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RESUMEN

La fiebre tifoidea es una enfermedad causada por la bacteria de S. typhi. que es un
bacilio Gramnegativo, m6vil no esporulado, anaerobio facultativo. Los portadores
asintomdlticos de esta enfermedad contunuan eliminando la bacteria por heces durante meses
o toda la vida provocando brotes epidémicos sobre todo en las zonas donde los hdbitos de
higiene y salud no son los adecuados. En estos individuos se observa que los tftulos de
anticuerpos de tipd IgA e IgG especfficos para_S, typhi_permanecen elevados durante 48
semanas y 2 affos respectivamente. Como respuesta inmunoldgica causada por la presencia
del agente causal.

En este estudio se cuantifican los anticuerpos contra el antigeno "O" de S,
typhi_ por la reaccién de Widal y los tftulos de IgA e IgG especfficos para S, typhi por el
método de ELISA en derechohabientes del IMSS “Los Reyes" y del ISSSTE "Zaragoza” de
la ciudad de México quienes presentaban un diagndstico diferente a fiebre tifoidea, con el
objeto de encontrar portadores asintomaticos de ésta enfermedad utilizando una cepa pura
de S._typhi cultivada en agar infusién cerebro-corazén ¢ inbcubada a 37°C durante 24
horas. Se removieron Ias colonias con solucién amorrtiguadora de fosfatos salina (PBS) y se
cultivaron en botellas de Roux con agar peptona de casefna incubandose a 370C durante 24
horas.

La masa bacteriana fue removida del medio con con PBS y se le realizaron dos
lavados por centrifugaci6n a 3000 rpm por 30 minutos. El paquete celular fue resuspendido
en PBS y se le adicion6 una mezcla de fenol- agua (9:1) sometiéndolo a calentamiento
para separar las fascs y asi obtener el Iipopolisacdrido (LPS).

La fase acuosa fué filtrada y dializada en una menbrana de celulosa durante 3
dias en PBS. Posteriormente el LPS fu¢ cuantificado por el método de fenol-H2S04.

Las muestras de suero fueron descomplementadas a S6°C durante 30 minutos
y se les cuantificé el tftulo de anticuerpos especfficos para el antfgeno somdtico de_S. typhi
por 1a rezccion de Widal; asfmismo se cuantificaron los tftulos de anticuerpos de tipo
IgG e IgA por el método de ELISA utitlizando una dilucidn 1:500 y el LPS a una
concentracion dc 4 j1g/100ml. anteriormente fijado a las placas de microhemaglutinacién,



Las fueron colocadas en las placas de microhemaglutinacién e incubadas a 37
°C durante una hora . se lavaron 5 veces con PBS-Tween con intervalos de un minuto y se le
adicionaron conjugados de peroxidasa de rdbano anti-IgG humana y peroxidasa de rdbano
anti-IgA humana con una incubacién a 37 ©C durante una hora. Nuevamente las placas
fueron lavadas y para revelar se utiliz6 sustrato de peroxidasa de rdbano con una incubacién
de 37 ©C durante 15 minutos. La reaccién fué detenida con HpSO4 2.5 N y fueron leidas a
492 nm.

Se encontré que un 13.33 % de la poblacién estudiada present6 un tftulo de
anticuerpos espectficos para §, typhi por la reaccién de Widal iguales o superiores a 1:80,
correspondiendo un 10.25 % a mujeres y un 3.08 % a hombres, porcentajes que fueron
apoyados por los valores obtenidos mediante la técnica de ELISA.
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INTRODUCCION

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecciosa, aguda, causada por S. typhi el cual
es un bacilo Gramnegativo, moévil, no esporulado y anaerobio facultativo (1,2). La
enfermedad se caracteriza clfnicamente por fiebre elevada, cefalea, malestar general, tos,
dolor abdominal con estrefiimiento o diarrea entre otros sfntomas(3,4,5).

Aproximadamente una tercera parte de los individuos que han tenido fiebre tifoidea
continuan eliminando la bacteria por heces durante largos perfodos de tiempo sin que
presenten sintomas de l1a enfermedad, a estos individuos se les conoce como portadores
asintométicos, y constituyen un peligro para la salud ya que pueden generar brotes
epidémicos (6,7). La forma de transmisién de la bacteria se efectda por contacto directo
a partir de enfermos o portadores asintométicos, o indirecto por diversos vehfculos
como son: agua y leche contaminados con heces; y vegetales de consumo en crudo que
han sido regados con agua negras (8).

En la sociedad en que vivimos, ficilmente se puede adquirir la infeccion debido a
que no se siguen los hbitos de higiene adecuados, por tal motivo es de gran importancia
detectar a los portadores asintomdticos de fiebre tifoidea, aprovechando de que los
tftulos de anticuerpos séricos de tipo IgA e IgG especfficos para S. typbi se mantienen
elevados en estos individuos, lo que hace posible su cuantificacién mediante la Reaccién
de Widal, inmunofluorescencia o ELISA (6,9,10). Para dicho propésito se realizé un
estudio en 195 pacientes con un cuadro clfnico diferente al de la fiebre tifoidea que
acudieron a los centros hospitalarios, IMSS "Los Reyes" y al ISSSTE "Gral. Ignacio
Zaragoza” en los cuales se cuantificé el t{tulo de anticuerpos de tipo IgA e IgG
espectficos para S, typhi mediante la Reaccién de Widal y el Método de ELISA; y se
encontré que un 13.33 % de los pacientes entran en la categorfa de portadores
asintomdticos ya mencionados.



E L SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd constituido por aquellos 6rganos y  tejidos que se
encargan del reconocimiento de los antfgenos , esto es, llevan a cabo la respuesta
inmune. Este sistema estd formado por células linfdticas y no linfdticas, como son los
Organos linfdticos y células de la sangre (11).

La respuesta inmune se traduce en la destruccién o neutralizacién del antfgeno y se

realiza por dos mecanismos: por un lado, se lleva a cabo la produccién de anticuerpos, y

. por otro, por la aparicién de células sensibilizadas. Cuando la vfa efectora es la

produccién de anticuerpos, se habla de inmunidad humoral y, cuando es de células
sensibilizadas, de inmunidad celular (12).

En ambos casos, la respuesta inmune es mds eficaz después de un primer contacto,
puesto que en ¢l se selecciona el clon celular correspondiente determinando
sensibilizacién y amplificacién por las células de memoria (13).

" La respuesta inmune humoral se caracteriza por la aparicién de anticuerpos capaces
de reaccionar con los antfgenos que desencadenan su produccién (12).

Se trata de globulinas plasmdticas o inmunoglobulinas (46).

La respuesta humoral es funcién de los linfocitos B y de sus células plasmdticas
productoras de inmunoglubulinas (12).

En el hombre existen 5 clases de inmunoglobulinas denominadas IgA, IgG, IgM,
IgD e IgE con estructuras qufmicas y funciones caracterfsticas; formadas por 2 cadenas
pesadas (H) y 2 cadenas ligeras (L) unidas entre s} por puentes disulfuro. Las cadenas H
contienen casi el doble de los aminodcidos de las cadenas L y en cllas radica Ia
especificidad y propiedades particulares de cada una de las inmunoglubulinas. Las
cadenas L son comunes en todas las inmunoglubulinas y son de tipo Kappa ( x )o Lamda
(1) (12,15,16).



E! tratamiento enzimdtico de las inmunoglobulinas con papafna rompe la molécula
en 3 fragmentos, 2 de los cuales son.idénticos y se combinan con un antfgeno por lo que
s¢ les denomina "fragmentos unidores del antfgeno” (Fragment, antigen binding - Fab); el
tercer fragmento es cristalizable y no presenta afinidad por el antfgeno; se ke conoce
como "fragmento cristalizable” (Fragment, cristallizable - Fc) (13,15,17).

IgA

La IgA estd presente en el suero en forma monomérica (IgA sérica), pero tiende a
formar polfmeros mediante la asociacién con la cadena J (componente de unién) y la
pleza secretora .Esta inmunoglobulina se encuentra en fluidos corporales como son:
saliva, ldgrimas, calostro y secreciones gastrointestinales, respiratorias y genitourinarias
(12,15,18).

Las células plasmdticas ubicadas en el subepitelio de el bazo, ganglios linfdticos y
gldndulas mamarias, producen moléculas de IgA, que van a la circulacién general, en
forma de monémero o dimero. El dimero circulantc en su paso a través del epitelio
glandular o de la superficie intestinal fija el componente secretor, previo & la secrecién
formdndose asf 1a IgA secretora (16,18,19,20). La IgA secretora mantiene la integridad
de las membranas mucosas inhibiendo su colonizacién por los microorganismos,
neutralizando toxinas y previniendo la penetracion de bacterias a través de sus
superficies, pero no es capaz de activar el complemento (18,19,22,23).
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Fig. 1. Estructura de la IgA secretora
Fuente (kaplan AL, Pesce JA. 1990)




igG

La IgG es la inmunoglobulina mds abundante en el suero, presente en
forma monomérica que tiene a su cargo la proteccién contra la mayorfa de las
enfermedades infecciosas (12,21).

Esta inmunoglubulina caracteriza la respuesta humoral de tipo secundario que es
més potente y prolongada que la respuesta primaria. La IgG aparece después de la
produccién de IgM (18).

Las células plasmdticas que se encuentran en las porciones medulares de los
ganglios linfdticos y en la pulpa roja del bazo realizan la sfntesis activa de IgG como
consecuencia de una estimulacién antigénica (13,16,23).
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PROPIEDADES DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Propledad IgA IgG
Férmula Molecular monémero, dfmero monémero
Otras Cadenas piezaSycadena] = eeeeeeeeean

sélo en el dfmero
Subclases IgAlelgA 1gG1, 1gG2, IgG3
e IgG4

Valencia 2 2
Peso Molecular 160,000 150,000
Constante 78 en el Monémero 6.6S
de Sedimentacién 118 en el Dfmero
Porcentaje 7 9
de Carbohidratos
Niveles en Suero 210 +/- 50 1250 +/- 50
(mg/ 100 ml)
Porcentaje en Suero 7-15 75-85
Vida Media (dfas) 5.8 29
Produccién (mg/kg/dfa) 24 99
Fijacién del Complemento ~ -emeeeeeeeen St
Atraviesa la Placenta No St
Otras Propiedades Anticuerpos en Se- Respuesta Inmune

Biol6gicas Creciones mucosas Secundaria
Seuncaclulas 00 eecemeeeeeees Macréfagos

Neutréfilos

" Cuadro 1. Propledades de las Inmunoglobulinas

Fuente (Paul EW. 1989)




FIEBRE, " TIFOIDEA

Antecedentes Histéricos.

" La palabra tifoidea proviene de la rafz griega Tiphos que significa humo y estupor.
Probablemente la relacidn entre ambos significados proviene de la sensacién de
atontamiento y obnubilacién que sentfan los griegos al inhalar ¢l humo utilizado desde la
época de Hipdcrates para apaciguar a las abejas con el fin de obtener Ia miel. Es por esto
que el tifo debe su nombre al estado estuporoso que lo acompafia y la fiebre tifoidea
porque es parecida a esta (6,24).

La semejanza entre ambas enfermedades ocasioné en el pasado una gran confusién
y diferentes autores comparten el crédito de haberlas diferenciado. Huxhan (1782) traz6
las diferencias clnicas de la " fiebre nerviosa lenta " (tifo) y 1a " fiecbre maligna putrefacta
" (tifoidea), y en 1829 Pierre-Charles-Alexandre-Louis realiz6 la descripcién de las
manifestaciones clfnicas y alteraciones patolégicas de la fiebre después de estudiar 138
casos, incluyendo 50 letales; encontré que 1a enfermedad tenfa un comienzo brusco de
fiebre y escalofrio seguido de estupor y diarrea, que poco después era acompafiada de
manchas rosadas; por lo que se le nombré desde ese momento Fiebre Tifoidea. También
refiri6 las complicaciones de la hemorragia y de la perforacién intestinal; noté que la
toxemia o la infeccién severa provocaba la muere de los pacientes; asimismo
reconocié que los cambios patogénicos se hallaban principalmente en el intestino,
nédulos linfticos, mesentéricos y bazo.

En 1837 Gerhardt describi6 las lesiones intestinales causadas por la enfermedad
- (6.23,24). .



La etiologfa y transmision de la fiebre tifoidea fue de gran controversia hasta que en
1856 William Budd, basdndose en datos epidemiolGgicos encontré que el padecimicnto
era transmitido a través de agua contaminada por heces de personas enfermas de fiebre
tifiodea, cuyo bacilo fue identificado por Eberth en 1880 en cortes anatémicos de los
ganglios mesentéricos y bazo de las personas muertas de fiebre tifoidea (25). La bacteria
fue cultivada por Gatfky en 1884; y posicriormente en 1896, Gruber y Durham
demostraron la presencia de aglutininas en sangre de cerdes inmunizados con el bacilo
de 1a fiebre tifoidea. En este mismo afio Widal introdujo a la clinica la cuantificacidn
seroldgica de aglutininas. ’

Los primeros intentos de vacunacién fueron realizados por Wrigth en 1896 (22,32).

Una vez identificado el agente causal de la fiebre tifoidea, se realizaron
investigaciones de su estructura para determinar el componente que daba origen a las
manifestaciones clfnicas, encontrdndose que se debfan a la presencia de una toxina
denominada endotoxina cuya historia data de 1870, después de que Roberto Koch
establecié que cada enfermedad infecciosa era causada por una bacteria espectfica (27).

Diez afios después, investigadones‘ de diferentes nacionalidades encontraron que las
bacterias causantes de las enfermedades infecciosas producfan compuestos bacterianos
denominados toxinas.

Inicialmente se aislaron los " venenos " o toxinas (protefnas) responsables de la
difteria, tétanos y botulismo; que se inactivaban con calor, denominadas toxoides (27).

Centanni realiz6 investigaciones de la sustancia termorresistente, aislada de S,
typhi en conejos, y le did el nombre de pirotoxina. De 1930 a 1940, los investigadores
Andre Boivin, Walter T.J. Morgan y Walter F. Goebel trabajaron con extractos puros de
Ia endotoxina y concluyeron que dicha toxina termoestable aparecfa en las paredes
celulares de las bacterias Gramnegativas, que presentaban una constitucién glucosfdica
(azdcares polimerizados), lipfdica (complejos de 4cidos grasos) y protefca (27).



Posteriormente se encontré que la pirotoxina, endotoxina y lipopolisacérido (LPS)
tenfan la misma constituci6n qufmica; y se dejé de usar ¢l término pirotoxina por ser
considerado inapropiado (27).

Agente Etiol6gico: Salmonella typhi.

Clasificacién: El bacilo de la fiebre tifoidea pertenece al género Salmonella, familia
Enterobacteriaceae y especie Salmonella typhi. Esla bacteria estd incluida en el grupo D
de la clasificacion de Kauffman-White de las Salmonellas, compartiendo con 96 especies
de este grupo los antfgenos somdticos 9,12. Los flagelos contienen el antfgeno "d” y en
la superficie de la bacteria se encuentra el antfgeno "Vi", La forma abreviada 9,12,d,Vi

equivale a Salmonella typhi (1,6,7).

Morfologia y Tincién. Es un bacilo no esporulado, corto y grueso que mide de 0.5 a
0.8 micras de ancho y de 1 a 3.5 micras de longitud; presenta movilidad debido a que
posee de 9 a 12 flagelos. Es Gramnegativo y se tifie fécilmente con colorantes
ordinarios, como azul de metileno y fenol-fucsina. En el frotis no se observa una
disposicién particular de las bacterias (25).

Caracteristicas de Cultivo. Esta bacteria es anacrobia facultativa, crece fcilmente en
medios de cultivo simples en los que las colonias son generalmente un poco més
pequeflas y transparentes que los microorganismos coliformes; generalmente no se
distinguen de estos dltimos por su morfologfa a menos de que crezcan en medios
diferenciales (28).

En medios de agar EMB, Desoxicolato y Salmonella-Shigella muestran colonias
incoloras. En agar Sulfito de Bismuto las colonias son negras , rodeadas por una zona
también negra o negra pardusca. En agar Verde Brillante aparecen como colonias
opacas, blanco-rosadas rodeadas de un medio rojo brillante (28).
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Se desarrollan entre imites de pH de 6 a 8, y a temperaturas que van de 15 a 41 °C.
Su temperatura 6ptima es de 37 °C.

Caracterfsticas Bloquimicas. Salmonella typhi fermenta glucosa, dextrosa, maltosa,
manitol, dextrina y trealosa sin producir gas; no fermenta lactosa, sacarosa, salicina,
rafinosa ni adonitol, es rojo de metilo y citrato positiva, descarboxila lisina, arginina y
ornitina; en agar TSI produce una reaccién alcalina sobre 4cida (KIA), con ligero
ennegrecimiento debido a la produccion de H3S; reduce los nitratos a nitritos, es indol,
urea y Voges-Proskauver negativo, no licua la gelatina ni desamina a la fenilalanina,
ademds carece de actividad citocromo oxidasa (28).

Resistencla. Los bacilos de Ia tifoidea mueren por calor y por desinfectantes qufmicos
casi con la misma rapidez que la mayorfa de los microorganismos no esporulados. Son
destruidos por el proceso de pasteurizacién cuando se encuentran en la leche.
Sobreviven  fuera del cuerpo mds tiempo que otras baclerias patdgenas, y por esta
razén la tifoidea es transmitida con frecuencia por el agua, leche y otros alimentos
contaminados. En las heces depositadas en fosas sépticas o en el suelo. Los bacilos
tienden a morir rdpidamente, pero algunos pueden sobrevivir mds de 24 h y varias
semanas durante el inviemo. Sobreviven en aguas contaminadas alrededor de una
semana; en ostras y mariscos, hasta un mes; en la leche y productos lécteos, no sélo
pueden sobrevivir, sino también multiplicarse. Sin embargo, estos bacilos no tiene
existencia continiada fuera del cuerpo humano, unicamente presentan mayor resistencia
a las condiciones ambientales que la mayorfa de los microorganismos causantes de
enfermedades infecciosas y son transmitidos a veces de persona a persona por medio de
agua y alimentos contaminados (8).

Se ha encontrado que S..typhi es relativamente resistente a ciertos productos

qufmicos como verde brillante, tetrationato de sodio y desoxicolato de sodio, que
inhiben el crecimiento de los coliformes (29).
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Detemﬁnantes de Patogenicidad. Se encuentran relacionados los antfgenos
estructurales y toxinas. .

- Antigenos. S, typhi posee antfgenos de importancia clfnica; el flagelar "H", el
somdtico "0" y el "Vi" asociado a la virulencia de la bacteria (30,31).

_Antigeno H, Ef término "H" deriva del alemdn " Hauch ", que significa aliento. Se
utiliz6 para describir la fina capa de crecimiento de los Proteus en la superficie de las
placas de agar hdmedas que semeja el aspecto empafiado de un vidrio al arrojar el aliento
sobre €1, Es un antfgeno termoldbil, protéico, presente en los flagelos. Se inactiva por el
calor, alcohol y dcidos; es resistente al formol el cual fija los flagelos originando
suspensiones bacterianas flageladas que, aunqu2 también conticnen el antfgeno "O" se
comportan como suspensiones flageladas puras. La aglutinacién flagelar es rdpida, forma
brumos grandes, blandos y algodonosos que rdpidamente se deshacen por agitacién
(30,31).

Antfgeno Q. el término "O" proviene del alemdn " Onne * (que significa sin). Se
aplicé a las formas de Proteus no invasoras (sin flagelos) y actualmente se usa como
rmino genérico para denominar los antfgenos somdticos de todos los bacilos
coliformes. Son antfgenos somdticos complejos de polisacdridos que forman parte de
LPS, ademds son utilizados para la clasificacién antigénica dc las diferentes especies de
Salmonella. Se obtienen al calentarlas suspensiones bacterianas de S, typhi a 50 - 56
°C para destruir los antfgenos "H" y "Vi". En presencia del anticuerpo especifico
producen una aglutinacién lenta y granular, que no se destruye con agitacién
(aglutinacién somdtica) (12,31,32).

Antfgeno Vi. Es un antfgeno capsular o K (del alemdn Kappsel); muy parecido al
antfgeno O presente en la pared celular de bacterias recién aisladas (de S, typhi, S.
paratyphi C y S. dublin) que impide el reconocimiento de los antfgenos "O" por sus
anticuerpos especfficos. Se extrae con 4cido tricloroacético pero es m4s sensible al calor
en presencia de agua y al tratamiento con soluciones alcalinas diluidas (30,31,32).

El antfgeno "Vi" junto con el antfgeno "0", son los responsables de la virulencia
ademds, los anticuerpos contra el antfgeno "Vi" son de caracter protector (7,28,32).
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Fig.3. Localizacién de los Antigenos de Salmonella
Fuente (Pérez PJ. 1992)
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- Toxinas. Contiene una endotoxina comiin a las enterobacterias la cual -estd
constituida por el 1fpido A, el polisacérido central y los antfgenos "0O"(32).

Lipido A. Estd constituido de glucosamina, fosfato y largas cadenas de 4cidos
grasos de 14 4tomos de carbono como son, los 4cidos B-hidroximirfstico, ldurico,
mirfstico y palmftico. Las glucosaminas estdn unidas por enlaces B-1,6 para formar
disacédridos, en tanto que los dcidos grasos le confieren las caracterfsticas lipoidales.
Esta fraccidn es la responsable de Ia toxicidad, asf como dc la similitud de las
manifestaciones clfnicas observadas con las endotoxinas de las diferentes especies
(2,27,33).

_Polisacdrido Central, Esta regidn se divide en dos 4reas centrales; una interna y otra
externa. El centro interno (la parte unida al lfpido A) estd constituido de dcido 2-ceto-
3-desoxiocténico (KDO), heptosa, etanolamina y fosfato. El centro externo (la parte
unida al polisacdrido) estd constituida por glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina.

Cabe mencionar que el KDO estd constituido de 8 4dtomos de carbono y se
encuentra en todas las endotoxinas uniendo el polisacdrido a el Ifpido A. Esta regién es
comtin en las bacterias Gramnegativas, lo que explica las reacciones cruzadas que s¢
presentan entre las diferentes especies (2,33).

Polisacdrido O, A esta fraccién también se le conoce como Antfgeno O, el cual se
conecta al micleo y varfa de una cepa a otra. Contiene glucosa, ramnosa, y manosa, y,
generalmente, uno o mds desoxiaziicares poco comunes como la abecuosa, colitosa,
paratosa y tibelosa. Estos azdcares estdn conectados en secuencias repetidas de 4 6 §
azdcares (a menudo ramificados) (2,33,34).
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Fig. 4, Estructura de la Endotoxina

Fuente (Scientific American,1992)
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PATOGENTIA

S, typhi penetra por vfa oral, sin embargo la infeccién se establece en funci6n de
varios factores entre los que destacan los siguientes:

A) La presencia det antfgeno "Vi". Este antfgeno le confiere una  mayor agresividad a
1a bacteria.

B) Cantidad de Inéculo. Un indculo de 106 a 109 bacterias por gramo de heces es
suficiente para producir las manifestaciones clfnicas de fiebre tifoidea.

C) Condiciones del huésped. Existe una mayor susceptibilidad a 1a infeccién en pacientes
que tienen disminuida o anulada la acidez gdstrica por hipocloridia, acloridia o
gastrectomfa; cuando se le administran antibi6ticos que inhiben la funcién de la flora
nomal; desnutricién; presencia de procesos tumorales y, cuando se administra una
terapia inmunosupresora. Asimismo, 1a presencia de alteraciones o célculos en la vesfcula
biliar facilitan el establecimiento del estado de portador crénico (6,9,32,35).

La bacteria ocasiona dafio cuando ingresa por via oral con el agua o los alimentos,
llegan al intestino delgado donde se fijan a los receptores de las microvellosidades de las
células del fleon y penctran por un mecanismo semejante  a la fagocitosis (endocitosis)
con degeneracién de las células de la mucosa. Posteriormente llegan a la submucosa
donde rdpidamente son fagocitados y se desarrollan en el citoplasma de los macréfagos,
que las transporta por los vacos linf4ticos a los ganglios mesentéricos y por el conducto
tordcico a la sangre, lo que produce la primera fase de la bacteremia que coincide con et
comienzo de las manifestaciones clfnicas. En esta fase se difunden por diversos 6rganos
y tejidos, y por la vesfcula biliar llegando nuevamente al intestino, donde producen una
reaccién inflamatoria en las placas de Peyer, con necrosis y formacién de Glceras, que
pueden producir hemorragias y perforacién intestinal (6,9,32,35).
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En la fase de bacteremia, los microorganismos liberan endotoxina y, por otra parte,
al difundir en el organismo, pueden localizarse y dar lugar en algunos casos, a
infecciones supuradas en otros érganos y tejidos, manifestdndose mucho después de la
enfermedad. Al desaparecer las manifestaciones clfnicas de la fiebre tifoidea, S. typhi,
reside intracelularmente en el Sistema Retfculoendotelial, particularmente en el hfgado
donde, por la resistencia a la accién bactericida de la bilis, permanece en el 4rbol biliar
extrachapdtico, con excresién intermitente al tubo digestivo, por donde los portadores
convalescientes o crénicos pueden excretar 1011 salmonellas por gramo de heces (2,28).

La fiebre y los sfntomas t6xicos son producidos por 1a endotoxina (9).
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Fig. 5. Patogenia de la Fiebre Tifoidea
Fuente (Jensen MM, Wright D. 1987 )
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MANIFESTACIONES CLINICAS

E! perfodo de incubacién es de 7 a 14 dfas; a partir de entonces s¢ presenta
malestar general, asienia, anorexia, cefalea y poco después ndusea y vémito; también se
presenta fiebre, 1a cual es vespertina, intermitente, con elevaciones entre 39 y 40 °C (6).

Al examen ffsico destaca el mal estado general, palidez y decaimiento, 1a lengua es
saburral y la faringe es congestiva,adem4s el abdomen est4 meteorizado, es doloroso y
se palpan zurridos, sobre todo en el cuadrante inferior derecho (6).

En menos del 10 % de los casos puede verse al final de la primera semana la
roseola tifofdica,que consiste en una erpcién congestiva y hemorrdgica, localizada en la
parte inferior del abdomen y en la cara interna de los muslos (6).

Existen también alteraciones en el aparato digestivo que consisten principalmente
en estrefiimiento, excepto en lactantes en los que predomina la diarrea generalmente
profusa y con sangre; dolor abdominal difuso de moderada intensidad y meteorismo (6).

La fiebre tifoidea sin tratamiento microbiano efectivo puede prolongar sus
manifestaciones durante 4 semanas con tendencia paulatina a disminuir la fiebre y la
gravedad de los trastornos digestivos. El descenso de la fiebre se debe a la lisis de la
bacteria (6,36).
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EPIDEMIOLOGTIA

Portadores. Una tercera parte de los individuos que han tenido fiebre tifoidea
eliminan los bacilos 3 semanas después del comienzo de la enfermedad, y un 10 %
durante 8 a 10 semanas; clasificdndolos como portadores convalescientes. Algunos
continuan eliminando la bacteria durante 6 meses ¢ m4s, y en muchos casos, varios afios
0 toda la vida. A estos individuos se les conoce como portadores cronicos, los cuales no
presentan sfntomas de la enfermedad, pero son capaces de producir brotes epidémicos
(7,28).

El estado de portador crénico es raro en los nifios y ocurre mds comunmente a
medida que aumenta la edad, siendo cerca de 3 veces més comin en las mujeres que en
los hombres. Es posible que esta caracterfstica de sexo y edad estdn relacionados con la
mayor prevalencia de enfermedad vesfcular en las mujeres de mayor edad, lo que
favorece la persistencia de los microorganismos en el conducto biliar (5,32).

La transmisién de la fiebre tifoidea se efectda por contacto directo o indirecto a
partir de enfermos o portadores, lo que constituye el principal mecanismo de transmisién
de la enfermedad. Se presenta con mayor frecuencia el contagio indirecto por medio de
diferentes vehfculos; a) el agua, contaminada con heces de enfermos o portadores (aguas
residuales), da lugar a epidemias afectando a la mayor parte de la poblacidn que la
consume; b) leche y sus derivados (quesvs frescos, naiillas, helados, etc.) que producen
pequefios brotes entre los consumidores, c¢) los crustdceos cultivados con aguas
contaminadas (ostras, mejillones); d) los vegetales de consumo en crudo, fertilizadas con
heces de enfermos o portadores. Asimismo, las moscas, que se posan en materiales
contaminados, facilitan la transmisi6n de 1a enfermedad (8).

El mejoramiento de las condiciones socioecon6micas y los hébitos higiénicos de una
poblaci6n inciden directamente en la disminuci6n de la endemia (9,32,37).



DIAGNOSTICO

Las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagndstico de la ficbre tifoidea mds
comunes son de 2 tipos: microbiolégicas y serolégicas (6).

A) Diagnéstico Microblolégico. Se efectia por el aislamiento e identificacién de
la bacteria causal en sangre, heces, orina, médula dsea y Hquido cefalorraqufdeo del
paciente (21).

Hemocultivo, Es el método de eleccion. Se realiza al sembrar de 5 a 10 ml de
sangre del enfermo obtenido durante el perfodo febril los que son colocados en un medio
apropiado para permitir el dasarrollo de la bacteria (medio para hemocultivo), que
posteriormente es aislada e identificada con la utilizacion de medios selectivos y
diferenciales asf como también por pruebas bioqufmicas. Este estudio permite conseguir
de 90 a 100 % de resultados positivos durante la primera semana de la enfermedad,
proporcién que disminuye en las siguientes semanas (6,8).

Coprocultivo, Las heces se siembran directamente o previo enriguecimiento como
son caldo tetrationato, caldo selenito-cistina, etc.; en medios moderadamente selectivos
(medio de SS) o muy selectivos (medio de Wilson Blair). Posteriormente, las colonias
sospechosas son identificadas con la utilizacién de pruebas bioqufmicas.

El coprocultivo se emplea para detectar portadores asintométicos de fiebre ﬁfofdea,
después de haber padecido la enfermedad ¢6,8,32).

Urogultivg, Se aisla la bacteria de S. iyphi de la orina a partir de Ia 3a. semana
sembrando placas de agar sangre y medios poco selectivos (MacConkey, EMB).
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Los cultivos son positivos en aproximadamente 25 % de los casos y se utilizan
sobre todo cuando existe una infeccién de vias urinarias que aparece con mayor
frecuencia en los nifios (6,32). )

i i i La bacteria se aisla
también de médula 6sca y LCR sobre todo en las 2 primeras semanas de la enfermedad;
se obtienen cuitivos positivos en 90 % de los casos y se recomienda utilizarlo cuando los
hemocultivos son negativos, en especial después de haber administrado antimicrobianos
(6,8,32).

B) Diagndstico Serolégico. La determinacién de anticuerpos contra la bacteria de
S. typhi se realiza por métodos de aglutinacién como lo es la Reaccién de Widal o por
métodos inmunoenzimdticos como ELISA (6).

Reaccién de Widal, Los anticuerpos contra S, typhi aparecen en el suero durante Ia
primera y segunda semana de la enfermedad, al principio con tftulos bajos de 1:40 que
posteriormente van aumentando y alcanzan su méximo hacia la tercera semana de la
enfermedad. Un tftulo superior de 1:40 de anticuerpos contra el antjgeno "Q" tiene ya
una significacién diagndstica; los anticuerpos contra el antfgeno "H" dan tftulos mayores
pero son menos especificos (29).

ELISA. Esta técnica permite determinar la concentracién de un antfgeno o de un
anticuerpo usando unto de ellos en fase sélida y el otro en solucién, detectdndose la
formacién del complejo Antfgeno-Anticuerpo (Ag-Ac) mediante un trazador enzimdtico
(38).
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TRATAMIENTO

Los medicamentos utilizados cn el tratamiento de la fiebre tifoidea son;
cloranfenicol, ampicilina, amoxicilina, furozamina y trimetropina con sulfametoxazol
entre otros. Sin embargo, no se recomienda la utilizacién de estos medicamentos sin
tener un diagnéstico confirmatorio debido a que son medicamentos de amplio espectro
(6,9.37). :



MEDICAMENTOS

Antibiético Via Dosis
b
Cloranfenicol oral o i.v 50 mg/kg/dfaen 4
dosis
Ampicilina cral o i.v. 100 mg/kg/dfa en 4
dosis
Trimetroprim-~
sulfametoxazol oral | 2-3 tabletas/12 h.
iv. 100 mg/kg/dfa en
2 dosis
b
Ciprofloxazina ) oral 500 mg/12 h
c
Ofloxacina oral 200-300 mg/8-12h
c
Norfloxacina oral 400 mg/8-12 h
[
Pefloxacina oral 400 mg/8 h

a Las dosis citadas son las m4s habituales. La duracién mds acepteda es de 14 dfas.

b No se deben superar los 30 g durante todo el tratamiento.

C Las dosis de cefalosporinas y quinolonas no estdn definitivamente establecidas, al igual
que la duracion del tratamiento, sin embargo se han obtenido excelentes resultados con
tratamientos cortos (5-7 dfas). .

Cuadro 2. Medicamentos
Fuente (Pérez PJ. 1992)




PREVENCION

La fiebre tifoidea ha sido controlada en algunos paises desarrollados aplicando los
principios de higiene y salud pdblica; sin embargo, en los pafses menos desarrollados esta
enfermedad es atin endémica.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado una vacuna contra la
fiebre tifoidea. Sin embargo, no se ha logrado obtener una vacuna adecuada para la
prevencién de la fiebre tifoidea debido a que el tiempo de proteccién es corto
(aproximadamente 2 afios), asimismo, es eficaz en un 75 % de los casos (6,7,32,37).
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ELISA

Los métodos inmunoenzimgticos son de dos tipos: homogéncos y heterogéneos; en
el primero una enzima es acoplada a un antfgeno que al reaccionar con el anticuerpo se
altera la actividad enzimética, debido probablemente a una inhibicién en el lugar de
entrada del sustrato al conjugado antfgeno-anticuerpo durante la formacién del complejo

- antfgeno-anticuerpo y es utilizado dnicamente para sustancias de bajo peso molecular
" como son; drogas, hormonas esteroides o tiroxina; en el segundo, el antfgeno es fijado a
un soporte solido y se eliminan los reactivos que no reaccionan después de cada
incubacion. Los métodos inmunoenzimdticos heterogéneos son de tres tipo;
competitivos, sandwich e indirectos (38,39).

Método Competitivo. La base de este método es la competicién entre el antfgeno
sérico y el antigeno marcado con una enzima, que se unen a los anticuerpos especfficos
fijados a un soporte sélido. En esta técnica la concentracién de los productos del
sustrato son inversamente proporcionales a la concentracién del antfgeno marcado o det
antfgeno sérico. Este método se aplica a gran variedad de sustancias como f-2-
microglobulina, progesterona, anti-HBc, etc. (39).

Método de Sandwich. Este método resulta dtil para determinar antfgenos capaces de
unirse a dos anticuerpos.

Se incuba un anticuerpo en fase sélida con el antjgeno especffico, después de un
lavado se afiade el anticuerpo marcado enzimdticamente. La actividad enzimdtica es
proporcional a la concentracién existente de antfgeno (14,39).

Método Indirecto. Se utiliza para medir la concentracién de anticuerpos en
muestras de fluidos bioldgicos, el antfgeno es fijado al soporte sélido que reacciona con
el anticuerpo de la muestra y posteriormente vuelve a reaccionar con anti-anticuerpo
unido a una enzima.



En este método se siguen los siguientes pasos:

1.Se fija el antfgeno comespondiente al soporte s6lido; el antfgeno no pegado
se elimina por lavado.

2. La solucién que contiene cl anticuerpo  se incuba con la fase s6lida
sensibilizada, y se elimina por lavado el anticuerpo no fijado. !

3. El complejo Antfgeno-Anticuerpo inmovilizado se incuba con un exceso de
un anti-anticuerpo unido a una enzima; se elimina  por lavado lo que
no reacciona.

4. Se adiciona el sustrato y el cambio de color es proporcional a la cantidad
de anticuerpo presente en la muestra.

5.El cambio de color es detectado por observacion directa o mediante el uso
de un espectrofotémetro (38).
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FASE SOLIDA. Para que la mayor parte de los anticuerpos se unan a los
antfgenos fijados al soporte s6lido, es neccesario tener un pH, temperatura y
concentracién salina similares a los valores fisiolégicos (pH de 7.2, 37 °C y
concentracion equivalente a 0.15 M de NaCl).

El antfgeno o el anticuerpo se une covalentemente & los soportes slidos tales
como celulosa y poliacrilamida; y por adsorcién pasiva a tubos, perlas discos o
microplacas de titulacién. No todos los sitios activos de la superficie son ocupados por
el ant{geno o el anticuerpo en la fase sélida, por lo que es necesario utilizar protefnas
inertes como seroalbdmina bovina, casefna,suero entero, gelatina, etc, que bloquean los
sitios activos de la fase s6lida que quedaron libres (14,18,38).

LAVADOS. Los lavados son de gran importancia, ya que si no se realizan
correctamente, pueden disminuir la especificidad y la reproducibilidad de la técnica. Si
no son suficientes, los resultados serdn elevados, ya que los antfgenos o anticuerpos no
especfficos pueden quedar unidos a la fase s6lida por adsorcién, pero si son excesivos
pueden arrastrar tanto al reactivo unido especificamente como al complejo ant{geno-
anticuerpo. Una solucién de lavado adecuada es un buffer de fosfato salina Tween 20
(PBS-Tween) (14,17,18,38).

CONJUGADOS. El conjugado enzim4tico se prepara por unién covalente de una
enzima con un anticuerpo o un antfgeno. Las enzimas més usadas son la peroxidasa de
rdbano y la fosfatasa alcalina, aunque se utilizan muchas otras.

Los criterios de selecci6n de una enzima apropiada son: actividad elevada.
estabilidad y que al reaccionar con el sustrato, sea medible.

Las técnicas disponibles para conjugar covalentemente las enzimas a los antfgenos
o anticuerpos son muy variadas; la mds usada es la reaccién con glutaraldehfdo (reactivo
bifuncional) descrito por Avrameas que se realiza en uno o en dos pasos para la
peroxidasa (14,17,18,38).



SUSTRATO. Cualquicra que sea la enzima utilizada, es preciso seleccionar el
sustrato especffico para la enzima a fin de aumentar al mdximo su actividad caialftica,
Los sustratos dehen scr estables; sensibles antes y despudés de la degradacion, ademds los
sustratos cromogénicos deben ser incoloros inicialmente y fuertemente coloridos tras la
degradacién enzimdtica (14,17,18,38).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. La valoracién de la prueba
se puede efectuar por comparaci6n visual o fotomélrica de la intensidad cromadtica de la
mucstra a investigar con las intensidades de color de los controles positivo y negativo
(18,38,39,40).
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1. ANTIGENO ADSORBIDO A LA PLACA

LAVAR

2. ANADIR SUERO. EL ANTICUERPO ESPECIFICO
SE UNE AL ANTIGENO

LAVAR

3. ANADIR ANTIGLOBULINA MARCADA
CONENZIMA QUESE UNE AL ANTICUERPO

LAVAR

4. ANADIR SUSTRATO.
CANTIDAD HIDROLIZADA =
CANTIDAD DE ANTIGENO PRESENTE,

Fig. 6. Método de ELISA Indirecto
Fuente (Rose NR, Friedman H. 1984)




FUNDAMENTACION DEL TEMA

Las salmonellas son bacterias que producen infecciones en e! hombre, en los
animales o en ambos. En el hombre pueden producir dos cuadros clfnicos caracterfsticos
fundamentales: a) Gastroenteritis o enterocolitis, tipo toxiinfeccién alimentaria b)
infecciones entéricas, tipo fiebre tifoidea. Este estudio se enfoca a la descripcién de las
infecciones entéricas tipo fiebre tifoidea. La ficbre puede ser producida por S, typhi, S.
paratyphi serotipos AB y C (fiebres ufoparalﬂ'lcas) y en raras ocasiones por otros
serotipos (S, _sendai). Estos microorganismos s¢ caracterizan en general por su alta
patogenicidad en especial S, typhi. ya que la presencia del antfgeno "0", y sobre todo del
antfgeno "Vi" le confieren cierta resistencia hacia la acidez géstrica y a otros mecanismos
de defensa inespecfficos (9,32). Los microorganismos ingresan por vfa oral a través del
agua, alimentos y fomites contaminados; después de un perfodo de incubacién de 10 a
14 dfas se presentan las manifestaciones clinicas como ndusea, vémito, fiebre y dolor
abdominal con estrefiimiento o diarrea, entre otros (32). Durante la convalescencia y
después de la desaparicién de la enfermedad una pequefia proporcién de enfermos
continuan eliminando la bacteria por heces durante varias semanas (portadores
convalescientes) o adn persistir como tales durante uno o varios afios (portadores
crénicos)(32). Existen factores predisponentes que facilitan el establecimiento del estado
de portador crénico como es la presencia de alteraciones o cdlculos de 1a vesfcula biliar.

En los sueros de los individuos con fiebre tifoidea se observa un aumento
significativo de IgM en todas las etapas de la enfermedad, aumento de IgA en la primera
semana y elevacion de los tftulos de IgG a partir de la tercera semana de la evolucién de
la enfermedad (10). Sin embargo, en los portadores crénicos los tftulos de IgG e IgA
permanecen elevados dependiendo de Ia cantidad de microorganismos que albergue el
huésped (9). Aunque un cuadro clfnico sugiera fiebre tifoidea, el diagnéstico
confirmatorio deber establecerse a partir del aislamiento de la bacteria en sangre
periférica (hemocultivo), heces fecales (coprocultivo), médula 6sea (mielocultivo) y
orina (urocultivo) (3,32). Dado que en ocasiones por medio de un cultivo de sangre,
médula 6sea, heces y orina no es posible determinar el agente etiolégico, ya sea por el
tiempo que se requiere para realizarlos o por una mala toma de muestra; se ha recurrido
a los estudios inmunol6gicos como son la determinacién de anticuerpos por métodos de
aglutinacién como es la Reacci6n de Widal o por métodos inmunoenzimdticos como
ELISA, elc. (8,9).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fiebre tifoidea se presenta como un problema de salud pdblica sobre todo en
pafses subdesarrollados en donde los portadores asintomdticos de fiebre tifoidea
no siguen las normas de higiene bdsicas ya sea por falta de conocimiento o por falta de
recursos originando con esto brotes epidémicos debido a que eliminan hasta 1011
bacterias de S. typhi por gramo de heces contaminando facilmente sus manos después
de la defecacion, depositando de esta forma las bacterias en alimentos y bebidas que son
de consumo humano (6,8,9).

En este estudio se pretende cuantificar los anticuerpos de tipo IgG e IgA contra S,
typhi, para detectar posibles portadores crénicos de fiebre tifoidea en una determinada
poblacién, mediante pruebas de aglutinacién (Reaccién de Widal), la cual es una prueba
de rutina en los laboratorios clfnicos y posteriormente estandarizar un método
inmunoenzim4tico (ELISA) para utilizarlo como un método alternativo de diagnéstico.
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HIPOTESIS.

Si existen portadores asintomdticos de fiebre tifoidea en una determinada
poblacién, los tftulos de anticuerpos séricos de tipo IgG e IgA especificos para
Salmonella typhi. se mantendrdn elevados y por lo tanto serd posible su cuantificacién
mediante el método de ELISA.



OBJETIVOS.

- Obtener el Lipopolisacdrido de Salmonella typhi mediante el método
de Galanos.

-Recolectar muestras de sueros de pacientes asintométicos de fiebre
tifoidea.

- Determinar los tftulos de anticuerpos contra el antfgeno somdtico "O "
i, utilizando el kit de reacciones febriles.

- Determinar los tftulos de anticuerpos de tipo IgA e IgG en suero,
contra el lipopolisacrido de S, typhi por el método de ELISA.

- Correlacionar los valores obtenidos en las reacciones febriles y en
ELISA para detectar posibles portadores asintomdticos.



MATERIAL Y METODOS

Material ESPECIFICACION,
- Cajas de Petri PYREX
- Tubo de ensayo de 13x100 PYREX
- Tubos de ensayo de 18x150 PYREX
- Matraz Erlenmeyer de:
50,100,250 y 500 ml PYREX
- Pipetas Pasteur

- Agitador con gendarme
- Vasos de precipitados de:

50, 100, 250, 500 y 1000 ml PYREX
- Probetas graduadas de 10, 50, 100 y 500 ml PYREX
- Celdas para el Espectrofotémetro - BAUCH & LOMB
- Pipetas graduadas de:

0.1,0.2,5.0y 100 ml PYREX
- Matraces volumétricos de :

50, 250, 1000y 2000 ml PYREX
- Placa de vidrio para aglutinacién
- Equipo de destilacién PYREX
- Termémetro PROPPER TROPHY
- Asa bacteriolégica
- Mechero Fischer
- Mechero Bunsen
- Gradillas

- Espétula de acero inoxidable
- Pinzas de tres dedos con nuez
- Soporte universal

- Anillo metdlico

- Tripie
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- Rejilla de asbesto

- Manguera

- Gasa

- Algodén

- Botellas de Roux

-Tela

- Filtros con membrana estéril
-Membranas de celulosa para didlisis
- Aplicadores de madera

- Placas de microtitulacién

- Micropipeta de 100 microlitros

- Pipeta de Embolo de 20 a 100 microlitros
- Marcador

- Bulbos de pléstico

- Tapones de pl4stico

- Puntas para pipeta automdtica

- Piseta

- Barra magnética

Material Biolégico:

- Sueros de pacientes asintomdticos de fiebre tifiodea.

- Cepa pura de Salmopella typhi.
- Conjugados:
anti-IgA peroxidasa de rdbano
anti-IgG peroxidasa de rdbano

- Kitt comercial de antfgenos de Salmonella typhi:

Antfgeno somético O
Antfgeno somdtico O

ESPECIFICACION:

NALGENE
SIGMA

COSTAR
COOKE LAB.PROD
BAND-W-GERMANY

CAPPEL 20
CAPPEL 20

BIGAUX
INV. DIAG.



Equipo:

- Microscopio

- Bomba de vacfo

- Estufa de incubacién
- Centrffuga Clfnica

- Bafio de agua con temperatura conirolada

- Espectrofotémetro Espectronic 20

-Refrigerador 11 pies3

- Potenci6émetro

- Espectrofotémetro para ELISA
- Parrilla de agitacioén

- Olla express de 12 1t

- Balanza granataria

- Balanza analftica

- Agitador

- Reloj

Medios de Cultivo:

- Agar MacConkey

- Agar Salmonella Shigella

- Agar Verde brillate

- Agar Sulfito de bismuto

- Agar Infusién cerebro-corazén
- Agar peptona de casefna
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ESPECIFICACION: .

ZEISS

KOBLENZ

RIOSSA

SOL-BAT
SYSTEM-253
BAUSCH & LOMB
MABE
SARGENT-WELCH
DYNATECH MR-250
TERMOLYNE
PRESTO STEELE
OHAUSS
METTLER H-80
VORTEX-GENIE
ENG. CLOOK SYS.

BIOXON
BIOXON
BIOXON
BIOXON

DIBICO
BIOXON



Medios para Pruebas Bioqufmicas:

-LIA

-MIO

- TSI

- SIM

- RM-VP

- Citrato de Simmons

- Gelatina bacteriol6gica

- Urea de Christensen

- Caldo Lactosa Rojo de Fenol

- Caldo Sacarosa Rojo de Fenol

- Caldo Manitol Rojo de Fenol

- Caldo Maltosa Rojo de Fenol
. - Caldo Glucosa Rojo de Fenol

Reactivos:

- Fenol

- Acido Sulfiirico concentrado

- Fosfato de Sodio dibdsico dodecahidratado
- Fosfato de potasio monobdsico

- Cloruro de Potasio

- Cloruro de Sodio

- Fosfato de Sodio Monob4sico anhidro
- Carbonato de Sodio Anhidro

- Bicarbonato de Sodio

- Tween 20

- Cristal Violeta

- Safranina

- Orto-Fenilendiamina

- Per6xido de Hidr6geno

ESPECIFICACION.

BIOXON
BIOXON
MERCK
MERCK
BIOXON
MERCK
LT.BAKER
BIOXON
BIOXON
BIOXON
BIOXON
BIOXON
BIOXON

LT.BAKER

J.T. BAKER

J.T. BAKER

J.T. BAKER
MERCK

QUIM. MONTERREY
TEC. QUIMICAS
J.T. BAKER

J.T. BAKER
SIGMA

TEC. QUIMICAS
SIGMA

SIGMA

PROD. QUIMICOS



~ Yoduro de Potasio

- Yodo

- Alcohol

~ Acetona

- Oxalato de Amonio

- Acido Cftrico

- Glucosa anhidra

- Ovoalbtimina

- Leche semidescremada

- Agua bidestilada en equipo de vidrio
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ESPECIFICACION:

J.T. BAKER

J.T. BAKER

J.T. BAKER

J.T. BAKER
TEC. QUIMICAS
MERCK
MERCK

SIGMA



DISENO EXPERIMENTAL

L Aislamiento e identificacién de Salmonelia typh..

11. Obtencién del Lipopolisacarido de Salmonella typhi.
HI. Purificacién y cuantificacién del Lipopolisac4rido.
IV. Recoleccién de las muestras de pacientes asintométicos de fiebre tifoidea.
V. Inactivacién del complemento .

VI. Determinacién de anticuerpos contra el antfgeno somdtico " O " de Salmonella
_typhi, utilizando el kit de reacciones febriles por el método de Widal.

VIL Determinacién de  anticuerpos séricos de tipo IgG e IgA especfficos
para S. lyphi por el método de ELISA.

VIIL Realizacién del Andlisis Estadfstico.

IX. Andlisis de Resultados.



1. Aislamientoe Idenuficécién de Salmonella typhi.
1. Se aisla la bacteria en medios diferenciales  (Agar  MacConkey) y
selectivos (Agar  Salmonella - Shigella, Verde Brillante y  Sulfito de Bismuto).

2. Se siembra la colonia sospechosa en los siguientes medios para realizarle las puebas
bioqufmicas:

- Medios sélidos: LIA, MIO, TSI, Citrato de Simmons.
- Medios semislidos: Gelatina Bacteriol6gica.

-Medios lfquidos: RM - VP, Urea de Christensen, Lactosa, Sacarosa,
Manitol, Glucosa (41, 42, 43, 44),

I

Obtencidn del Lipopolisacdrido de Salmonella typhi por ¢l método de Galanos.

—

. Preparar 300 ml de agar infusién cerebro-corazdn y vaciar el medio en 10 cajas de
petri estériles; sembrar la bacteria e incubar a 37 °C durante 24 horas.

2. Remover las colonias con PBS (Amortiguador Salina Fosfatos). -

3. Preparar 500 ml de agar peptona de casefna y vaciar el medio en 10 botellas
de Roux (50 m! por cada caja).

4. Vaciar aproximadamente 3 ml del medio agar peptona de casefna a las botellas de
Roux y distribuirlo por toda la superficie del medio. Incubar a 37 °C durante 24 hrs.

5. Remover la masa bacteriana con PBS (S ml de PBS por cada botella de Roux).
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6. Reunir las suspensiones bacterianas (50 ml aproximadamente).

7. Para eliminar ¢l medio de cultivo realizar dos lavados con PBS; en cada lavado
centrifugar a 3000 rpm durante 45 min.

8. Resuspender el paquete celular de cada tubo en 3 mil de PBS.

9. A cada tubo agregar 3ml de la mezcla fenol - agua (9:1), agitar y dejar
en refrigeracién durante 24 hrs.

10. Agitar los tubos e introducirlos a un bafio de agua a 70 °C durante 90 minutos.
11. Dejar enfriar y centrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos.

12, Separar 1a fase acuosa. Reextraer la interfase y la fase fendlica con 3 ml de
PBS en el baflo de agua a 70 °C durante 60 minutos (45).

13, Reextraer la interfase y la fase fenélica enlas mismas condiciones durante 30
minutos.

14, Reunir los extractos acuosos y filtrarlos con una membrana estéril (6.7).

IIL. Purificacién y Cuantificacién del Lipopolisacdrido,

1. Dializar los extractos acuosos en una membrana de celulosa, durante 3 dias
con cambios de PBS cada 24 h (44.45).
2, Cuartificar el Lipopolisacdrido mediante el método de fenol-deido sulfirico (47).

2.1 Realizar una curva patrén empleando una seric de 10 tubos.



2.2 Colocar 0.1,0.2, 0.3, 0.4,..., 1.0ml de un estdndar de concentracién 0.1 mg/mi
* y Hevar a 2 ml con agua destilada. El blanco se hace con 2 ml de agua destilada.

2.3 Agregar a cada tubo 0.1 ml de fenol al 80 % y 5 mi de HaSO4 concentrado.
2.4 Realizar diluciones del LPS (1:10, 1:50y 1:100) en agua destilada.

2.5 Tomar 2 ml de cada dilucién y agregar 0.1 ml de fenol al 80 % y S ml de
H25804 concentrado, :

2.6 Dejar reposar los tubos de 20 a 30 minutos y leer a 490 nm (47).

IV. Recoleccién de Muestas de Pacientes Asintomdticos de Fiebre Tifoidea.

Recolectar 191} muestras de sueros de pacientes que acuden al Hospital Regional
Los Reyes (IMSS) y al Hospital Gral. Ignacio Zaragoza (ISSSTE).

V. Inactivacién del complemento

Introducir los sueros en un bafio de agua a temperatura constante de 56 °C durante
30 minutos. Guardar los sueros a - 20 °C hasta su empleo (48).
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VI. Determinacién  de  Anticucrpos  Contra el Antfgeno Somdtico de S,
typi_ Utilizando el Kit de Reacciones Febriles. .

1.Mantener el antfgeno a temperatura ambiente, agitarlo ligeramente antes de
efectuar la prueba.

2, Utilizar una placa de vidrio para aglutinacién y depositar de izquierda a derecha
0.08, 0.04,0.02, 0.01 y 0.005 mi del suero del paciente en la hilera correspondiente.

3. Agregar una gota del antfgeno somdtico acada dilucién del suero.

4. Mezclar ¢l suero y el antfgeno con un aplicador; agitar suavemente la placa
por rotaci6én durante 2 minutos.

5. Inclinar la placa y observar la aglutinacién (38,49).

VII. Determinacién de Anticuerpos Séricos de Tipo IgG e IgA Especfficos para
Salmonella_typhi por el Método de ELISA.

1. Diluir ¢l antgeno de S.typhi (LPS) cn amortiguador de carbonatos a
una concentracién de 4 pg/ 100 ml.

2, Colocar 100 pl del antfgeno prediluido en cada uno de los pozos de la placa
de microhemaglutinacién.

3. Dejar en cdmara hiimeda a 4 °C durante 24 hrs.

4, Tirar ¢l sobrenadante y bloquear con una mezcla de leche al 5 % y ovoalbiimina
al2 % en PBS e incubar a 37°C durante | hr,
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5. Tirar ¢l sobrenadante y lavar 5 veces con PBS-Tween, dejando actuar 1 minuto la
solucién de lavado antes de tirar los sobrenadantes.

6. Realizar una dilucidn de las muestras de sueros 1:500 en PBS y colocar 100 ul
de la dilucidn comespondiente en cada pozo, dejando el pozo 96 como testigo
negativo del anticuerpo. Incubar a 37 °C durante 1 hr,

7. Tirar el sobrenadante y lavar § veces con PBS-Tween, dejando actuar 1 minuto
la solucién de lavado antes de tirar los sobrenadantes.

:

8. Preparar los conjugados anti-IgG peroxidasa de rdbano y anti-IgA peroxidasa
de rdbano, realizando una dilucién 1:1000 en leche al 5 %.

9. Adicionar 100 ul  de los conjugados a cada pozo de la placa
de microhemaglutinaci6n correspondiente. Incubar a 37 °C durante 1 hora.

10. Tirar el sobrenadante y lavar 5 veces con PBS-Tween, dejando actuar 1 minuto
Ia solucién de lavado antes de tirar los sobrenadantes.

11. Adicionar 100 pl del sustrato de peroxidasa e incubar a 37 °C durante 15 minutos.
12, Detener Ia reaccién con H9SO4 2.5 N, colocando en cada pozo 50 plL

13. Leer la densidad Gptica a 492 nm (14,48).
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RESULTADOS



A los pacientes que entraron en este estudio se les tom6 en cuenta su edad y
sexo; siendo los resultados agrupados de acuerdo al tftulo dela  Reaccién de Widal
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’ TABLA No. 1 DE RESULTADOS

ELISA
No. Pac. Edad Sexo Tit. Widal - IgG IgA

Ahsorbancia (nm)

113 51 2 0.00 -, 0.119 0.072
174 34 1 0.00 0.119 0.090
184 31 1 0.00 0.140 0.289
157 29 1 0.00 0.154 0.050
195 51 1 0.00 0,158 0.000
126 37 1 0.00 0.159 0.138
33 47 2 0.00 0.179 0.098
192 49 2 0.00 0.180 0.000
186 47 1 0.00 0,180 0.119
65 46 1 0.00 0.186 0.109
131 33 1 0.00 0.188 0.024
30 61 2 0.00 0.188 0.110
178 37 1 0.00 0.197 0.069
148 50 1 0.00 0,200 0.364
175 45 2 0.00 0.209 0.150
165 77 2 0.00 0.211 0.119
46 70 1 0.00 0.214 0.199
150 40 2 0.00 0.226 0.045
76 57 1 0.00 0.226 0.126
166 51 2 0.00 0.235 0.145
41 49 2 0.00 0.239 0.175
188 29 2 0.00 0.242 0.099
95 67 1 0.00 0.253 0.060
171 25 2 0.00 0.254 0.095
190 53 1 0.00 0.255 0.125
153 5 2 0.00 0.257 0.046
94 16 1 0.00 0.260 0.131
137 38 2 0.00 0.272 0.468
60 63 2 0,00 0.275 0.109
104 24 2 0.00 0.276 0.088
172 62 2 0.00 0.285 0.115
167 11 2 0.00 0.285 0.116
97 52 1 0.00 0.287 0.402
40 52 1 0.00 0.288 0.102
151 56 1 0.00 0.291 0.119
134 70 1 0.00 0.292 0.147
56 23 2 0.00 0.294 0.082

Edad = Afios 1=Masculino 2=Femenino Na., Pac.= Nimero de Paciente
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Continuacién de la Tabla No. 1

ELISA
No. Pac. Edad Sexo Tit. Widal IgG IgA
Absorbancia (nm)
37 70 2 0.00 0.298 0.131
155 26 2 0.00 0.298 0.390
44 38 2 0.00 0.303 0.082
143 78 2 0.00 0.311 0.057
115 54 2 '0.00 0.311 0.217
53 78 1 0.00 0.316 0.240
75 34 2 0.00 0.318 0.171
169 15 1 0.00 0.319 0.107
21 63 2 0.00 0.320 0.155
185 15 2 0.00 0.322 0.111
168 40 1 0.00 0.326 0.149
77 53 1 0.00 0.327 0.039
154 68 2 0.00 0.327 0.267
129 63 2 0.00 0.328 0.073
161 28 2 0.00 0.328 0.002
66 47 2 0.00 0.331 0.153
64 34 2 0.00 0.334 0.131
72 36 1 0.00 0.334 0.116
101 27 1 0.00 0.335 0.172
67 47 2 0.00 0.336 0.156
176 62 2 0.00 0.338 0.218
194 56 2 0.00 0.338 0.000
130 41 2 0.00 0.338 0.121
105 29 2 0.00 0.338 0.132
90 40 2 0.00 0.349 0.268
170 47 1 0.00 0.350 0.134
34 71 2 0.00 0.351 0.129
86 53 2 0.00 0.353 0.126
43 53 1 0.00 0.355 0.169
42 49 1 0.00 0.359 0.292
156 48 1 0.00 0.360 0.351
187 52 1 0.00 0.365 0.111
158 17 2 0.00 0.365 0.068
123 15 2 0.00 0.366 0.078
3 26 2 0.00 0.369 0.218
1 60 2 0.00 0.372 0.134
183 56 2 0.00 0.374 0.151
177 24 1 0.00 0.375 0.174
Edad= Aflos 1=Masculino 2=Femenino  No. Pac. = Nimero de paciente
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Continuacién de la Tabla No. 1

ELISA
No. Pac. Edad Sexo Tit. Widal IgG IgA
Absorbancia (nm)

122 33 2 0.00 0.384 0.521
145 42 2 0.00 0.387 0.434
92 45 1 0.00 0.389 0.150
54 52 2 0.00 0.390 0.081
22 85 1 0.00 0.400 0.316
182 24 2 0.00 0.402 0.422
8 33 2 0.00 0.405 0.217
120 59 2 0.00 0.405 0.241
35 25 2 0.00 0.407 0.429
99 5 2 0.00 0.407 0.363
88 70 1 0.00 0.412 0.496
109 25 2 0.00 0.412 0.144
57 47 2 0.00 0.415 . 0.194
26 65 2 0.00 0.418 0.538
132 55 1 0.00 0.419 0.568
47 i6 1 0.00 0.422 0.240
191 43 2 0.00 0.423 0.047
29 a8 2 0.00 0.426 0.240
74 70 1 0.00 0.435 0.207
2 30 2 0.00 0.437 0.311
103 24 2 0.00 0.442 0.287
106 28 2 0.00 0.456 0.260
7 55 1 0.00 0.461 0.260
160 70 1 0.00 0.461 0.728
162 66 2 0.00 0.462 0.360
19 26 2 0.00 0.465 0.224
51 83 2 0.00 0.472 0.113
100 42 1 0.00 0.473 0.144
13 12 1 0.00 0.473 0.545
27 50 2 0.00 0.473 0.274
82 55 2 0.00 0.478 0.115
83 72 1 0.00 0.481 0.397
159 17 2 0.00 0.485 0.044
36 53 2 0.00 0.485 0.252
24 79 1 0.00 0.500 0.317
6 52 2 0.00 0.510 0.347

Edad=Afios I=Masculino 2=Femenino No. Pac.= Nimero de Paciente
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Continuacién de la tabla No. 1

ELISA

No. Pac.  Edad Sexo Tit. Widal IgG IgA
Absorbancia fnm)

23 73 1 0.00 0.519 0.225
179 24 2 0.00 0.526 0.169
28 53 1 0.00 0.555 0.257
135 32 2 0.00 0.556 0.201
5 . 54 2 0.00 0.556 0,321
52 14 2 0.00 0.559 0.240
193 69 1 0.00 0.567 0.056
133 32 1 0.00 0.580 0.861
107 25 2 0.00 0.581 0.161
114 62 2 0.00 0.587 0.270
78 30 2 0.00 0.590 0.069
12 49 1 0.00 0.592 0.322
138 63 1 0.00 0.609 0.124
59 66 1 0.00 0.609 0.233
48 64 1 0.00 0.612 0.231
17 69 2 0.00 0.628 0.587
119 30 2 0.00 0.631 0.145
39 64 2 0.00 0.636 0.498
4 30 2 0.00 0.645 0.376

9 30 2 0.00 0.661 0.558
25 57 2 0.00 0.669 0.239
50 53 2 0.00 0.691 0.308
20 43 2 0.00 0.716 0.828
87 86 2 0.00 0.718 0.142
181 45 1 0.00 0.745 0.566
16 55 2 0.00 0.751 0.179
81 65 1 0.00 0.764 0.147
188 38 1 0.00 0.799 0.438
173 31 2 0.00 0.827 0.603
80 13 2 0.00 0.886 0.325
49 28 1 0.00 0.888 0.083

Edad= Afios 1=Masculino 2=Femenino  No. Pac. = Nimero de Paciente
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TABLA No. 2 DE RESULTADOS

ELISA
No. Pac. Edad Sexo Tit. Widal IgeG IgA
Absorbancia (nm)

142 8 1 1:40 0.079 0.023
89 18 2 1:40 0.204 0.026
111 21 2 1:40 0.214 0.052
127 46 1 1:40 0.238 0.091
112 57 2 1:40 0.284 0.309
71 51 1 1:40 0.286 0.225
189 36 2 1:40 0.289 0.236
96 52 2 1:40 0.298 0.125
124 76 2 1:40 0.315 0.126
128 51 1 1:40 0.316 0.374
32 26 2 1:40 0.328 0.122
58 65 2 1:40 0.348 0.199
31 76 2 1:40 0.359 0.393
136 73 2 1:40 0.385 0.365
118 59 1 1:40 0.408 0.074
149 37 i 1:40 0.425 0.026
93 73 1 1:40 0.429 0316
14 38 2 1:40 0455 0.596
147 | 68 1 1:40 0.555 0.170
62 62 2 1:40 0.564 0.417
146 32 1 1:40 0.597 0.093
64 64 2 1:40 0.625 0.690
144 44 2 1:40 0.728 0.202
121 26 1 1:40 0.740 0.643
10 52 2 1:40 0.742 0.746
61 64 2 1:40 0.462 0.199

Edad= Afios I=Masculino 2= Femenino No. Pac. = Nidmero de Paciente
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... TABLA No.3 DE RESULTADOS

ELISA

No. Pac. Edad Sexo Tit, Widal IgG IgA

Absorbancia (nm)
79 46 2 1:80 0.194 0.094
163 26 2 1:80 0.227 0.123
63 72 2 1:80 0.258 0.158
116 76 2 1:80 0.263 0320
38 55 1 1:80 0.313 0.421
73 53 2 1:80 0.315 0.521
55 38 i 1:80 0.334 0.126
84 8 1 1:80 0.365 0.092
68 23 2 1:80 0.370 0.222
139 76 2 1:80 0.416 0.138
102 24 2 1:80 - 0.473 0.294
117 41 2 1:80 0.491 0.213 .
18 26 1 1:80 0.512 0.234
11 25 2 1:80 0.555 0.106
125 24 2 1:80 0.565 0.173
45 41 2 1:80 0.571 0.194
8§ 65 1 1:80 0.652 0.310
98 42 2 1:80 0.807 0.539
15 52 2 1:80 0.820 0.483

Edad=Aﬁos 1=Masculino 2=Femenino  No. Pac.=Niimero de Paciente
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TABLA No. 4 DE RESULTADOS

ELISA

No. Pac. Edad Sexo Tit. Widal IgG IgA

Absorbancia (nm)
152 46 1 1:160 0.269 0.052
108 29 2 1:160 0.480 0.293
21 56 1 1:160 0.483 0.335
141 52 2 1:160 0.510 0.741
110 21 2 1:160 0.545 0.537 o .
69 55 2 1:160 0.643 0.814
140 45 T2 1:160 0.755 0.450
Edad= Afios 1=Masculino 2=Femenino  No. Pac. = Niimero de Paciente
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RELACION DEL TITULODE IgAE IgG
DETERMINADAS POR ELISA, CON RESPECTO
A LA Rx DE WIDAL

ABSORBANCIA (nm)

140 26 19 7
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PERIODO JUNIO 1993
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RELACION DE IgA DETERMINADA POR ELISA EN COMPARACION CON
Rx DE WIDAL CONSIDERANDO EL SEXO
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RELACION DE IgA DETERMINADA POR ELISA
EN COMPARACION CON LA Rx DE WIDAL CONSIDERANDO EL SEXO
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RELACION DE IgA DETERMINADA POR ELISA
EN COMPARACION CON LA Rx DE WIDAL CONSIDERANDO EL SEXO
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD (0 A 20 ANOS )
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD ( 21 A 30 ANOS )
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD ( 31 A 40 ANOS )
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD (41 A 50 ANOS )
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD ( 51 A 60 ANOS )
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RELACION DE 1gG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD (61 A 70 ANOS )
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RELACION DE IgG E IgA DETERMINADAS POR
ELISA EN RELACION CON LA Rx DE WIDAL
CONSIDERANDO LA EDAD ( 71 EN ADELANTE )
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PORCENTAJE DE PORTADORES ASINTOMATICOS
DE FIEBRE TIFOIDEA EN LA POBLACION
ESTUDIADA

POBLACION NO PORT.
86,67

ORT.ASINTOMATICOS
13,33
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DISCUSION DE RESULTADOS

GRAFICA No. 1 En esta gréfica se relacionaron las medias de las adsorbancias
para las inmunoglobulinas de tipo IgA e IgG especfficas para S. typhi obtenidos por
ELISA con respecto al tftulo de IgG obtenido por la reaccién de Widal en muestras de
pacientes que acudieron a los centros hospitalarios estudiados en los que se observé que
conforme los tftulos de Widal aumentaban, también lo hacfan los tftulos de IgA e IgG
obtenidos por ELISA. ’

Aunque tinicamente sc podfan comparar los tftulos de anticuerpos de tipo IgG (ya
que Widal unicamente valora anticuerpos de este tipo para el antfgeno "O" de S. typhi),
los anticuerpos de tipo IgA apoyaron los valores de IgG obtenidos por ELISA
mostrando que la infecci6n era reciente.

GRAFICA No. 2 En esta grédfica se asociaron las medias de las absorbancias de
IgG con respecto al sexo y se encontré que las mujeres presentaron tftulos més altos que
los encontrados en los hombres, lo cual concucrda con la bibligraffa consultada en la que
se reporta que el estado de portador crénico es tres veces mds comin en mujeres que en
hombres y aumenta conforme a la edad.

Los factores de mayor importancia que favorecen esta prevalencia son los
siguientes: a)Enfermedad vesicular, b)Administracién indiscriminada de antibiéticos, ¢)El
estrés, que origina colotis ulcerosa y, d)Desnutricién (debido a que las mujeres son
multfparas).

En este estudio no fue posible realizar una comparacién con respecto a la edad de
las mujeres debido a que la frecuencia de edades no fuc constante,
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GRAFICA No. 3 En esta gréfica se asociaron las medias de las absorbancias de
IgA con respecto al sexo; y al igual que en la grafica No.2 se encontré que las mujeres
presentaron tftulos mds altos que los hombres, a excepcién del grupo con valores
negativos para la reaccién de Widal, probablemente debido a un error experimental,

GRAFICA No. 4 En estas gréficas se relacionaron las medias de las absorbancias
para IgG e IgA obtenidas por ELISA con respecto a la edad de cada grupo.

En las grdficas 4-D, 4-E y 4-F sc observé que las absorbancias para IgG
aumentaban conforme aumentaban los tftulos de la reaccién de Widal, asimismo se
encontr6 que las absorbancias m4s altas aparccfan en ¢l grupo de 61 a 70 afios, como
consecuencia de que a una cdad avanzada las defensas del individuo van disminuyendo
siendo mds susceptibles a la infeccién.

Las grificas 4-A y 4-C no siguieron el mismo comportamiento que las grificas
anteriores debido a que el nimero de pacientes fue, muy reducido por lo que los
resultados fueron poco representativos.

GRAFICA No. 5 En la bibliograffa se reporta que cuando existen tftulos de
anticuerpos contra cl antfgeno "O" de S, typhi, iguales o mayores de 1:80 cualyuiera
que sea el titulo de anticuerpos contra el antfgeno "H" es significativo de infeccion
actual, asimismo hace menci6n de que el porcentaje de portadores asintomdticos de
fiebre tifoidea s de un 3 %. En ¢l caso de la pablacién estudiada se observé que un
13.33 % de pacientes presentaron tftulos contra el anfgeno "O" de S, typhi iguales o
superiores de 1:80 sin que presentaran manifestaciones de la enfermedad
considerdndolos portadores asintomdticos de ficbre tifoidea, asimismo el porcentaje
obtenido resulté superior al valor rcportado debido a que las condiciones
socioecondmicas de las poblaciones estudiadas fueron diferentes.



CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el LPS de S. typhi mediante el método de Galanos cultivando una
cepa pura de S. typhi en agar infusién cerebro-corazén durante 24 hrs. a
37 °C. Es recomendable cultivar la bacteria en estas condiciones, ya que de no ser
asf las colonias pasan de la forma lisa a rugosa, con esta mutacién aparece el antfgeno
"Vi" el cual enmascara al antfgeno "O" impidiendo 1a obtencion del LPS.

2, Para la estandarizacion de la técnica de ELISA se encontré gque la concentracion
adecuada del LPS fué de 4 ug/ml y para los sueros problema una dilucién de 1:500.

3. A los sueros problema se les determiné el tftulo de anticuerpos de tipo IgA
¢ IgG mediante el método de ELISA y el tftulo de anticuerpos de tipo IgG por el
método de Widal.

4. De la poblacién estudiada se encontré que aproximadamente un 13.33 % son
portadores asintomdticos de fiebre tifoidea del cual un 10.25 % corresponde a
mujeres y un 3.08 % corresponde a hombres debido a  que existe una mayor
prevalencia de  enfermedad  vesicular  ademds  del uso indiscriminado
antibi6ticos, desnutricidn y padecimientos intestinales (colitis) entre olras causas.

5. No fue posible obtener una relacién directa con respecto a la edad y los portadores
asintomdticos, debido a que los grupos de edades fueron muy reducidos por lo que
se recomienda para una futura investigacidn considerar Ifmites de edad y un mayor
niimero de muestras.

6. Sc demostré que el método de ELISA es funcional ya que se pueden analizar gran
nmero de muestras, ademds de que es altamente sensible,
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E DE MEDIOS
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MEDIOS DE CULTIVO.

Agar MacConkey, Suspender 50 g de medjo deshidratado en 1.0 It de agua
destilada. Dejar remojar 15 min. y hervir con agitacidn continua hasta completa
disolucién. Esterilizar en autoclave (15 min. a 121 °C). Dejar enfriar y vaciar en cajas de
petri estériles.

Agar Salmopelia-Shigella. Suspender 60 g del medio deshidratado en 1.0 It. de
agua destilada. Remojar 15 min. y posteriormente agitar para obtencr una suspensién
homogénea, calentar con agitacién frecuente y hervir durante un minuto. No esterilizar
en autoclave. Verter en placas.

Agar Verde Brillante, Suspender 58 g del medio deshidratado en 1.0 It. de agua
destilada. Mezclar bien y calentar agitando frecuentemente. Hervir durante un minuto.
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min, Dejar enfriar y verter en cajas de petri.

ismuto. Suspender 52 g del medio deshidratado en 1.0 It. de agua
destilada. Mezclar hasta obtener una suspensién uniforme. Calentar agitando
frecuentemente y hervir durante un minuto. Dejar enfriar a 45 °C y continuar agitando
para dispersar el precipitado. Vertir en cajas de petri.
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Agar Infusion Cerebro-Corazén. Suspender 52 g del medio deshidratado en 1,0 It.
de agua destilada. Remojar durante 15 min. y posteriormente calentar agitando
frecuentemente. Hervir durante un minuto, Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

Para obtener mejores resultados el medio debe usarse ¢l mismo dfa de su
preparacion.

Suspender 30 g de peptona deshidratada y 15 g de agar
bacteriolégico deshidratado en 1.0 it. de agva dstilada . Remojar durante 15 min.
Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto. Esterilizar a 121 °C
durante 15 min. Dejar enfriar y distribuir en botellas de Roux.

isina, Suspender 33 g del medio deshidratado en 1.0 1t. de agua
destilada. Remojar 15 min. calentar con agitacién frecuente y hervir durante un minuto.
Distribuir en tubos con tapén, Esterilizar a 121 °C durante 1S min. y enfriar en posicién
inclinada.

Disolver 31 g del polvo deshidratado en 1.0 It. de agua destilada.
Calentar hasta ebullicién durante un minuto y disolver completamente. Vaciar en tubos y
esterilizar en autoclave a 15 1b. de presién durante 15 min.

Agar TSI, Suspender 65 g del medio deshidratado en 1.0 It. de agua destilada.
Dejar remojar 15 min. y hervir hasta completa disoluci6n. Vaciar en tubos con tapén y
esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. Dejar solidificar en posicién vertical.

Agar_SIM, Suspender 30 g del medio deshidratado en 1.0 It. de agua destilada,
dejar remojar por 15 min. y hervir hasta completa disolucién. Vaciar en tubos con tapén
y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min, Dejar solidificar en posicién vertical.
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j Suspender 22 g del medio deshidratado en 1.0 It. de
agua destilada. Dejar remojar durante 15 min. Calentar hasta ebullicidn agitando
constantemente hasta completa disolucién.

Vaciar en tubos con tapén. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. Dejar
solidificar en posici6n inclinada.

120 g de gelatina deshidratada en 1.0 It. de agua
destilada y remojar durante 15 min. Calentar hasta ebullicién durante un minuto y vaciar
en tubos con tapdn. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. Dejar solidificar en
posici6n vertical.

ilo- Suspender 17 g del polvo en 1.0 It. de agua
destilada, Disolver calentando y hervir aproximadamente un minuto. Distribuir en tubos
y estrerilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min,

Caldo Urea, Disolver 3.87 g del polvo deshidratado en 100 ml de agua destilada.
Esterilizar a 5 1b de presién durante 7 a 10 min. 6 a 8 Ib durante 20 min. Si se prepara ¢
inocula inmediatamente este medio, da buenos resultados sin esterilizar.

i Disolver 20 g del polvo en
1.0 It. de agua destilada. Emplear tubos de Durham para investigar la produccién de gas.
Esterilizar de 116 a 118 °C durante 15 min.
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SOLUCIONES.

- Solucién Amortiguadora de Fosfatos-Salina(PBS) pH=7.2
Pesar:
8.0 g de NaCl
0.2 g de KCl
1.15 g de NapHPO4
0.20 g de KHyPOy

Disolver en agua bidestilada y aforar a 1.0 It. y almacenar a 4 °C.

- Solucién Amortiguadora De Recubrimiento
Carbonato-Bicarbonato pH=9.6
Pesar:
1.59 g de NazCO3
2.93 g de NaHCO3

Disolver en agua bidestilada y aforar a 1.0 It. Almacenar a 4 °C Por no m4s de dos
semanas,

- Solucién De Lavado PBS-Tween pH=7.4

Pesar las mismas cantidades de los reactivos para la soln. amortiguadora PBS.
Disolverlos en agua bidestilada y agregar 0.5 ml de Tween 20. Aforar a 1.0 It. y
almacenara 4°C.

NOTA: Adicionar el Tween un poco antes de llegar al aforo para evitar la
formacion de burbujas que impidan la visualizacién del mismo.
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- Soluci6n Amortiguadora Del Sustrato pH=5.0
Preparar en agua bidestilada;
Acido Ciftrico 0.1 M
NapHPO4 0.2 M

- Sustrato de Peroxidasa De Rébano Picante pH=5.0
Mezclar:
24.3 ml de dcido cftrico 0.1 M
25.7 ml de NapHPO4 02 M

Adicionar a esta mezcla 20 ul de HyO2 al 30 % .Por cada 10 ml de esta mezcla
adicionar 4 mg de orto-fenilendiamina.

- Cristal Violeta,
Pesar:
2.0 g de cristal violeta
0.8 g de Oxalato de Amonio

Disolver el oxalato y el cristal violeta en 20 ml de etanol al 95 % .Diluirloc con 100
ml de agua destilada.

- Safranina.
Medir:
2.5 ml de Safranina O
100 ml de Etanol al 95 %

Disolver la safranina en el etanol y preparar una dilucién 1:10 en agua destilada
antes de si uso. :
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- Lugol.
Pesar:
10gdely
2.0 g de KI

Disolver el KI en agua y afiadir el I5 lentamente hasta que se disuelva. Completar a

un volumen de 100 m! con agua destilada. Filtrar y conservar en frasco con tapa
hermética,
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