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Estudios preliminares para el desarrollo de
un reactivo diagnéstico seroldgico de fiebre tifoidea

Preliminary studies for the development of
a reactive serologic diagnosis of typhoid fever
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Beatriz Ortega-Escamilla, Jests Alarcén-Bonilla
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ResuMEN: Un método para el diagnostico de la fiebre ti-
foidea es la serotipificacion que se basa en el principio de
aglutinacion a partir de los antigenos flagelar H y somatico
0 con sus anticuerpos correspondientes. Por lo tanto, el ob-
jetivo de este trabajo de tesis fue desarrollar un reactivo de
diagndstico para dicha enfermedad por seroaglutinacion.
Para tal fin, la cepa Salmonella typhi ATCC 6539 se pro-
pago en Agar Sulfito de Bismuto, comprobando su pureza
por morfologia colonial y microscdpica, y por pruebas bio-
quimicas. Posteriormente, se produjeron los antigenos H en
caldo flagelar y caldo formolado con fucsina, y el antigeno
O en caldo soya tripticasa y caldo fenolado con rojo Congo.
Los antigenos se evaluaron con sueros positivos de conejo
inmunizado y de pacientes de un nosocomio del Estado de
Meéxico, observando resultados positivos por aglutinacion
significativa.

PALABRAS CLAVES: Antigeno somatico y flagelar, fiebre ti-
foidea, Salmonella typhi, seroaglutinacion.

Introduccion

En México en el afio 2010 las enfermedades gastro-
intestinales infecciosas ocuparon el lugar 23 de las
causas totales de muerte a nivel nacional. De acuer-
do con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
se estima que cada afio se presentan 1,500 millones
de episodios de diarrea y una tasa de mortalidad por
causa de esta enfermedad de 1.5 millones de personas
en paises en vias de desarrollo. Estas enfermedades
son uno de los principales problemas de salud publica
tanto en México como en el mundo. Se transmiten, ya
sea por via fecal-oral, o bien por el consumo de agua
y alimentos contaminados. Afectan principalmente a
la poblacién infantil, y tanto su incidencia como su
prevalencia dependen del nivel socioecondmico de
los pacientes (Fernandez, 2008).

Uno de los agentes etiologicos responsable
es Salmonella typhi, microorganismo causante de la
fiebre tifoidea. Esta bacteria afecta a mas de 21.6 mi-
llones de personas alrededor del mundo con aproxi-
madamente 220,000 casos de muerte. Segun datos de
la Secretaria de Salud en el 2010 los estados con ma-
yor prevalencia son Chiapas, Nuevo Leon, Zacatecas,
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ABSTRACT: A method for the typhoid diagnosis is serotyping
which is based on the principle of agglutination from the
flagellar H and somatic O antigens and their corresponding
antibodies. Therefore, the aim of this thesis was to develop
a diagnostic reagent for this disease by seroagglutination.
For this, the strain of Salmonella typhi ATCC 6539 was
propagated in Bismuth Sulfite Agar, verifying its purity
by colonial and microscopic morphology and biochemical
tests. Subsequently, the H antigen was produced in flage-
llar and formolade broths with fuchsin and the O antigen
was produced in trypticase soy and phenolated broths with
Congo red. The antigens were evaluated with positive sera
from immunized rabbits and patients from a hospital in Sta-
te of Mexico, they produced positive results by significant
agglutination.

Key WoORDS: Salmonella typhi, seroagglutination, somatic
and flagellar antigen, Typhoid.

San Luis Potosi, Guanajuato, Oaxaca y Tamaulipas.
La frecuencia de esta enfermedad en México duran-
te el afio se manifiesta en los meses de abril a julio
registrandose el mayor niimero de casos y tiende a
disminuir durante los meses de septiembre a octubre
(Forsythe et al., 1999).
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Figura 1. Estructura antigénica del género Sa/monella
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La estructura antigénica del género Salmo-
nella (familia de las enterobacterias) es la siguiente
(Martinez et al., 1999) (Figura 1):

1. Antigeno somatico (O): lipopolisacarido que
aumenta la virulencia evitando la activacion alterna
del complemento, escapando de la fagocitosis.

2. Antigeno flagelar (H) o (d): proteina presen-
te solo en especies de salmonela moviles.

3. Antigeno capsular o de envoltura (Vi o K)
(especifico para Salmonella typhi, dublin, y paratyphi
C): mucopolisacarido, protector de los antigenos O
contra la accion de los anticuerpos o el complemento.

Existen diferentes técnicas de diagndstico de
laboratorio para la confirmacion de esta enfermedad,
como son los hemocultivos o coprocultivos. Sin em-
bargo, las pruebas serologicas facilitan el diagnostico
oportuno para evitar consecuencias irreversibles, asi
como identificar anticuerpos especificos presentes en
el suero de los pacientes basandose en la especificidad
del reconocimiento antigeno-anticuerpo.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
desarrollar un reactivo de diagnostico serologico es-
pecifico, a partir de antigenos flagelares y somaticos,
partiendo de un cultivo axénico de Salmonella typhi
con colorantes adyuvantes para su facil lectura e inter-
pretacion. La prueba puede ser cuantitativa realizando
titulaciones del suero del paciente para detectar el es-
tado de la enfermedad (Angarita, 2005).

Metodologia

A partir de la propagacion de la cepa Salmonella
typhi ATCC6539 en placas de Agar sulfito de bismuto
(ASB, Difco) a 37°C/24h., se seleccionaron por mor-
fologia colonial y microscépica (tincion de Gram) las
UFC caracteristicas para su posterior evaluacion me-
tabolica por pruebas bioquimicas (Ver Tabla 1). Con
la finalidad de obtener un cultivo axénico se inoculd
un tubo con 5 mL de caldo Soya Tripticasa (CST, Di-
fco) estéril a 37°C/24 h. De éste, se obtuvo el paquete
celular a 5,000 rpm/5 min.(Eppendorf) y se resuspen-
di6 en solucion salina estéril (SSE, Pisa). Se determi-
no la concentracion a una D.O. de 600 nm (Thermo
Genesis 910) ajustandose a una concentracion final de
900 x 106 UFC/mL (SC)

Para la obtencion del antigeno flagelar H se
inoculd con la SC anterior, un tubo con 5SmL de caldo
flagelar y se incub6 a 37°C/24 h. Al final de la incuba-
cion se le agreg6 al medio solucion fisiologica formo-
lada al 1% y se dejo reposar a temperatura ambiente
por una hora. Como coadyuvante se le agreg6 0.1 mL
de una solucion de Fucsina (Sigma) al 1%.
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Para la obtencion del antigeno somatico O se
inocul6 con la SC un tubo con 5 mL de CST a 37°C/24
h. Posteriormente se le agregdé 2 mL de alcohol abso-
luto (Reasol) y se dejo reposar por 2 h. Después, se
centrifugo6 a 2000 rpm/5 min (Eppendorf). El paquete
celular se resuspendio en 5 mL de Solucion Fisiologi-
ca Fenolada al 1% (SFF). Al final se le agreg6 0.1 mL
de una solucion de Rojo Congo (Sigma) al 5%.

Para la produccion de anticuerpos especificos
(suero) se inmuniz6 un conejo por via intravenosa con
0.5mL delaSCalos 1,4y 8 dias, y por via intramus-
cular a los 12 dias. Posteriormente se colectaron 18
mL de sangre en tubos con anticoagulante (EDTA), y
se centrifugd a 5000 rpm/ 15 min. (Eppendorf) obte-
niendo el suero de conejo (ACC).

Resultados

Se obtuvieron por estria cruzada en ASB colonias ca-
racteristicas (Figura 2, izquierda) y en la morfologia
microscopica bacilos cortos Gram negativos no espo-
rulados aislados (Ver Figura 2, derecha). Los resulta-
dos de las pruebas bioquimicas (Tabla 1) comprueban
la pureza de la cepa Salmonella typhi ATCC 6539.

Figura 2. Morfologia colonial en ASB (Izquierda) y microscopica (dere-
cha) de Salmonella typhi ATCC 6539
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Tabla 1.- Evaluacion metabolica de Salmonella typhi
ATCC 6539

Prueba Bioquimica Resultado
Citrato de Simmons negativo
Fermentacion de glucosa (TSI) positivo
Produccion de H,S (TSI/SIM/LIA) positivo
Fermentacion de lactosa (TSI) negativo
Movilidad (MIO/SIM) positivo
Descarboxilacion de la lisina (LIA) negativo
Fermentacion de glicerol Débil
Descarboxilacion de la ornitina (MIO) Negativo
Produccioén de indol (MIO/SIM) Positiva

Fuente: Mc. Faddin, 2003

La Figura 3 muestra la evaluacion de la es-
pecificidad de los antigenos H y O con coadyuvante
(Fucsina y Rojo Congo, respectivamente) al some-
terlos tanto con los anticuerpos de conejo asi como
con sueros positivos donados por el Centro Médico
ISSEMYM de Ecatepec. El costo estimado del reacti-
vo diagndstico fue de $ 200 pesos, precio competitivo
contra los 300 a 400 pesos que cuestan los de marca
comercial.

Figura 3. Especificidad de los antigenos flagelar H (2a) y soma-
tico O (3b)
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Conclusiones

Se comprobo la pureza de la cepa de Salmonella typhi
ATCC 6539 por morfologia colonial (ASB), micros-
copica (Tincidon de Gram) y pruebas bioquimicas. Se
verificd la especificidad de los antigenos flagelar H
y somatico O con Fucsina y Rojo Congo respectiva-
mente como coadyuvantes con sueros positivos a Sal-
monella typhi de conejo inmunizado y de sueros de
pacientes del Centro Médico ISSEMYM Ecatpec. Se
recomienda evaluar la efectividad del reactivo diag-
noéstico desarrollado para fiebre tifoidea con respecto
al tiempo para determinar su caducidad.
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