas que lo contie
nen son mids virulentas para el ratdn que los microorga-
nismos que s8lo poseen el antigeno O. El antigenc Vi se
encuentra en 1a periferia <xtrema del cuerpo de la c@lu
Ia ¥ asi previene el acceso de las aglutininas anti-d a

-

sus antigeros somidticos hondlosos. Defiere de los a. tia:

fa



nos 0 en que es 1#bil al calentamiento por 1 h a 60°C,
a2 dcidos diluidos ¥ al fenol. Los bacilos pierden su an-
tigeno Vi después de repetidos subcultivos y se vuelven

aglutinables frente 2% suero anti-0.

En 1938, Craigie y Yen descubrieron bacteriéfagos activos
frente a cultivos de Szlmonella que contienen antigeno Vi
Estos fagos presentan una adaptabilidad poco usual a las
cepas de bacterias en las cuales se propagan, dando como
resultado el desarrolioc de una especificidad extraordina-
ria para la cepa de S. typhi. Los fagos Vi especificos
son un medio valioso para la identificacién de S. typhi vy
también se han utilizade para la identificacién de cepas

de S. schotimlielleri (60).

Disociacidn

Ademds de la variacidn de fase flagelar, Salmonelis pue-
de presentar algumas alterazciones relacicnadas con sus
diferentes componentes antig&nicos. Las cepas moviles
pueden conVertirse en no n3viles por pérdida de sus anti-
genos flagelares {iI}. Se presenta frecuentemente la varia
cidn lisa a rugosa (S/R) y se da por la pé&rdida del anti-
geno O y la aparicidn en la superficie de 1la c€lula de
diferentes polisaciridos extraidos de sus paredes celula-
res (antigeno R) gque estdn tambi&n presentes en células
lisas (8) y que causan que el nicroorganismo aglutine

espontineamente en solucién szlina. E1l cambio de S a R pue



El contenido de antireno Vi en cualquiercepa de S.tyvnhi
puede variar sin afectar sus antigenos O u H.Xauffmann
(1235} describid tres formas en 14s que este microorga-
nismo se puede encontrar: (1) Iz forma V, gue posee uma
gran cantidad de antigeno Vi y gue no aglutima con el
suero anti-0; (2) 1a forma VW, en la cual se detecta al
go de antigenc Vi pero que si zaglutina com <l suerc an-
ti-0; y (3) la forma W que no comntiene antigeno Vi. Ya
que el antigeno Vi, B y 0 pueden variar indepsndiente-

mente, pueden presentarse en varias formas de disocia-

cidén (60).

Antigeno coniin enterobacterianc. Adem3s de los antige-
nos que diferencian algunos géneres de la familia Ente-
robacteriaceae, muchos de es%os microorganismos compar-
ten un antigeno comln, el cual puede extraerse de la cé-
lula. Los anticuerpos no precipitan al antigeno comfin, ¥
no aglutinan cé&lulas, pero pueden ser detectados por
reacciones de hemaglutimacién indirecta o de fijacidn de
complemento,

Preparacién de suero especifico. Cuando los amimales se
inmunizan con cepas mfviles inactivadas con formalina,

-ii ¥ anti-0. Los

=i»

el suero contiene arhos anticuerpos ant



anticuerpos anti-i: presentan generalmente un titnle niEs
alto que aquel del O. Esta diferencia puede deberse, en
parte, a la inmomogenicidad nzyor del antigzeno H que es
una proteina, comparada con el polisacirido del antigenoc
0, ¥ en parte a la mayor sensibilidad de ia prueba de
agiutinacidn H. Si la cepa inmunizante también contiene

unt antigeno Vi, el suero contendrd, ademis, anti-Vi.

El spero reacciona con los antigenos superficiales indi-
viduales en prucbas de aplutinacidén y por esto se somete
a reacciones de absorcidén selectiva. For sjemplo, el an-
ticuerpo anti-H puede ser eliminado por absorcidn con
suspensiohes de flagelos homSlogos o con suspensiones de
mutantes que contienen los fiagelos de las c@lulas inmu
nogénicas pero no sus antigenos Vi u 0. De manera simi-
lar, los anticuerpos anti-0 o anti-Vi pueden eliminarse
por absorcidn con las suspensiones adecuadas de baciles

(22). -

Clasificacidn de Kauffmann-White.

Los tipos de Salmonella de acuerdo a la presencia de antf
gens O, se han constituido en grupos que se designan por
letras mayfisculas ¥y n@mercs, como &, B, Ci, C2, €3, C4,
D1, B2, D3, etc., hasta la Z y después por niimeros del

51 a1l &5. Se toman en cuenta une o mis cozponentes antigé
nicos como esenciales para la imclusidn en un grupo. Cada

~

Bi-

componente del antigeno O se designa por un ninero ard



go. Los antigenos flagélares en fagse 1 se demneominan con
letras nin@isculas con sunindices numéricos; los de fase
2 se demotan por la combinacidn de nfimeros ardbigos y
letras miafisculas solas o con subiadice numérice. El sis
tema Kauffmann-White incluye ahora m3s de 2,330 tipos de

Salmonella {38).

Debe puntualizarse que pueden existir diferencias en la
propiedad de fermentar uno o mis carbolhidratos entre ce-
pas que son idénticas antigénicamente. Se designan como
variedades fermentativas. El esquema de clasificacidn ba
sado en el andlisis antigénico eé complejo, pero permite

el estudio epidemiolécico de Szlmoneila.

Respuesta inmunoldgica a Salmonella tvphi.

Hornick y colaboradores (41) en experimentos con volunta
rios numanos observaron que, al parecer, los anticuerpos
formades durante el curso dg 1a enfermedad no presentan

caracteristicas protectoras, ya que no se enconiraba co-
rrelacién entre el nivel de anticuerpos y la resistencia

a la fiebre tifoidesa.

En una investigaciGn e2n hunanos sobre el tipo de anti-
cuerpos gue forman, se observdé que en individuos sanos,

los anticuerpos anti-0 son del tipo de IgM principalmen-

te (16, 21, 50).



En pacientes con tifoidea se produjeron, ademds de= los
anteriores, anticuerpos IgG en cantidades considerables
a partir de la primera semana del inicio de los sinto-

mas y tambi&n pequefias cantidades de IgaA (50).

El estimulo antigénico en la vacunacidn es insuficien-
te para inducir la formacidn de anticuernos anti-0 de
otro tipo diferente al IgM, pero la septicenia prolenga-
da que se presenta en la fiebre tifoidea estimula Ia sin
tesis de diferentes tipos de anticuerpos. En la etapa de
recuperacidn disminuye el nivel de anticuerpos anti-0 y
anti-Vi de la clase IgM y los anticuerpos 1gG desapare-

cen completamente {16).

Crznar reportd que los niveles de anticuerpos IgM fueron

2.2 y 2.8 veces mids altos en sueros de pacientes y de per
sonas con antecedentes de fiebre tifoidea, respectivamen

te, comparados con sueros de portadores {21).

También es de interés anotzr que entre las inmunogicbuli-
nas que se presentan en pacientes y portadores se encuen

tran anticuerpos incompletos. En portadores los anticuer

pos incompleios anti-0 en su mayoria semr IgA frecusnte-

mente y en cantidades significativas (16}.

n ci es con tifoidea, resguesta inrune celular
En pacient on tifoidea, la Juest lula
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es mis Importante gue ia inmunidad humoral en el periodo

de recuperacidn de l1a enfermedad (57).

En los portadores parece existir un grado de inmunidad
parcial suficiente para evitar el desarrollo de la enfer
medad pero no para la total eliminacién de S.typhi y pue
de aislarse el baciloc de la sangre del hospedador sin que
aparezcan sintomas de fiebre tifoidea en ningiin momento

(80).

Diagndstico de fiebre tifoidea.

La reaccidn Widal modificada péra la prueba en placa, es
un método ampliamente usado en nuestro medio para el
diagndéstico de la fiebre tifoidea. Con el desarrollo de
procedimientos adecuados para el aislamiento de Salmone-
1la, los mé&todos de diagnbstico basados en la deteccidn
de aglutininas han perdido la importancia que se les did
hace tiempo (69). La reaccidén de aglutinacidn debe consi
derarse como una prueba de valor presuntivo em virtud de
ias variables que pueden influir en el resultado: el es-
tado de la enfermedad, la presencia de aglutininas en la
poblacién normal, el efecto de la vacunacidn orevia y la

administracidon de antibidticos (84).

La preparacidn de los antisenos H y O para estz reaccidn



debe hacerse a partir de colonias lisas para ohtener bue
nos resultados, va que en ocasiones se dificulta por la
variacidén S/R que experimenta Salmonella. No se han esta
blecido métodns aceptados mundialmente para la estandari
zaci6én de la prueba, por lo que los titules de sueros
probados por diferemntes laboratorios pueden tener discre
pancias hasta del 70% 2l usar antigenos H u O preparados

por cada uno de ellos (32).

Considerando todo lo anteriér, ne puede establecerse un

titulo por encima del cual la reaccidn puede considerar-
se positiva en todos los casos, pero siempre es posible

efectuar pruebas seroldgicas y obtemner resultados conclu
yentes si se hace vna prueba al inicio de la enfermedad

y ot}a 4 la semana; si se observa un aumento significati
vo, vor ejemplo, de 1:40 hasta 1;120 en el titulo de an-
ticuerpos, se tiene la certeza de que la infeccidn es ac
tual. Sin embargo, (69} se ha reportado que el diagndsti
co definiiivo debe hacerse sobre la base del aislamiento

del agente causal. x

Neter y colaboradores encontraron que para la titulacién
de aglutininas pueden emplearse eritrocitos sensibiliza-
dos con polisaciridos bacterianos, 1la sensibilizacién

puede efectuarse simplenent? mezclando los antigenos con
los eritrocitos (62). E1 antigeno soluble crudo o el 1i-

popolisacdrido purificade previamente tratado con NaOH,



se adsorhenr mejor =2 lss gitbules rojos (65).

La hemagiwtinacidn bacteriana indirecta con productos de
rivados de bacterias- es un.método m3s sensible gue 1a
aglutinacidn directa. Con ella se ha estudiado la res-
puesta humerzal de persomas con infecciones entéricas por

Salmonella, JShigella v Escherichiz ceoli, 251 core en in-

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

62, 63, 64).

La utilidad de la hemaglutinacidn indirecta ha sido de-
nostrada por Ciceres y Mata quienes estandarizaron una

técnica para Shigella dysenteriae tipo I que posee alta

especificidad y buena reproducibilidad {14). Por ello se
planted en este trabajo 1a posibilidad de investigar con
el mismo procedimiento, el sensibilizar eritrecitos con

antigenos Vi de Salmonella typhi y en los casos positi-

vos, averiguar si existe correlacidn con la reaccidn gde

Widal.

Para el diagnéstico de la fiebre tifoidea se considera

apropiado efectuar las reacciones de hemaglutinacidn con
anticeno Vi y 0. La reaccidn <e hemaglutinacidén Vi en co
nexidn con la reaccibén de Widal puede ser apropiada como
prueba orientativa para la deteccidn ce portadores créni

cos de tifoidea.



La reaccidn de hemaglutinacién con el antigeno Vi puede
ser aplicada para detectar particularmente portadores en
los cuales las bacterias no se estin excretando por he-
ces y orina. Esta reaccidn puede ser tambi@n de avuda
en la diferenciacién entre portadores crdnicos y transi

torios.



CAPITULO II

ANTIGENC Vi

Relacién de anticuerpos anti- V1 y el estado de portador.
La demostracidn de antzcuerpos anti-Vi de S.typhi pueden
ser un método fitil para establecer el estado de portador
crénico, ya que se han encontrado niveles séricos signi-
ficativos de anticuerpos anti-Vi en aproximadamente el
90% de los portadores cronicos de fiebre tifoidea (58,

71}).

Félix observd en 1935 (26, 27, 53) la aparicidén de anti-
cuerpos anti-Vi en el suero de portadores de S.typihi por
primera vez y este mismo investigador y colaboradores,
durante el mismo afio (27, 71) propusieron utilizar 1la
prueba de hemaglutinacifn con el antigeno Vi en la detec

cisn de los mencionados portadores.

Desde entonces, esta prueba ha sido estudiada por muchos
investigadores dando comc resultado un ciimulo de literatuy
ra, que fué revisada por Klein (1943} (71}, Sokolov ({1945),
Middlebrook ¥ Dubos (1948) (6), Felix (1951) (71), Spaun
{1851 y 1952) (71), Landy y Lamb (1953) (8), Landy (1854)
{6), Spaun {13857) (71), ¥ Kraskina y Cols (1965) (6].

P

No obstante gque en general se aceptd el valor de la prue-



ba de hemaglutinacién para la deteccidn de anticuerpos,
frecuentemente ha sido modificada por diferentes investi
gadores y la té€cnica mno ha sido completamente estandari-

P4

zada (18).

Los resultados obtenidos por diferentes investigadores
en las pruebas de hemaglutinaciin indirecta, difieren mu
cho los porcentajes de portadores detectados y el niirero
de reacciones positivas obtenidas en sueros de personas

aparentemente normales (71).

Localizacidn y caracteristicas del antireno Vi.

Este antigeno est@ presente en Szlmonella typhi, Salmone

lla enteritidis {serotipo paratyphi C y dublin) y en al-

gunas cepas de Citrobacter (entre ellas Salmonella balle

rup ¥ un bacilo designado sucesivamente Salmonella coli,

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

Citrobacter freundii 5366/38). Es importante hacer notar

que no se han encontrado diferencias inmunoclégicas entre
los antigencs Vi presentes en diferentes especies (24,

44, 45, 83).

Felix v Pitt (29) lo reportaron como un antigeno somiiti-
co esacecial perteneciente al grupe X (49). Generalmente

el antigenc Vi se inactiva parcial o totalmente por ebu-
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11icidén durante 2 h y afin a veces por exposicidn a GI°C
durante 1 h, por tratamientoc con HC1 1 mol/litro durante
20 h a 37°C,ocon NaOH 0.95 moi/litro durante 4 h a tempe
ratura ambiente. Resiste 1la formalina hasta una concen-
tracién del 0.2% vy el alcdhol etilico, a concentracidn
final de 0.5%, lo desnaturaliza siendo este efecto rever

sible (85).

Ashida en 1949 (4) aisld de Salmonella typhi Ty2 antize-

no Vi libre del antigeno O. Grabar y Corvazier obtuvie-

ron antigeno Vi de Salmonella typhi Vil {33). Anterior-

mente Henderson y Morgan utilizando cepas rugosas de S.
typhi que contenian poco o nada de antigeno 0, aislaron
antigeno Vi libre de antigemo O pero llegaron a la conclu
5idén de que el antigeno Vi habia sufride modificaciones

durante su purificacidén (34).

Estructura del Antigeno Vi.

Los estudios quimicos del antigeno Vi aislado, demostra-
ron que es un polisacdride fdcido totalmente polimerizado
(5, 17, 23, 45, 55, 81, 83) constituidoe por unidades re-
petitivas de dcido N-acetil-D-malactosaninurdnico {17,
37, 55, 81). En 1958, Clark, McLauglin y Webster (17}
hidrolizaron el antigeno utilizando ICl v E,S0, concentra

dos y el producto de hidrdlisis fu& cavacterizado por and



lisis en cromatografia on papel y espectrograflia iaflvarro-
ja y por comparacidn cor un dcido D-glucosaminurdnico sinté
tico como un &dcido aminchexaurdnica. También se ha renor-
tado que la molzcGla del antigeno Vi crudo contiene O-ace
tilo (5,23,43). Hay concordancia er Ia comparacidn entre

los niveles analiticos tedricos que lo presentan como un -
polimero y los datos reportados por ¥Webster (83). Se ha -
descrito que las unidades de acido galactosaminurdnico se

encuentran ligadas por unioneseX{1-*4} (37), que su peso -
molecular promedio es bajo y que el contenido de O-acetilo
se reduce o elimina cuando se untiliza alcali diluido (82)

durante su purificacidn.

Se ha demostrado que el tratamientc com el fago II Vi dis-
minuye los grupos O-acetilo del polisacdride Vi sin despo-
limerizar (75, 76). . No se han reportado otros residucs --
quimicos ademis de los grupos O-acetilo y N-acetilo (5, 81).
El estudio del efecto del peso molecular y el contenido de
O-acetilo en la actividad-biolégica del antigeno Vi se ha
dificultade debido a que no pueden zlterarse ambas propie-

dades independientemente {23, 32, 543.

Kiessling ha demostrado que las cadenas paralelas del poli
sacdrido estin unidas por enlaces &ster (23, 42} aungue no
se ha establecido la estructura secundaria del antizeno Vi.
El tratamiento con icido dituide o ZIcali puede causar des
polimerizacifn por hidrélisis a lo I-rgo de tales uniones

{23).



Como sucede con el DNA, grobab}emenﬁe en el antigeno Vi
se¢ obtiene un decremento en el peso molecular por rompi-
miento tramsversal. EI tratamiento s&mico del amtigeno
produce una clase diferenmte del producto despolimerizado
por hidrdlisis quimica (23}); sin embargo, Jarvis ¥ cols.
{42) reportaron que el amtigeno obtemido por ellos era -

guimicamente similar al oxrginal.

Landy y cols. (17, 36) sugieren que la viscosidad de los
preparados del antigenc Vi es un indicador sensible de -
su actividad biol6gica. Parece que es necesario que exis
ta un alto grado de polimerizacidn de la molécula del an
tigeno, para una buena inmunogenicidad y para dar protec

£idn al ratén frente a Sahmmolhx tvphi. ‘lilner y Jarvis,

)

{59) purlflcaron el antlaeno Vi electroforéticamente y lo
probaron mediante el métedo de titulacidn de hemaglutina-
cidén indirecta descrito per Jarvis (44}, demostrando que
no hubo cambios en los titulos del antigeno, aflin cuando -
no llegd a producir un decremento de 40} veces el peso mo-
lecular promedio. Jarvis reportd que €l peso molecular -

del antigeno intacto es de 1.?X106 (423.

El calentamiento no destruye al antigemo, sino que facili
ta su disolucidn (49), este calentamiento hace que se ---
pierda inmunogenicidad, asi como la capacidad dc formar -
aglutinados; sin embarro, todavia se forman complejos an-

tigeno-anticuerpo {85). Los determinantes antigé€nices son



estables al calor (85), perc para que se tenga buena an-
tigenicidad se requiere gue la molécula esté muy polime-
rizada (23). El mismo Jarvis, analizando los resultados
obtenidos por medio de la hidr5lisis alcalina y el trata
miento sfnico para degradar el antigeno,postula gque es -
una macromol&cula cuyas cadenas estin unidas por enlaces

Sster (42, 49).

Varios investigadores (9, 18, 29, 49, T8} han reportado
que los concentrados c¢rudos de antigenc Vi contiemen del
2 al 5% de nitrSgeno, 2% de fosforo y del 2-10% de ceni-
zas. No se han encontrado aziicares raductores antes de

someterlo a la hidrélisis dcida, Hero si despuds de ella.

Existen ciertas contradicciones sobre las pruebas cuali-
tativas de proteinas y aminodcidos. Se han reportado re

-

siduos lipidicos asociados con el anti:.emo {18, 20, 78).

El andilisis electroforético (189) reveld umn movimiente rd
pido del antigeno con componentes cargades negativamente.
Existen también renortes acerca de la zausencia de Ecidos
urénicos (20, 49), a pesar de 1a presencia de un &cido -

fuerte (82).
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Purificacitn del antigeno Vi.

Los primeros intemtos de extracciﬁn de este polisacirido
fuercn totalmente empiricos. #Algunos investigadores han
reportado sus intemntos para purificar el antigeno Vi y -
han descrito las propiedades guimicas ¥ bigldgicas de leos
productos. Entre elios Topley ¥ cols. emn 1937; Combies
co y cols., 1937; Henderson ¥y Morgan, 1238; Boivin y Mes
robeann, 1938; Ogonuki, 19403 Grabar y Corvazier, 1951;
Webster, Landy y Freeman, 1952; Xosinski ¥y cols., 1954;
De Barbieri y cols., 1956; Baker y cols;, 1959; etc. {45).
Los reportes varizam en los datos proporcionados acerca -
de la cantidad y calidad del antfigeno obtemido, particu-
larmente respecto 2 la quimica del antigenc. En general,
estas discrepancias pueden ser atribuidas a diferencias
en el grado de pureza del praducto, peroc también a alte-

raciones quimicas €el antigens durante su purificacisa.

Achida ided un métado de hidrdlisis (4) cor hidrdxido de
sodio que did inidalmente buenos resultades (82) y mis -
tarde reportd alteraciones er las propiedades del antigs
no., Webster, Landy y Freeman {82) describieron un método
(que es el utilizado para la purificacidn del antigeno Vi

en este trabajo de tesis) que les permitid obtener un an-

tigeno altamente purificado de S.typhi, E.celi y P.balie-

rup. In este método se empleam los extractos acuocsos de
baciles desarrollados en medioc de tripticasa soya agar en

presencia de concemtraciones =levadas de “sfl. Estos ex-



tractos sg someten zl fraccionamiento con etancl y despuBs
a 11 hidrZlisis comn Hcido acético 1 nol/litro calentandoc a
100°C durante 24 h (asi se eliminan los restos de antige
no 0 y se cbhtiene un antigeno Vi muy puro). A pesar de -
este tratzciento en cemdiciones severas, el antigeno con-
serva buena actividad antigénica = imnmunogénica {51, 55,
56).

Barbieri ¥ cols., en 1965, reportaron que también utiliza-
ron la hidrflisis Acida descrita por Webster, Landy y Free
man {82). Baker y coizboradores {5} tuvieron éxito al pu-
rificar el antigeno por precipitacida con acetona e indica
ron que el tratamiento con dcido acético y calor probable-
mente degrzdaba 1a mel@cula y que la hidrdlisis alcalina -
eliminaba el O-acetiic pero no el N-acetilo. Sin embargo,
Landy y cols. reportaron que el tratamiento alcalino elimi
naba una gran cantidzd de N-acetilc {52). No hay reportes
de que Ia clase de degradacidn causada por la hidrdlisis
%cida o alcalina del amtigeno Vi pueda realizarse sin desa
cetilacidén. Por otra parte, si se reduce el peso molecular
por vibracidn sdnica y se elimina O-acetilo sin que se de-
trade a la melécula, se facilita la relacidén de estructura

auinmica com actividad bislégica {75, 76).

Se sabe que la composicida del anticeno Vi es a base de -

v

unidades de Zcido galactosaminurfnico N-acetilado y 0O-ace

tilado y gue su estructura no parece un polielectrolito -



lineal. Todo modelo estructural del antigeno debe expli-
car la clase de degradacidn gue ocurre tanto en el rmedio
dcido como en el alcalino (42). La hidrélisis produce pér
dida de 0O-acetilo, ademis de una considerable reduccidn
del peso molecular. Cuando se centrifugan preparades del
antigeno Vi parcialmente hidrolizado (por tratamiento con
dcido acético 1 mol/litro y calentamiento por 24 h, o
bien tratado con NaOH 0.1 mol/litro por 15 min a tempe-
ratura ambiente) se identifican dos compuestos de peso mo
lecular diferente; uno es el que perdid O-acetilo y tiene

alto peso molecular y ofro de pesc molecular menor.

La falta de una cantidad apreciable de compuestos interme
dios durante 1la hidrélisis,vparece indicar que el antige-
no original tiene una estructura estable de subunidades
organizadas o por lo menos que la alteracidn ocurre de
una forma ordenada y no en una forma casual. E1 tratamien
to sbnico del antigeno original (56), produce una clase
de rompimiento transversal casual de una molécula asimé-

trica.

Cualquier tratamientc que elimine O-acetilo también causa
reduccibn del peso molecular. La hidr6lisis es lenta cuan
do se.emplea dcido acético 1 mol/litro y calentamiento;

en tanto que es ripida con NaOH 0.1 mol/litro a temperatu

ra ambiente {(54).



Las observaciones reportadas por ileyns y Kiessling {36)
estin de acuerdo con el tipo de estructura sugerida ante

riormente.

Se han empleado también otros métodos para la purifica-
cidn del antireno. Jarvis y cols. (45) utilizaron ug mé -
todo electroforético. ong y cols. (86) aislaron el anti
geno por precipitacidn con acetona y reportaron una ma-

¥oT inmunogenicidad ademis de unz menor toxicidad.

En resumen, 1as alteraciones quimicas causadas al antige
no Vi durante su aislamiento y la pureza obtenida, son
dos caracteristicas que influyen decisivamente en sus
propiedédes quimicas y bioldgicas ya que la hidrdlisis,
3lcalina o dcida, provoca pérdida de los grupos acetilo
y Ia disminucién del peso molecular (42, 45) y, por le
tanto, la redvccidn de la inmunogenicidad y la pérdida
de la actividad de receptor para el fagoe VIII (42, 75].
Entre las propiedades del antigeno Vi purificado, se ob-
servé que cuando se adsorbe en eritrocites humanos tipo
0, =s aglutinadc especificamente por los anticuerpos an-

ti-Vi.

El antigeno Vi aislado, cuando tiene alta potencia y es-
tabilidad, ofrece ventajas para detectar y cuantificar

los anticuerpos anti-Vi de una manera prictica (4).



S)

Respuesta inmunoldgica frenie al antigeno Vi.

La respuesta humoral a la inmunizacidn cor el antizeno
Vi purificado en personas normales y la que aparece du-
rante el curso de la enfermedad es similar en cuanto a
la clase de anticuerpos producides; en el So. dia des-
pués de Ia inmunizacifn aparecen anticuerpos clase IgM,
IgAh e IgG. Los niveles y el porcentaje relativo no se al

teran después de repetir la inmunizacidn (16}.

Bhatnagar (8) pudo demostrar por medio de pruebas de
aglutinacidn, anticuerpos anti-V¥i en pacientes sdlo ngsta

3 6 4 semanas despu@s del inicio del cuadro clinico.

Besednova y cols. {6) hicieron estudios en personas que
habian sufrido una infeccién severa y determinaron por
medio de pruebas de hemaglutinacidn, que los titulos mis
altos de anticuerpos anti-Vi estaban presentes entre el
S0. v 7o. mes despu&s del inicic de 1la misma. E1 porcenta
je de resultados positivos en esta prueba entre personas
que han padecido la enfermedad, va desde 467 entre aque-
llos qua habian nadecido la enfermedad de 6 a 12 meses
antes, 1asta un 2% cuando habian enferrsde 4 afos antes
(6) y si se mantenian los titulos de anticuerpos anti-Vi
altos, generalmente se trataba de portadores {51,08;.

Existe cierta analogin enire el antigeno Vi y los polisa-

cfiridos .capsulares del neumoceco. Ambos son polipneros vis



cosos altamente polimerizados que cuando se purifican

muestran buena inmunogenicidad para el hombre y para el
ratdén protesciéndolos contra las cepas virulentas corres-
pondientes. La inmunizacidn con una sola dosis en el hu-
mano estimula la produecidn de anticugrpos cuyos titulos
se mantienen por largos periodes, mis ¢e 2 afios, Yy no se
observa respuesta secundaria con una dosis de refuerzo

(51, 37).

En €l caso de portadores no disminuye el titulo de anti-
cuerpos anti-Vi, sino que continfian sintetizindose por
muchos aifios. Estos anticuerpos pertenecen a la clase IgG
en su mayoria y una nienor proporcidn a la clase IgA, no
encontriandose IgM. La ausencia de estos ltimos ea porta
dores, constituyé una diferencia notable con respecto a
los pacientes e individuos vacunados que incluyveron en
su estudic Chernokhvostova y cols. (16) quienes demostra

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

IgG. -

Frecuentemente los niveles de anticuerpos no se encuen-
tran elevados y algunos portadores analizados aparente-
mente son sensibles a las endotoxinas, Asi, los microor-
eanismos virulentos son eliminados del huéspea »robable-
mente por mecanismos inmunoldqicos humorales o celulares
locales. Un estudio mids profundo de este ejemplo notable

de persistencia microbiana y de los anticuerpos vy linfo-



¥

%3]

N
I

citos sensibilizados, puede llevar a tomar mejores medi-

das de control contra las infecciones entfricas.

Chernokhvostova y cols. han reportado que 1los portadores
de Szimonella presentan deficiencia de Igl ¥ que con la
administracion del antigeno Vi no forman estos anticuer-
pes. Ellos sugieren que los portadores podrian seleccio-

narse por esta deficiencia en IgM (16).

Existen muchos reportes de la depresidn selectiva de 1z
sintesis de IgM en portadores (Ivanyi § Cerny, 1235;
Ivanyi Valentova § éerny, 1¢66; Cerny & Ivanyi, 1966,
1967; Sterzl, 1966; Jilek § SterzZl, 1967). ETllos suponen
que esta deficiencia es debida al agotamiento de las c&-
lulas productoras de IgM por una hiperinmunizacida duran
te la formacidn del estado portador; sin ev-.argo, tam-
bién sefialan en la discusitn de su reporte gue el deterio
ro de 1a sintesis Jo IgM posibiemente sea una manifesta-
cién de un defecto congiénito éel sistema IgM v, nor ésto,
si se puede considerar este defecto como una causa del

estade del portador pere no como un resultado (16).

Los polisacidridos Lacterianos generalmente inducen una
sintesis activa y prolongada de anticuerpos IgM, el anti-
geno O es uno de los que inducen sélo produccidn Je IgM
(30}, meros en los portadores estudiados por Chernokhvoste

va, alemis de que no se encontraron IgM anti-2 y anti-Vi,
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la innmunizacién con antigene Vi incrementd s6lo el nivel
de IgG. Como les anticuerpos IgM son mis cfectivos que
los IgG para provecar reacciones citoliticas por su mz-
yor facilidad para activar complemento, sir presencia en
pequefias cantidades podrii irnfluir en la baja actividad
bactericida especificta observada en sueros de portadores
(16) .En estas personas los anticuerpos anti-Vi de la cla
se IgG tienen mayver afinidad, caracteristicas que tam-

bi&n se »resentan durante el periodo agudec de la enferme

dad.

Por otra parte, cuande el suero de portadores se absorhke

con antigeno Vi hay disminucidn de anticuerpos en IgA

48 La disminucifn de IgA por absorci@n con el antice-
P

no Vi es 2.5 veces mas alta en portadores gue en no por-

tadores con antecedentes de tifoidea (21).

5

Por 1o que toca a la influencia de la vacuma antitifeof.

[

ca en el titulo de anticudrpos anti-Vi, algunos autores
reportan que la vacunacidén no medifica los miveles de es
tos anticuerpos {11, 68, 70).

-

lizando 1z t&cnica de aemaglutinacidn indirec-

tn
o=
 ould

liot, ut

a2, ne obtuvo resuitados positivos en las personas inmu-

Lia

nizadas (25); Saint Martin ¥y Desranleau (70} encontra-
ron 1.8%; Landy y Lamb {53) un 7.1% y Staack ¥ Spaun

(73) encontraron un 3.30 de positives en este tipe de po

-
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hincidn. Joe ¥y cols. {47} reportaron un 41.7% de titulos
positivos enm adultos vacunados semestralmente.

-
Cen la técnica de hemaglutimacién, Landy (51) y Levim
cols. (57) demostraron que en respuesta a la vacupacidn
nay produccisn de anticuerpos. Gaines y cols. enconirszron
titulos mds altes de anticuerpos anti-Vi incompletos,
gue anticueraos anti-Vi cospletos en 1z mayoria de Ias
personas vacunadas y que la misma situacidén se presenté

en los portadeves (31).

Los anticuerpos anti-0 producidos en respuesta a la vacu
nacidn son IgM ain después c¢e inmunizaciones repetidas,
en carbio, leos anticuerpos anti-Vi son IgA, IgG e IghM.

{16).

Métodos para cuantificar los aapticuerpos anti-Vi.

Para comocer los anticuerpos anti-Vi hay que tomar en
consideracidn la interferenciz causada por el antigeno O
(68). Bhatnagar (8) recomend& para &ésto utilizar en las
pruebas de aglutipacidn, las cepas aisladas por Kauffmann
deficientes en antigeno 0 y H, pero ricas en antigeno Vi.

¥

Desde 1938 se usd 1la cepa Vi 1 o Bhatnagar, pero teniar Iz

desventzia de ser rugosa por lo gue era difficil lograr
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una bmena reproducibilidad en los resultados (53,71);
sin embargo, unt década despuls afin se usaba. Para titu-
lar los sueros problema debia probarse paralelamente un
suerc preparado por Felix (27) como estandard. El titule
del suero era la dilucidn que daba una aglutinacidn
igugl a2 la observada en el estandard (68). Un titulo de

1:5 o mayor era considerado significativo.

Desranleau (1943) y Saint Martin y Desranleau {72), pre-
pararcn un antigens gliéerolado de 1a cepa Vi I y lo em-

plearon para la té@cnica =2n placa.

Los inconvenientes de trabajar con una cepa rugosa hicie
ron que se probaran otras t&cnicas tratando de sensibili

zar eritrocitos con preparaciones del-antigeno Vi.

Spaun {72) y Staack y Spaun (73) deésarrollaron una t&cni
ca de hemaglutinacidn indirecta empleando un extracto
acuoso de la cepa Bhatnagar para sensibilizar eritroci-
tos humanos tipo 0. Landy y Lamb (53) sensibilizaron eri

trocitos humanos tipo O con antigeno Vi de Escherichia

coli 5396/38 purificado por el m&todo de Webster y cols.
(82). | '

Schubert y cols (71) modificaron el m3todo de Landy y
Lamb en tres aspectos: utilizaron glSbulos rojos de car-

nero en lugar de gl&bulos rojos humanos tipo 0O y un ex-



cibn, <ebido a que los gldbulos rojos de carmero son mis
accesibles a la mayoria de los laboratorios de salud piG-
blica; se utilizdé un control de cé&lulas no semsibiliza-

das en cada prueba y los sueros se absorbiercn con gldébu

los rojos no sensibilizados.

Anderson (2) opind que la técnica uo era adecuzda, ya
que encontrd un 20% de titulos positivos entre indivi-
duos no portadores y los atribuyd a la presencia de anti
cuerpos frente a un componente del extracto que era dife

rente del antizeno Vi,

Besednova y cols., (6) utilizaron antigenos Vi obtenidos
de dos diferentes maneras: calentando un crecimiento bac
teriano suspendido-en solucidn salina durante 1 k a
120°C o bien, tratando la suspensidén eon NaOH. Hicieron
una comparacidn entre la prueba de hemaglutinacida indi-
recta ¥ la de fijaciSn de complemento y concluyeron que
ambos mZtodos son auxiliares valiosos en el diagnSstico
de fiebre tifoidea y en la deteccidén de portadores. Indi
caron ademds, que las ventajas de estas pruebas son una

alta sensibilidad, gran especificidad, sencillez en el

procedimiento y rapidez en la obtencidn de resultados.

Chau y Chang {15), considierando que los gl6bulos rojos

sensibilizados por las técricas anteriores son muy ines
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tables, propusieron adsorber a qritrocitns estabilizados
con glutaraldehido el antigeno Vi purificado por precipi
tgcidn (87). Estos mismos autores desarrollaron una téc-
nica en la cizal emplearon como antigeno hacterias fija-

das con acetona ¥ los anticuerpos anti-Vi eran titulados

b

por la té&cnica de inmunofluorescencia.

b

Localizacifn de portadores por titulacidn de anticuerpos
anti-Vi.

La t&cnica mis gmpliamente usada ha sido 1la de aglutina-
cidn reportada por Felix y Pitt (29) en 1938. Desde en-
tonces se han hecho una gran cantidad de publicaciones,
sin embargo, 1os resultados reportados por dos diferen- -
tes investigaderes difieren grandemente en el porcentaje
de reacciones positivas encontradas entre portadores y
poblacidn aparentenente normal. Se han hecho muchas modi

ficaciones a la técnica original perc no se ha logrado

estandarizar el procedimiento.

En 1960, Sokkenheuser (11) selecciond los casos en que
la prueba se ha llevado al cabo en grupos bien definidos;
los portadores habfan sido confirmados por exien tacte-
riolSgico y en los controles se habfa Gemostrado la au-

sencia de Salmonella typhi. Los resultados pueden verse

en la tgbla 1. En la tabla 2 se anotan las condiciones
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de los experimentos. Se reportd que el 12.4% de los por-
tadores dieron resultados negativoes en la dilucidn 1:5;
aceptando la dilucidn 1:10 como el titulo sigmificativo
mis bajo (adoptado por algunos autores) no se registrd
al 23.6%de portadores.

En la tabla 4 se pueden observar los resultados obteni-
dos en-poblacidn normal. Bokkenheuser reporté gue de los
1,589 sumeros analizados, 11.4% dieron resultados positi-
vos y que la cantidad de reacciones falsas positivas dis
ninuyd 31 aumentar el titulo considerado significativo.
Opind el mismo autor que la pfueba no puede usarse para
detectar portadores en poblacidén general, pero Jque puede
aplicarse cuando se quiere localizar un portador en un
grupo determinado, haciendo Ia confirmacifn por eximen

bacteriolégico.
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* TABLA 1. Anticuerpes anti-Vi en portadores.

Aglut,
Aglutinacidn en tubo en Hemagiut.
placa “
Autor I I1 III IV V VI | VII Vil X
Afio 1938 43 45 50 51 521 51 53 53
Total de sueros 56 41 4 71 63 241 26 58 20
Sueros neg. en la | -
dil. mas baja 0 4 2 11 7 8 0 7 2
Titulos de sueros
positivos:
1:2 - - - - - - 4 - -
1:5 18 2 0 9 0 0 5 4 2
1:10 18 12 0 12 4 2| 12 2
1:20 . 11 i3 0 19 18 5 16 4
1:40 4 6 0 11 23 5 17 g 5
1:80 3 3 1 9 9 3 3 4
1:169 1 1 1 1 1 ¢ 5 1
1:320 1 11 2
I.Felix II.Xlein III.Lewin, Bershon y Hogg IV.Ruhnke,

V. Rische y Rohne VI. Ortel VII. Saint Martin y Desranleau

VIII. Staack y Spaun  IX. "Landy y Lamb.

- No se hizo.

* Bokkenheuser, V. 1960. South African M.J. 34:601.
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TABLA 2. Caracteristicas de los experimentos registrados en la Tabla 1.
 Perfodo de | Perfodo de Suero
Autor -Cepa uvsada incubacion incwbacidn Control
fa 37°C _(h) g temp.arb. estandar
 Felix Watson 2 24 h. +
Kiein Bhatnagar 24 - -
Lewin | Bhatnagar 2 - +
Ruhnke | Cepa 965 Rauss 3 -4 i8 h, -
Cepa 58907
Rische {Inst Robert 3 - -
Koch)
Ortel Cepa 965 Rauss 2 - -
Saint -
Martin Bhatnagar - 3¢ min.
Staack | Bhatnagar 1 - -
Escherichia coli ,
landy | 5306738 z - *
El mismo autor combina los resultados en la
siguiente forma: (11)
TABLA 3. Titules anti-Vi entre 259 portadores
Dilucidén del suero Nimero t
1:5 23 11.2
1:10 48 18.5
: 1:20 66 25.5
1:40 43 18.9
1:80 Z8 10.8
1:160 4 1.3
1:320 3 1.2
Negativos 32 1z.3
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TABLA 4. *Anticuerpos anti-Vi en no portadores

Aglutinac. X
Aglutinacién del tubo en Hemaglutinac.
olaca
autor 11 IT 111 1V v VI
| Afio 1940 45 51 582 {1 51 53
Total de Sueros 200 103 204 1082 9192 . 243
| Sueros neg. en la
dil. mis baja 107 87 167 1047 9082 225
! Titulos de sueros
positivos:
Iz2 - - - - 59 -
1:5 55 8 15 14 R
| 1 »22
1:10 . 37 2 5 4
& 18
1:20 1 6 2 5
: 29
1:40 5 z 1. J

I. Morgan I1I. Lewin III. Rische IV. Ortel V. Saint Mariin
¥I. Staack.

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

Combinando los resultados se obtiene 1a tabla 5 (11):

TABLA 5. Titx

tulos anti-Vi de 1589 individuos apa-
rente

mente *sanos.

Dilucién del suero NGmero ‘ $
1:5 92 5.8
1:19 68 181 4.3
1220 14 |} ‘ 0.9 $11.4

1:40 7] 0.4 )

Negativo 1408 88.6
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El Public Health Laboratory Service {PHLS] reportd em 1961
(68) que un 71.5% de portadores y un 1.17% de no portado
res, Gieron resultados positivos empleando la técnica de

hemaglutinacién indirecta.
Bokkenheuser determiné 14.6% de casos positivos entre po
blacidn supuestamente normal de Sudjfricy pero no logrd

aislar S.typmai en la mayoria de ellos (18]).

Titulos de anticuerpos anti-Vi.

Por medio de 1la reaccidr de hemaglutinacisn indirects,
los tituloS‘méximos de anticuerpos anti-Vi se encuentran
entre el 5o0. y 7o. mes del inicio de 1a enfermedad. Besed
nova (6) reportd gque en el suero de 294 sujetos que ha-
ian padecido 1a enfermedad, se habian presentadc anti~
cuervos anti-Vi en un titulosde 1:40 o m3s en los si-
guientes casos: en sujetos que habian padecido la enfer-
medad por lo menos & meses antes, en un 46% de los ca-
sos: en aguellos que hadbian estado enfermos de 6 meses az
un afio antes, en el 20% de los casos; en sujetos que ha-
hian estado enfermos de 1 a 2 afios antes, en el 5% de los
tasos y en aquellos que habian estado enfermos miis de 2
afios antes, en el 2% de los casos. En el 89% de los porta
dores, los anticuerpos anti-Vi estaban presentes en titu-
los significativos de 1:80 a 1:160 en el ﬁi de los casos.
La reaccidén de hemaglutinacifn indirecta fu& negativa en

5 portadores de fiebre tifoidea.



Schubert y cols. (71) reportaron que, comparando sus re-
sultados con los de otros autores, la reaccion de hena-
glutinacidn indirecta no detectd a todos los portadores
de S.typhi. Reportaron um 91% de titulos positivos y con
cuerda con el 90% reportado por Landy y Lamb (53}, y el
87.9% reportado por Staack y Spaun (73}, en eximenes de
series menores de portadores. La menor dilucidn conside-
racg positiva fud 1:10 pero opimnaron que puede tomarse
una dilucidn mids Laja, 1:5. Reportaron que no debe con-
fiarse s6lo en las pruebas de hemaglutinacidn para la de
teccidn de portadores, sino que deve jcompafiarse de prue
bas de aglutinacida de antigenos 0 y H y exd@men bacterio
16gico,. *erselis (58) reportd un titulo de gnticuerjyos
anti-Vi de 1:160 o mis en todos los sueros de los porta-

dores estudiados, menos en uno.

Se han reportado variadas opiniones sobre el valor que

belv

debe dirseie a estas encuestas serocidgicas. Lewin, Ruhr

ke v Felix {64) consideraron que puede servir cComo un ay

xiliar en 1la localizacidn Ge portadores ya que se consi-

deran anticuerpos anti-Vi en individucs sanos pero no en

un cierto porcentaje de portadores. Schubert y cols. (71)
opinaron que para la localizacidn de portadores no puede

emplearse Gmicamente la prueba de hamaglutinacidén indirec
ta y que su utilidad seria el indicar en qué‘césos debe

hacerse un exdimen bactericlfgico m%is rinucioso.
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Saint Martin y Desranleau (70} reportaron 1a prueba ce-
mo eficiente; Pijper, Rische y Lewin (11} opinaron que
debe ser una prueba de rutina y que se debe impedir que
los individuos con resultados positivos mamipulen ali-
mentos.
El PHLS Teportd que tomando en cuenta su semnsibilidad ¥y
especificidad, la prueba es fitil, opinidn gue es compar-~
tida por Eesednova y cols. (6, 48).
Un tercer grupo de autores duda de su utilidad; Joe y
cols. {47) reportaron que no es fitil en §reas donde la ti
foidea es endémica. Los titulos bajos obtenidos por Davis
y Radowsky (11) les hicieron pensar que una gran parte
de los casos positivos no son portadores. Bokkenheuser
(10) reportd sjue del 25 al 30% de los portadores no dan
resultados positivos y en cambio sefpresentan muchas
reacciones falsas positivas.

»
Chau y Chang (15) tratando de establecer un m&todo ficil
de estandarizar utilizando reactivos estables y tomando
en cuenta la deficiencia de anticuerpos IgM gue presentan
los portadares, estudiaron un: t&€cnica en la cual los sue
ros son tratados con 2 mercaptoetanol para inactivar los
anticuerpos IgM. Los anticuerpos residuales fueron titula
dos utilizando eritrocitos tratados con glutaraldehico y

sensibilizados con antfreno Vi purificado. La prueba fué



nis especifica con sueros tratadeos donde se ghtuyo el
3% de resultados positivos entre poblacidn supuestamen-
te normal y el 8% de positivos en poblacidn supuesta-
mente normal con sueros no tratados, respectivamente,
ain cuando la sensibilidad fué Iz misma: de 82Z% de re-
sultados nositivos entre portadgréé. Sin embargo, se ob -
tuvieron mejores resﬁltados con Ia prueba de immunofluc
rescencia ya que dieron titulos positivos el 57% de los

portadores y s6lo el 1.7% en poblacidn supuestamente nor

mal.

Resumiendo, en la mayoria de los portadores se encuen-
tran niveles elevados de anticuerpos anti-Vi y para loca
lizér estos anticuerpos se utiliza la hemaglutinacidén in
directa. Sin embargo, para localizar estos portadores en
poblacién abierta se necesita un m&todo ficil de estanda
rizar, accesible en su aplicacidén a gran escala, sensivle
y especifico, como lo es la prueba de hemaglutinacidn, pe
ro debe hacerse una evaluacifdn para determinar hasta qué
sunto influyen en el m2todo la persistencia de anticuer-
pos en convalecientes y 1la aparicifn de anticumer)os anti-
Vi tanto por vacunacifn como por el contacto de ia pobla.
cidn con S.typhi. Se deben establecer los titulos signi-

ficativos para cada regidn de acuerde con estos factores.

La medida m3s efectiva para la prevencidn de la fiebre ti

foidea es, indudablemente, el mejoraniento de las condi~
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ciones samitarias v el contar com una prueba presuntiva
para la localizacidn de portadores, que de;pués se can-
firmarian por exiren bacterioldgico de heces y se some-
terian a tratamiento médico; tendrZ mayor imporiancia

en aquellas comunidades donde el mejoramiento progresi-

vo de las condiciones sanitarias evite la supervivencia

y diseminacifn de S.typai.
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CAPITULG IXIX

MATERIAL Y METODOS

El presente estudic se realiz® e1 el Laboratorio de Entero-
bacterias del Instituto de Salubridad v Enfermedades Tropi-

cales de la Secretaria de Salubridad y Asistencia.

Muestras bioldgicas.
Los suercs utilizados fueron recolectados por el Departamen

to de Epidemiologis del mismo Imstituto.

Se titularon 500 sgeros procedentes de personas mayores de

15 afios, de ambos sexos, de poblacidn abierta.
Todas las cepas de microorganispos utilizados fueron propor
cionadas por el Laboratoric de Enterobacterias del Imstitu-

to.

METOD PARA LA PREPARACION DEL ANTIGEND Vi CRUDO (81)

Equipo:
Autoclave Centrifuga
Incubadora Bafio de agua

Microscopio estereoscdpico Refrigerador
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Material:

Cajés Petri Asa y porta;a

Matraz Erlenmeyer 500 ml Tela de asbesto y tripié
Pipetas graduadas estériles Filtrds Millipore de poro
10 m1 0.8 ¥ 0.2 & .

Varilla de vidrio con un ex-  Soporte metdlico para filtros
tremo doblado en triingulo. Milliporc
Tubos de ensayo de 17X150 mm Frascos de centrifuga de plds

Gradilla para estos tubos. tico de 500 ml.

Medios de cultive, soluciones y reactivos:

Solucidn salina isotfnica estéril

Suerc normal de conejo |

Suero especifico anti-Vi

Solucidn de NaCl sobresaturada {salmuera)

Tripticasa soya agar {(TSA)} en cajas Petri y tubos inclinados.
Cepa: :
Citrobacter ballerup

Fundamento:

Se utiliza una cepa que contenga una cantidad elevada de anti-
geno Vi, seleccionando colonias lisas para que solc contengan
cantidad baja de antigenos flagelares, los microorganismos se
inactivan calentando hasta la ebullicidn el cultivo en salmue-
ra, se centrifuga para eliminar los somas celulares y obtener

el antigeno Vi en solucidn.



Parz 1a preparacidn del antigeno se utilizd una cepa de Ci-

trobacter ballerup que se sembr® en medio de tripticasa so-

ya agar (TSA) en placas, se incubd de 18 a 24 h a 37°C para
seleccionar las cclonias mis lisas y para esto se observaron
en microscopio estereoééépico y se obtuvierom 5 colonias cir
culares, brillantes y de bordes lisos.- Cada una de estas co
lonias se sembrd en tubos de TSA inclinados, se incubaron de
18 a2 24 h a 37°C. Después se tomd una muestra de cada colo-
nia que se sometid a la regccidén de aglutinacidn en placa fren
te al suero anti-Vi, obtenido en conejos, y se escogid 13 co-
lonia. que present® aglutinacidéa nis franca y que no autoglutind

con solucidn salina isotdnica ni frente a suero normal de cone

jo.

Una vez seléccionada la colonia lisa, se sembrd en 130 ml de
caldo tripticasa y se incubd en bafic de agua a 37°C durante

6 h. Posteriormente este cultivo se sembrd en forma masiva
en cada una de 150 placas de TSA que se incubaron de 18 a 24h
a 37°C. Se cosechd el cesarrollo afiadiendo 3 ml de solucién
salina estéril a cada placa y con una varilla de vidrio con
1a punta doblada en forma de triingulo se desprendif el desa-
rrollo, las suspeﬁ;iones bacterianas se reunieron en un matraz
y se inmactivd por ebullicidén en bafio marfa en la salnuera cu-
rante 1 :. Despuds de enfriar 1z suspensibn, se centrifugf a
3000 rpm durante 15 min. ¥ el sobrenadante se clarificd a tra
vés de un filtro Millipore de poro 0.3 py despu§s en condi-

ciones de esterilidad, en un filtro Millipore de poro 0.2 a.
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Esta solucifn se utilizd como fuente de antireno Vi crudo obteniéndose

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

METODO DE PURIFICACION DEL ANTIGENO Vi (81)

Equipo:
Centrifuga

Material:

Esbudo de filtracidn Papel filtro Whatman # 40
Matraces Erlemmeyer 300 ml Tubo para dijlisis
Pipetas graduadas 10 mil Mechero Bunsen

Vasos de precipitados 100 y Refrigerante de serpentin
350 mi con conexiones

Frascos de centrifuga de plas- Pinzas para refrigerante
tico 500 ml

Telas de asbesto y tripié

Soluciones y reactivos:

Antigeno Vi crudo Acido acético
Cloruro de sodio Agua destilada
Etanol 96%

Fundamento:

Ei métedo consiste en el fraccionamiento por modificacidn de la solubili-

dal de 10.5 componentes de los extractos acuosos del bacilo mediante 1a adi
cifn de etznol y NaCl. Después se somete a la hidrdlisis con fScido acsti-
zo 1 mol/ litro a 100°C durante 24 h para eliminar los restos de antinenos

Y y obtener wn antigeno muy puro.
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Se tomaron 450 ml de anticeno Vi crudo, se =agregd NaCl hasta
tener una concentracidén del 35%. A la‘ﬁezcla se le afadid
etarol hasta tener una concentracidén final de 0.3 nolflitro.

El precipitado obtenido se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min,
éeresuspendié en agua v se dializd en agua destilada para eli
minar el exceso de NaCl. Se cambié el agua del recipiente to
dos los digs hasta que no hubo reaccifn de cloruros con una

solucidén de nitrato de plata al 20%.

El producto obtenido se utilizd como antigeno 2arcialmente pu
rificado.

Para l1llevar al cabo la purificacidn completa de este extracto
se tomaron 175 ml, se les afiadid icido acético hasta uma con-
centracifn de 0.3 mol/litro. E1 precipitado se redisolvif emn
25 ml de agua. Se le agregS‘suficienxe‘écidc acético hasta
tener una concentracidén del dcido 1 mpol/litro. Esta mezcla

se reflujé »or 24 h, la solucién se dejid enfriar y se dializ#
de 1la manera referida anteriormente, se filtré a través del paz
pel filtro Whatman y se precipitd nuevamente con etanol a una

concéentracidn de 9.2 mol/litro.

SENSIBILIZACION DE GLOBULOS ROJOS

Equipo:
Bafio de agua con control de temperatura



Centrifuga clinica .

Incubadora

Material:

Tubos de ensayo de 13X100 Pipetas graduadas <e 5 ml.

Tubes de centrifuga zradua Pipetas Pasteur com bulbo
des 5 ml

Gradillas para tubos de ensa
Yo

Reactivos y soluciones:

Solucidén salina 0.85% Antigeno Vi crude ¥ purificade
Glébulos rojos de carnero Heparina

1lavados.

Fundamento:

La sensibilizacifn de= glédulos rojos con el antisenc Vi se lo-
era mediante la adsorcidn inespecifica por unidn covalente ael
antieeno que puede fijarse a la superficie de los eritrocitos

para realizar la interaccién con sus anticuerpos especificos.

Para la sensibilizacidn se usan normalmente eritrecitos de car
nero ¢ humanos del grupe 0. El1 tratamiento de los eritrocitcs
con solucidn de &cide tinico antes de 1a sensibilizacidn aurex

ta el poder de adsorcidn para el antizeno (37).

Se obtuvieren 25 ml de sangre de carnero, extraidcs de la yugu-
lar usando como anticoagulante 0.5 m1 de heparina (40 U). Se

lgvaron 5 ml de paquete celular con solucidn salina 0.85% tres
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veces, centrifugando después de cada lavado 2 2000 rpm duran-
te 5 min, se desechd el sobremadante y se prepard una susjen-

sién de glébulos rojos ajustando su concentracidén al 10%.

Se prepararon diluciones seriadas del antigenc Vi desde 1: 10
aasta 1:4000 en imcrementos de Z y se pasd I ml ce cada una

de estas diluciones a tubos de centrifuga graduados.

Se afiadid 1 ml de la suspensidn de gldbulos rojos al 10} a ca-
da tubo de centrifusa, se colocaron en incubacién de bafio de

agua a 37°C durante 2 h, agitando suavemente cada 30 min.

Se procedid a lavar los gl6bulos rojos sensibilizados tres ve-
ces con solucifn salina al 0.55% centrifugando a 2000 rpm du-
rante 5 min. despu€s de cada lavado. Finzalmente con cada mues

tra se hizo una suspensién al 11 de glébulos Tojos sensibiliza

dos.
METODO DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA LA
DETERMINACION DE ANTICUERPDS AKTI—?i
Egquipo:

Bafio de agua con temperatura controlada a 50°C
Equipo de microtitulacidn "Microtiter"
Incubadora a 37°C

Material:

Pipetas graduadas de 1 ml Gradillas para tubos de ensayo

Tubos de ensayo de 13x100 m,



L
an
p

Soluciones y reactivos:

Gl8bulos rojos de carnero sensibilizados con distintas con-
centraciones de antigeno Vi.
Solucidn salina 0.85%

Suero hiperinmune anti-Vi de conejo.

Determinacifn de la dilucién Sptima del antigeno Vi por titu

lacibfn en bloque.

Se llevd al cgbo utilizando el equipo de microtitulacidn.

Se probd un suero hiperinmune anti-Vi, inactivado a 50°C du-
rante 30 min en diluciones desde 1:100 hasta 1:224, 8500 en
increnentos de 2 frente a las suspensiones de gl&bulos rojos

sensibilizados, de la siguiente manera:

Se midis en cadz excavacidn de la placa 0.025 ml de solucidn
salina con las micropipetas del equipo Microtiter menos a la
primera excavacidn de cada fila. Se afiadid a3 la primera ¥y
segunda excavaciones de cada fila 0.925 ml con la micropipe-

ta del suerp hiperinmune diluido 1:100 y comn los microdilutores
se procedid g diluir el suéro a partir de la segunda excava-
£ién hasta la doceava. 3Se desecharon 0.0Z5 nl de la Gltima

excavacidn.

EFn cada fila se agregd a cada una de las excavaciones 0.323
m1 de glébulos rojeos sensibilizados con cada una de las dilu-
ziones del antigreno, preparados como se describid anteriocrmen

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

testigos:

T, = Gl8bulos rojos sensibilizados y solucidn sglina

Gl6bulos rojos sin sensibilizar y solucidn salina

€.
o
[

Glébulos rojos sin sensibilizar y sueroc hiperinmune

=]
]

Se agitaron suavemente las placas y se dejaron en incubacidn

a 37°C durante 1 h y despu®s a temperatura ambiente de 18 a

24 h.

El titulo se determind como la miAs alta éilucibén del antige-
no adsorbido a los gldbulos rojos sensibilizados que agluti-

nd con la mis alta dilucibén del sueroc hombSlogo. Ejempla:

-

-Ag Suero hiperinmune —&

" ~1I:100 200 400 300 1600 3200 6400 12800 25600 51200 102400 X
1:10 44 4+ 4+ 3+ - - - - - - - -
1:1600 | 4+ 4+ 4+ 3+ - - - - - - - -
1:2000 3+ 3+ 3+ 3+ - - - - - - - -
1:4000 | 3+ 3+ 3+ - - - - - - - - -

T, T, T3

X = 1:Z04800
Interpretacidn de la prueba:
La prueba se considerd positiva cuando los gldbulos rojos se se
¢imentaron uniformemente en el fondo de la excavacidn y negati-
va cuando se formé un L0tdn compactoe en el fondo de la excava-

-

cién.
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Titulacidn de los sueros problema:

Los sueros se inactivaron durante 30 min. a 50°C en bafio de

agua; y se probaron las diluciones desde 1:20 lJasta 1:1280

en incrementos de 2, con solucidn salinz v utilizando los

-

glébulos rojos sensibilizados con la diluciBa 62tira cel an-

tigeno Vi que se habia determinado con anterioridad.

Los testigos que se incluyeron fueron:

-3
[l
H

3
I

3
]

Gl6bulos rojos sensibilizados y solucidn salina

Gl6bulos rojos sin sensibilizar y solucidn salina

3 G1l6bulos rojos sin sensibilizar y suero problema

A todos los suergs problema se les sometid 2 la reaccidn de

Widal para determinacibn de anticuerpos anti-O y anti H.

METODO DE PREPARACION DEL ANTIGENO H.

Equipo:
Bafio de agua a 37°C

Incubadora

Materiai:

Cajas Petri

Frascos de Roux de 1000 ml
Pipetas graduadas estSriles

5 ml

Microscopic entereoscdpice

Gradilla para tubos de emsayo
Asa y portasa

Mechero Bunsen



Tubos de ensayo de 16X159

Reactivos y medios de cultivo:

Medio de movilidad (SIM)

Tripticasa soya agar (TSA) em placa y caldo

Formalina al 37%

Cepa:
Salmonella typhi H901

Fundamento:

Los anticenos H se encuentran en los flagelos, para realizar
pruebas seroldégicas el reactivo se prepara afiadiendo Fformali-
na a cultivos jévenes obtenidos en medios 1iwuidos de cepas
méviles. Este procedimiento probablemente fija los flagelos

a la superficie de 1a célula de tal manera que los antigenos

somdticos ya no se encuentran expuestos {39].

Para la preparacidm del gntfsemo H se utiliz3 la cepa S.typhi
H9G1 que se sembrS en una placa de TSA y se incubd a 37°C de
18 a 24 h. Se seleccionaron las 5 colonias que se observaron
mis lisas er 21 microscopio estereascdbpico y se sometieron a
las reacciones de aglutinacién =n placa con suero anti-H y
utilizando como controles solucidn salina y suero normal de
conejo mezclado con el desarrollo bacterianc, como ya se ex-
olicé anteriormente. Estas 5 colonias se sembraron en medio

de SIM en tubo, para seleccionar las colonias que mostraron
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mis movilidad. Una vez seleccionadas las cdldnias adecuadas
se sembraron en 10 ml de caldo tripticasa, se incuvaron en

- bafio de agua a 37°C durante 6 h y posteriormente se sembra-
ron varios frascos conteniendo 500 ml de medio de caldo trip
ticasa cbn 2 ml Jde este cultivo. Se incubaron los frascos de
18 a 24 h hasta que 1z turbidez del caldc fuZ considerable
{concentracién aproxinada de 500 millones de bacterias por
ml). Se anadi6é formaling a teaner una concentracida final Gel
0.6%. Esta mezcla se conservé en refrireracifm a 4°C y se uti
1iz6 como antigeno gora la deterninacién de anticuerpos anti-

H en sueros problema.

El antigeno O utilizado en la reacci&n de Widal para determi-
nar anticuerpos anti-O en sueros problema fu@ projorcionade
por el Instituto Nacional de Higieme con una concentracidn

gproxinadg de 200 millones de bacterias por ml.

METODO PARA DETERMINAR ANTICHUERPOS ANTI-H
Y ANTI-G DE SALMONELLA TYPHT

Equipo:
Bafic de agua a temperatura constante (37°C)

Incubadora

Material:
Tubos de ensayo de 13X100 Gradillas para tubos de ensavo

Pipetas graduadas de 1 ml.
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Reactiyos:
Solucidn salina al 0.83
Antigeno H
Antizeno O

Fundamento:

Los sueros que contienen anticuerpos anti-H, al entrar =n
contacto con los antigenos H aglutinan en forma caracteristi
ca en aproximadamente Z h a 55°C formando grandes masas es-

ponjosas que se dispersan ficilaeate,

Cuando el antigsno 0 se mezcla com suero que contiene los an
ticuerpos anti-O correspondientes en la técnica en tubo, los
anticenos O aglutinan sBlc después de neriodos de incubacidn
de 6 a 12 h a 55°C, formindose agregados bacterianos en for-
ma de pequefias masas granulares que no pueden dispersarse f2

cilmente (59).

Cada suero se inactivd a 50°C durante 30 min en bafio de agua.
En tubos de ensayo se hicieron las siguientes diluciones se-

riadas del suero:

T U B 0 i 2 3 4 s 6 71 8

Solucifa salina 0.91 0.51 0.51 0.31 0.51 o.s] o.sl 0.5

Suero problema 0.1J OiSJ 0.
(m1)

L5 ]
| S—
o
r)
(%43
| SR
o
v
"ﬂ-—-—ﬂ
&
(23]
L-—-‘
=1
1 4
{9}
g—-—,
8 ¥
g’%
.

Dilucibn 1:10 20 40 80 160 320 640 T
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Para determinar Ios anticuerpos anti-H, a cada tubo se le afia
dieren 0.5 ml del antigeno H. Se incubaren.dnrante 2 bk en ba-
%o de agug a 50°C vy se leyercon. Los titules de 1:40 o mayores
se consideraron positivos; las pruebas se corrieron jumto con

sueros testigos positivos y negativos.

Para determinar anticuerpos anti-0 se afadif a. cadg tubo 9.5
ml del antigeno O ¥ se‘incubaren los tubos a2 37°C durante

24 h. Se consideraron significativos los titulos de 1:48 o
mds. Las pruebas se corrieron con sueros testigos positivos y

negativos.



CAPITULO IV

RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

No. Sueros Vi Crudo Vi Purificado 0 H
327 - - | - -
134 ; - - - : +

8 + - - -
7 = + - -
4 - - * +
6 + + - -
4 + - - +
2 + + -

1 - + -

3 - - + -

+ Se expresan como positives los casos en que los sueros

dieron titulcs ce 1:40 a 1:640

Del anilisis de los resultados se observé que 327 de los 500
sueros obtenidos en poblacifn supuestamente normal meostraton ti
tulos negativos para los dos métodoes utilizados: hemaglutina-
cidén indirecta para determinar anticuerpos anti-Vi y la reac-

ciSn de Widal para determinar anticuerpos anti-H y anti-O0.

Con la prueba de hemgglutinacidn indirecta, 12 sueros fueron po
sitivos cuando se utilizé el antigeno Vi crudo y negativos para
el antigeno Vi purificado y 8 sueros fueron positivoes con el an

tigeno Vi purificado y negativos con el Antfigeno Vi crudo; en



este filtimc caso se puede suponer que lo que sucedid es que
al purificar el antigene se eliminan las reacciones inespeci
ficas y realmente se determinan los anticuerpos anti-Vi, or
io que se recomendaria siempre purificar el antigeno Vi para
realizar las pruebas; 2 sueros fuercn positivos para ambos
antigenos y 468, dieron resultados negativos para ambos anti
genos; esto podrfa indicar que los anticuerpos anti-Vi no

presentan titulos significativos en poblacidén abierta.

Para la reaccidn cde Widal, s6lo 3 sueros fueron positivos
con el antigenc O y negativos para el H y, en tanio que 141
sueros fueron negativos para el antigeno O y positivos para
el H, lo cual es explicable, yg que en seneral, los titulos
de anticuerpos anti-H siempre son mis zltos que los anti-J
en sueros de pacientes de fiebre tifoidea (22). 348 sueros
fueron negativos para ambos antigenos, lo cual indica que 1la
mayorfa no padecifa o habia padecido fiebre tifoidez por lo
cual no se presentaban titplos frente 2 ningln antigenoc O u

H; s5lo 4 sueros fueron positivos parz ambos antigenos.

Comparando entre si los resnltados de las dos pruebas, de los
500 sueros estudiados, 134 sueros dieror resultados negativos
para la reaccisn de hemagiutinacidén indirecta y la determina-
cidn de anticuerpos anti-0, p2ro positivos frente a anticuer-
pos anti-H, lo cual concuerda con lo referido anteriormente
{22). 8 sueros dieron resultados positivoes para la prueba de

hemaglutinacidn indiracta cuando se utilizd el antigeno Vi



crudo y resultados negativos para el antigeno Vi purificado

v la reaccidén de Widal para ambos antigencs O y H; 7 sueros,
nor el-contrario, dieron resultados positivos con el antige-
no Vi purificado ¥ negativo con el antireno Vi crudo y 1la
reaccidn de Widal para ambos antigeno O ¥ H; esto podria in-
dicar que, cono se dijo anteriormente tambign, al utilizar
antigeno vpurificado se eliminan reacciones inespecificags; 4
sueros dieron resultados negativos para la reaccidn de hema-
glutinacidn para arbos antigenos Vi y positivos para la reac
cidén de Widal paraz ambos antigenos H y O; por el contrario,

6 sueros fueron positivos para ambos antisenos Vi y negati-
vos para la reaccidn de los antigenos H y O. Dos sueros die-
ron resultados positivos para la prueba de hemaglutinacién
indirecta y pafa ia de anticuerpos anti-H pero negativos pa-
ra la determinacifn de anticuerpos anti-O; un suero dif resul
‘thdo positivo para el antigenc Vi purificado y el H pero nega
tivo para el Vi crudo y el 0; v finalmente, 3 sueros dieron
resultados negativos para ambos antigenos Vi y al H, pero po

sitivos para el ©. -



CAPITHLO ¥V

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este estudio se puede con-

cluir que:

1. Existe una mayor persistencia de anticuerpos anti-H
(147 casos de 500) en personas clinicamente sanas, que

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

2. Posiblemente se tiene una mayor especificidad al utili-
zir en la prueba de hemaglutinacidn indirecta el antige

no Vi purificado que el crudo (16 a 20).

3. Como el presente estudioc se realizdé en poblacida abier-
ta sin antecedentes comprobados de haber sido vacunadosd
haber padecido fiebre tifoidea, no existe correlacidn
en la presenciz de anticuervos anti-H, O y Vi, lo que
hace necesarioc continuar el estudio, pero ahora enfocidn
delo a portadores comprobados bacteriol&ricamente y de-
terminar que titulos de amticuerpos anti-Vi que  pre-
sentan, recomendando que para mayor seguridad em los re
sultados la prueba se haga con sueres tratados con ©
mercaptoetanol para eliminar a los anticuerpos anti-O0 y
se emplee el antirenc Vi purificado, »2 que de acucerdo

2 estos hallazsos es bastante especifico: 16 cascs posi
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tivos de 500 muestras analizadas, siendo s8lo 6 cascs
positivos de anticuerpos anti-¥i y negatiwos de anti-H

¥ anti-0O.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

- 68 -

BIBLIOGRAFIA

Ames, W.R. and Robims, M. Age and sex as factors in the
development of the typhoid carrier state and a methed
for estimating carrier prevalence. Am J Public Health

33: 221, 1943.

Anderson, E.S5. Screening tests for typhoid carriers.

Lancet II: 653, 1980.

Armijo, ®.R. Curso de Epidemiologia. 2a. Ed. Sdiciomnes

de 1la Universidad de Chile. Santiago, 1964.

Ashida, T. Studies on the antigenic substances of Eber-

thella typhosa. Japan J Exp Med 28: 81, 1949,

Baker, E.E.; Whiteside, R.E.; Bash, R. and Derrow, M.A.
The Vi antigens of Enterobacteriaceae. Purification and

chemical properties. J Immunol &3: 630, 1959,

———

Besednova, N.N. A comparative study'of the efficacy of
some immunclogical methods of dizgnosis of typhoid ca-
rriers. Communication I. The application of the reaction
of indirect haemolysis for the diagnosis of typhoid fe-

ver and carriers. J fyg Epidemiol Microbiol Immunol 163

142, 1972,

Bhatnagar, §.5. Vi agglutination im the diagnosis of ty-
phoid fever and in the typhoid carrier conditien. Brit

Mad } ozt 11735, 19238,



8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

- £§9 -

Bhatnagar, $.S.; Speechly, C.C.fA. and Singh, M. A Vi

variant of Salmonella typhi and its application to the

serology of typhoid fever. J Hyg 38: 663, 1938.

Boivin, A. znd Mesrobeanu, L. Recherches sur les anti-
génes somatiques du bacille typhique sur quelques pro-
prietes biclogiques comparés des antig@nes "O" et "Vi'.

Compt Rend Secc Biol 128: 9, 1938.

Bokkenheuser, V. A challenge to the validity of the Vi
test for the detection of chronic typhoid carriers. Am

J Public Health 54: 150, 1354.

Bokkenheuser, V. The interpretation of Vi tests. § Afr

Med J 34: 681, 1960,

Bunin, «.V.; Firsanov, V.I.; Kravtosov, E.G.; Kozhemako,
V.L. and Shcuckin, P.I. Peculiarities of immunological

response to the administration of Vi antigen in patients

t

suffering frop typhoid fever and in experimental animals.

Iz

Zh Microbiol Epidemiol Immunobiol 7: 25, 1876.

Bunin, X.V.; Firsanov, V.V.; Kravtosev, E.G.; Sukheoros-
lova, L.I.; and Kabuka; L.P. A study of the avidity of
Vi antibodies im typhoid fever patients and chronic ca-

rriers. Zn Microbiol Epidemicl Immunobiol 10: 65, 1376.

Ciceres, A. y Mata, L.J. Hemaglutinacidén indirecta para
la investigacifn de anticuerpos a entercoacteriaceas.

Rev Lat Amer Microbiol 12: 137, 1:70.



15)

16)

17)

18)

18)

20)

Z21)

- 70 -

Chau, P.Y. and Chan, A.C. Modified Vi tests in the scre

ening of typhoid carriers. J Hyg 77: 97, 1976.

Chernokhvestova, E.; Ensemburg, K.V.; Starshinova, V.
Study on the production of IgA, IgG and IgM antibodies

to somatic antigens of Salmonella typhi in hurans. Clin

Exp Immunol 4: 107, 1969.

Clark, W.R.; !c Laughlin, J. and Webster, }1.E. An amino
hexuronic acid as the principal hydrolitic product com-

ponent of the Vi antigen. J. Biol Chem 230: 81, 1938.

Combiesco, D.; Combiesco, C. and Soru, E. Quelgues pro-
priétés physicochimiques, biclogiques et serolegiques

des antigénes glucidolipidiques des Bacilles typhigues

Compt Rend Soc Biol 126: 1081, 1937.

Combiesco, €. and Soru, E. Electrophose des antigénes
"y et Vit extraits des Bacilles typhiques. Compt Rend

Soc Biol 132: 172, 1939.

Combiesco, B.; Soru, E. and Combiesco, C. Etude des pro-
priétds chimiques des antigénes des 3acilles typhiques.

Compt Rend Scc Biol 129: 1003, 1938.

Crznar, I.; Frabakyova, G; Draskovicova, A. aad Karoicek,
J. Typhoid gamma G, pamma M and gamma A antibodies in
persons with different relation to the typhoid infection.

Zentralbl Bacteriol 231: 108, 1975.



23)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

Davis, 3.D.; Dulbecco, R.; Eisen, H.x.; Ginsberg, H.S.

Wood, W.3.; Mc Carty, M. Microbiology. 2nd. Ed., iiarper

International Edition, New York, N.Y. U.S8.A. 1973.

Donald, G.!.; Jarvis, F.G.; Kelsey, C..{. Physicochemi-
cal and biological properties of sonically treated Vi

antigen, J Bacteriol 94: 1411, 1367.

Edwards,P.R. and Ewing, W.li. Identification of Entero-

bacteriaceae. 3th Ed. Burguess Publishing G, Minneapo-

1is, Min. U.S.A. 1972.

"Eliot. C.P. The Vi agglutination test as an aid in the

detection of chronic typhoid carriers. Am J Hyg 31: 3,

19490.

Felix, A. Detection of chronic typhoid carriers by agglu

tination tests. Lancet II: 738, 1338,

Felix, A. Laboratory control of enteric fevers. Brit Med

Bull 7: 153, 13951.

Felix, A.; Krikorian, X.S. and Reitler, R. The ocurren
ce of typhoid bacilli containing Vi antigen in cases of
typhoid fever and of Vi antibody in their sera. J. Hyg
35; 421, 1935.

Felix, A. y Pitt, R.M. Virulence of B,tvphosus gnd resis
tance to 0 antibody. J Pathol Bacteriol 38: 409, 1934.



A

O

31)

33)

LAl
trt
Nt

36)

Frzakiin, E.E. The immunoglebulins, their structure and
function of some technique for their isolation. Irogr

Allergy 8: 58, 1964.

Gaines, S.; Currie, J.A. and Tully, J.S5. Production of
incomplete Vi antibody in mam by typhoid wvaccine. J

Aper Epidemiol 81: 350, 1964.

- Gardner, A.D. An international experiment on the Widal

reaction. J Hyg 37: 124, 1837.

Grabar, R. and Corvazier, I'. Sustances antigeniques et

haptenes polyosidiques vide Salmomnella typhi. Ann Imst

Pasteur 80: 255, 1£51.

Hauschka, M.S.; Neter, E. and Rubin, M.I. Studies of
urinary tract infection of children, II. Identification
of E.coli antibodies in serum of patients. Am J Dis
Child 109: 238, 1955.

lenderson, D.W. and Morgan, W.T.J. The isclation of anti

s
geaic sustances from strains of Bacterium typhosum. Brit

-

J Exptl Pathol 19: 32, 1938.

Heyns, K. and Kiessling, C. Strukturanfkl¥rung des Vi

antigens aus Citrobacter freundii (E.coli.} 5396/38.

Carbohydrate Res 3: 340, 19067.

Heyns, X.; Kiessling, G.; Linderberg, W.; Paulsen, H.%

Webster, M.E. D-galaktosaminurcnsZure (2-amino-Z-desoxy-



D-¢alaktonsdure) als Balstein des Vi antigens. Chem

Berichte %2: 2435, 1838.

38) Hoechst-Behring Institute. Zalmorella Infektionen. Kau-

»

ffmgn White Schema. Germany, 1971,

39) Hoechst-Behring Institute. Laboratory Notes for Medical

Diagnostics. Germany, 1274.

40) Hobson, W. World Healith and History. 2nd. Ed. John

Wrigth & somns, Ltd. Bristol, U.X. 1963.

41) Hornick, R.B.; Greisman, S.E.; licodward, T.E.; Du Pont,
H.L.; Dawkins, A.T.; Sneyder, M.J. Typhoid fever: patho
genesis and immunological control. New Eng J Med 283:

686, 1370.

42) Jarvis, F.G.;'Mesenko, M.T.; Martin, D.G.; Perrine, T.D.
Physicochemical properties of the Vi antigen before and

after mild alkaline hydrolisis. J Bacteriol 94: 1406, 1967.

43) Jarvis, F.53.; Mesenkae, M.T. and Perrine, T.D. Some physi
cochemical properties of electrophoretically purified Vi

antigen. Fed Proc 19: 83, 1960.

44) Jarvis, F.fi.; Mesenke, M.T. and Tibbs, X.F. Production of
Vi antigen on a chemically defined medium by a coliform

Bacterium. J Bacteriel 80: 673, 1960.

45) Jarvis, F.G.; Mesenke, M.T. and Kyle, J.E. Electrophore-



46)

£
=4
A

48)

493

51)

- 74 -

tic purification of the Vi antigems. J Bacteriol 80:

677, 1968.

Jawetz, E.; ‘lelnick, J.L.; Adelberg, E.A. .lapual de Mi

crobiologia Médica. %a. Ed. Editorial El1 Xanual Moder-

no, Méxice, D.F. 1875.

Joe, L.K.; Wiratmadjz, N.S.; Hardjowardoje, S.D. The
value of Vi agglutination as an aid in the detection of
typhoid carriers on Indonesia. Boc. Med Geogr Trop 9:

27, 1357.

Karolcek, J.; Draskowvicova, '. and Crznar, I. Investiga
tion of the role of Vi antibodies and antibodies of IgA
type in the low specific bactericidal activity of the se
Tum in typhoid carriers. Zentralbl Bakteriel 232: 247,

1975.

Kauffmann, F. Serological diagnosis of Salmonella spe-

cies. 1st. Ed., Mungskaard, Copenhagen, Denmark, 1371.

Kumar, K.R.; Malariya, A.3¥.; Murthy, R.G.; Venkatraman,
M. and Monapatra, L.N. Immunological study of typhoid
immunoglobulins, Cs, antibodies and leukocyte migration
inhibition in patients with typhoid fever and TAB vacci-

nated individuals. Infect Immunol 10: 1219, i974.

Landy, M. Studies on Vi antigen. VI. Immunization of
human beingswith purified Vi antigen. Amer J Hyg 60: 52,

1954.



yt
£
St

53)

55)

56}

57}

58)

- 75 -

Landy, .; Johnson, 5. and Webster, M.E. Studies on Vi
antigen. YIII. Role of acetyl im antigenic activity.

Amer J Hyg 73: 55, 1961.

Landy, M. and Lamb, E. Estimatioen of Vi antibody emplo-
ying erytrocytes treated with purified Vi antigen. Proc

Soc Exp Biol Med 82: 593, 1953.

Landy, M. Traéani, R.J.; Webster, M.E.; Jarvis, F.S.
Immunclogical properties of Vi antigen isolated by che-
mical fractionation and by electrophoresis. Texas Rep

Biol Med 21: 214, 1963.

Landy, :{. and Webster, M.E. Studies on Vi antigen. III.
Immunological properties of purified Vi antigen derived

from Escherichia coli 5396/38. J Immunol 69: 143, 1352.

Landy, M.; Webster, M.E. and Sagin, J.F. Studies on Vi
antigen. V. Comparison of the irmunological properties
of Vi antigen derived from V form Enterobacteriaceae. J

Immunol 73: 23, 1954,

Levin, 2.7%.; Wong, x.H.; Reynoclds,H.Y.; Sutton, A. and

Norithrup, R.3. Vi antigen from Saimonella typhesa and
immunity against typhoid fever. II. Safety and antigeni

city in humans. Infect Immunol 12> 1290, 1975.

Merselis, J.G.; Divkage, D.; Connolly, C.C.; Hooke, E.W.

Quantitative tacteriology of the typhoid carrier state.

Am J Trop Med Hyg 13: 425, 1964.



58)

60)

61)

62)

63)

64)

- 76 -

Milper, K.C. and Jarvis, F.G. Biologic properties of
electrophoretically purified Vi antigen. 3acteriol Proc

3: 131, 1961..

Morgan, H.R. The Salmomnella. Bacterial and Mycotic In-

fections of man. Dubos, R.U. Ed., J.B. Lippicett Compa

ny, U.X., 1948.

Needell, *.H.; Neter, E.; Staubitz, W.J. and Bingham,
W.A. The antibody (hemagglutinin) response of patients
with infections of the urinary tract. J Urol 74: 674,

1955.

Neter, E. Indirect bacterial hemagglutination and its
applications to the study of bacterial antigens and se-

rological diagnosis. Pathol Microbiol 28: 859, 1365.

Neter, E.; Drislane, A.N.; Harris, A.Hi. and Jansen, G.
? ? > y ?

T. Diagnosis of clinical and subclinical salmonellosis

by means of a serological hemagglutination test. New

Eng J Med 261: 1162, 1959.

Neter, E.; Harris, A.II. and Drisfane, A.M. Comparative
study of hemagglutination and agglutination tests for
the determination of the antibody response of patients

with Shigella soneii dysentery. Amer J Clin Pathol 37:

239, 1362.

Neter, E.; Westphal, 0.; Luderitz, 0. and Gorzynsky, L.



66)

67)

68)

69)

70)

71)

72)

- 77 -

terobacteriaceae. Ann N.Y. Acad

&

tion of antibodies to

Sci 66: 141, 1365.

Pérez Miravete, A. Fuentes de infeccidn y transmisidn

£e Salmonelosis. Sglud Piiblica de Méxice 16: 37, 1974,

Pérez Miravete, A. y Cabrera R. Yedidas preventivas em-
pleadas en la infeccidn tifoifidica. Salud PGblica de ME-

xico 15: 185, 1974.

Public Health Laboratory Service Working Party. The de-
tection of the typhoid carrier state. J Hyg 59: 2311,
1961.

Rose, N.R. and Friedman, H. Manual of Clinical Immunolo-

gy. American Society of Microbiology. Ist. Ed. Washing-

ton, U.S.A., 1576.

Saint Martin, M. y Desranleau, J.N. Results obtained
with glicerolated Vi antigen in the detection of chronic

typhoid carriers. Amer J Publ H1lth 41: 687, 1951,

Schubert, J.x.; Edwards, P.R. and Ramsey, C.H. Detection
of typheid carriers by agglutination tests. J Bacteriol

77: 648, 1939.

Spaun, J. Determination of Saimonella tyvhi 9 and Vi

antibodies by haemagglutination. Acta Path Microbiol

Scand 31: 462, 1252,



73)

74)

76}

77)

78)

- 78 -

Staack, H.H. and Spaun, J. Seroleogical diagnosisofc
nic typhoid carriers by Vi haemagglutination. Acta Path

Microbiol Scand 32: 420, 1933,

Stryckova, T. and Farkakyova, G. Characteristics of 1i-

Jopolysacharides of Salmonella typhi isolated from ga-
rriers and patients suffering from typhoid fever. Folia

Microbiol 22: 752, 1376.

Taylor, i. Enzymatic deacetylation of Vi-polysaccharide
by Vi phage II. Biochem Biophys Res Commun 20: 752,
1965.

Taylor, X. Physical and chemical changes of Vi-polysac-
charides due to Vi phage II action. Acta Biochim Polon

13: 97, 1966.

Thomson, W.C. The number of bacilli harboured by ente-

ric carriers. J Hyg 52: 67, 1954.

Topley, ¥.C.; Raistrick, H.; Wilson, J.; Stacey, M,;
Challinor, S.W. and Clark, 21.0.J. The immunizing poten-
cy of antigenic components isolated from different stra-

ins of Bact typhosum. Lancet I: 252, 1937.

Troller, J.A. Salmonella and Shigella. Food Microbiolo-

gy Public Health and Spoilage Aspects. Defiguereide,

M.P. and Splittstoesser, D.F. Eds., 129, The AVI Publish-

ing Company; Westport, Connecticut, 1876.



80)

81)

22}

83)

84)

85)

a
[+}}
et

- 79 -

Watson, X.{. Intravascular Salmonella typhi as a mani-

festation of the typhoid carrier state. Lancet II: 332,

1967.

Webster, M.E.; Clark, W.2., and Freeman, d.E. Evidence
for an aminchexuronic acid as a hydrolitic product of

Vi antigen. Arch Biochem Biophys 50: 223, 1954.

Webster, M.E., Landy and Freeman, X.E. Studies on Vi

antigen II. Purification of Vi antigen from Escherichia

coli 5396/38. J Immumol 69: 135, 1852,

Webster, #.E.; Sagin, J.F.; Anderson, P.R.; Breesl, S,
S.; Freeman, M.E. and Landy, M. Studies on Vi antigen.
IV. Physicochemical characterization of Vi antigens iso-

lated from V form Enterobacteriaceae. J Immuncl 73: 186,

1954.

Wilson, G.S. and Miles, A.A. Topley and Wilson's Pxinci~

ples of Bacteriology and Immunity. 5th. Ed. The Wilianms

and Wilkins Co. Baltimeore, 1964.

Wilson, G.S. and Miles, A. Topley and Wilson's Princi-

ples of Bacteriology, Virology and Immunity, 6t2, Ed.

Edward Arnold, London, 1975.

Wong, K.K.; Feeley, J.C.: lorthrup, R.S. and Forlines,M,
E. Vi antigen from Salmonella typhosa and immunity aga-
inst tyshoid fever. I. Isolation and immunological pro-

nerties in animals. Infect Immunol 9: 348, 1374.



87)

- 80 -

Wong, K.H.; Feeley, J.C. and Pittman; M. Effect of a
Vi degrading enzyme on potency of typhoid vaccines in

mice. J Infect Dis 125: 360, 1972.



	Portada
	Contenido
	Objetivo
	Capítulo 1. Generalidades
	Capítulo II. Antígeno Vi
	Capítulo III. Material y Métodos
	Capítulo IV. Resultados Obtenidos y Discusión
	Capítulo V. Conclusiones
	Bibliografía



