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Por largo tiempo ha sido preocupacién de muchos
expertos la preparacién de una vacuna contra la tifoidea que
proporcione proteccidén adecuada para reducir la diseminacién
del agente causal y la enfermedad. La magnitud de esa protec
cién estd condicionada al tipo de vacuna utilizada, a la via
de administracidn y a los niveles de anticuerpos humorales en
el momento de la vacunacidn principalmente.

Las primeras vacunas contra la tifoidea fueron
preparadas por inactivacidén térmica de los microorganismos.
Después fue utilizada extensamente la vacuna fenolizada, la
cual produce respuesta de anticuerpos a los antigenos "O" y
"H" pero no al antigeno Vi. En 1953, Landy (1) empled el mé-
todo de inactivacidén por medio de acetona y encontrd indices
protectores superiores en comparacidén con productos inactiva
dos por fenol o por calor. Méas recientemente otros investi-
gadores han probado en humanos vacunas con bacterias vivas -
estreptomicina resistentes, las cuales confieren cierto gra-
do de proteccidén, y constituyen, desde ciertos puntos de vis
ta, un enfoque muy atractivo para lograr la inmunizacidén efec

tiva y duradera contra Salmonella typhi. (2).

Por otra parte, desde hace casi 100 afios se sa
be que algunas bacterias Gram negativas pueden ser inactiva-
das, en presencia de pequefiisimas cantidades de anticuerpos
especificos, al agregarseles complemento, pero el proceso es
muy complejo y no existe ain explicacién clara y completa del

mismo. Esa accidén bactericida es condicionada por diversos
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factores, de los cuales uno de los mids importantes parece
ser la heterogeneidad de los anticuerpos respecto de clase
y de avidez para fijar el complemento; se sabe que las in-
teracciones entre proteinas y anticuerpos de diferentes es-
pecies pueden producir fijacidén y consumo de complemento (3)
La importancia de la heterogeneidad de clase ha sido demos-
trada por Daguillard y Edsall (4) recientemente, quienes -
aislaron anticuerpos IgG e IgM contra S. typhi 0 901, por
absorcidén y elucidén con antigeno "O" bacteriano; sobre ba-
ses molares, los anticuerpos de clase igM fueron 100 veces
mis activos que los de clase IgG en cuanto a poder bacteri-
cida dependiente de complemento.

Si bien es cierto que el mecanismo y las com-
plicaciones inmunoldgicas de la accidn bactericida comple-
mento - dependiente no son bien conocidas aln, parece evi-
dente que juega un papel importante en la defensa del hués-
ped.

Resulta del mayor interés, por consiguiente,
tratar de esclarecer ese papel, y desde un punto de vista
esenciﬁlmente practico tratar de evaluar la magnitud y tras
cendencia de la accidén bactericida resultante de la aplica-
cién de un producto inmunogénico. En el caso de la tifoidea,
problema de salud piiblica, en nuestro pais, no ha menguado
el interés internacional por desarrollar una vacuna MEJOR -
que las existentes, ya que éstas no han resultado suficien-

temente satisfactorias.
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Este trabajo representa un esfuerzo orientado
a la preparacidén de una vacuna mas eficdz contra Salmonella
typhi, a partir de una cepa autdctona epidémica. Los datos
que han sido obtenidos en las pruebas de poder bactericida
deberan ser correlacionados, a través, de otros estudios -
con la misma cepa, con su capacidad inductora de anticuer-
pos especificos, anti-Vi principalmente, y las pruebas de -
campo seguidas de un periodo prolongado de observacién epi-
demioldgica (¢ 3 afios? ¢ 5 afios o mas?) seran las que defi-

nan la verdadera utilidad inmunizante de la cepa estudiada.



CAPITULO I

GENERALIDADES
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GENERALIDADES.

Fiebre tifoidea

/
La fiebre tifoidea es un padecimiento que se

conoce desde la antigliedad. Hipbcrates y otros médicos ro-
manos de su época mencionan una enfermedad cuya sintomatolo
gia coincide con la de la fiebre tifoidea (5).

No fué hasta 1659 cuando - alGn sin llegar a
una diferenciacidén completa con otros procesos febriles -
Thomas Willis la describidé y en 1813 Bretonneau logrd expli
car los cambios histoldgicos de este pédecimiento, al cual
denomind con el nombre de "dothienteritis". Por sus carac-
teristicas fué confundido con el tifo, por lo cual se le de
nominé "tifoidea". Hasta 1837 Gerhard logrd hacer por pri-
mera vez una diferenciacidén entre ellos y fué Bartlett en -
1842 el que logrd diferenciarlo completamente (5).

Tratando de encontrar el agenteletiolégico que
ocasionaba la enfermedad, Budd - en 1856 - lo definidé como -
una enfermedad que es producida por la ingesta de alimentos
y agua contaminados, ya sea directamente con las heces de -
un enfermo o bien por las manos de las personas que atendian
dichos enfermos. Una segunda teoria establecia que se debia
a la dispersidén del agente en el aire (5).

En 1863 Morston establecid el diagndstico dife
rencial entre fiebre tifoidea y fiebre de Malta o Brucelosis,
y no fué sino hasta 1880 cuando Eberth logrd descubrir el --

agente etioldgico de la fiebre tifoidea, al cual denomind -
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Eberthella typhosa siendo ésto un avance crucial para el diag

néstico (5).

Gaffky, en 1884, logrd el cultivo de E. typhosa

y le cambidé el nombre a Salmonella typhi, haciendo hincapié -

sobre la teoria de Budd acerca de que la enfermedad proviene
de alimentos y agua contaminados y descartando la posibilidad
de adquirirla por medio de dispersidn en el aire (5).

Habiendo podido cultivar Salmonella typhi, Wi-

dal logra a través dé experimentos, describir un procedimien
to de laboratorio que lleva su nombre y.que consiste en una

aglutinacién. Este método es de gran utilidad en la actuali
dad, para el diagndéstico de la fiebre tifoidea, sobre todo -
en los casos en que los cultivos son negativos (5).

Fueron Pfeiffer y Kolle los que realizaron la
primera inoculacidén profildctica en 1896 mediante la adminis
tracién de gérmenes muertos; siguiéndolos Wright y Semple en
1897'

Sintomatologia.

El periodo de incubacién de la fiebre tifoidea
es de 8 a 14 dias. Los sintomas generales del padecimiento
son: calosfrios, cefalea, anorexia, en algunos casos epista
xis, vémito, dolor abdominal y constipacidén o diarrea. La
duracién del padecimiento varia, siendo generalmente de 4 a
5 semanas.

Durante la primera semana de la enfermedad hay

elevacién de la temperatura, que puede alcanzar hasta 39 y -



40° C, la lengua se pone saburral y blanca, el abdomen estd

distendido y doloros; ademds de que se presenta cefalea y -

constipacidén. En esta primera semana puede aparecer creci-

miento del bazo, y en los nifios aparecen manchas rojas en la
piel.

En la segunda semana la fiebre persiste alta, el pul
so y la respiracidén se aceleran, hay cefalea y sopor, aparece
diarrea y en algunos casos puede presentarse la muerte por -
complicaciones intestinales como perforacidén o hemorragias.
La temperatura tiende a bajar el l4o. dia.

Durante la tercera semana el pulso persiste acelera-
do, la temperatura presenta remisiones matutinas, ‘hay pérdi-
da de peso y debilidad; pueden aparecer complicaciones pulmo
nares, debilidad cardiaca, delirio y temblores musculares.

A partir de la cuarta semana se presenta la convales
cencia durante la cual, la temperatura se va normalizando po
co a poco, se suspende la diarrea y el enfermo recupera el -
apetito.

En casos graves, a partir de la quinta semana se acen
tGan los sintomas de la tercera semana y aparecen, a veces, -
problemas circulatorios y otras complicaciones que ponen en -
peligro la vida del enfermo. Las recaidas pueden presentarse
durante la quinta y sexta semana.

Las complicaciones estan relacionadas con las toxinas
y con la postracién y entre las mds frecuentes tenemos: bron-

coneumonia, trombosis venosa, neuritis periférica, signos me-
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ningeos (no causado por problema meningitico) y anemia hemo-
litica. En relacidén al aparato digestivo se puede presentar
perforacidén intestinal, hemorragias y colangitis agquda.
Diagnéstico.

Debera basarse primeramente en la presencia de datos
clinicos obtenidos durante la exploracidén e interrogatorio -
del paciente, corroborados por los datos de laboratério, co-
mo son:

a) Leucopenia y neutrofilia relativa, no siempre constantes,

b) El aislamiento de la Salmonella a pértir de una muestra de
sangre circulante es el método mas preciéo en el diagndsti
co bacterioldgico y tiene una mayor probabilidad de culti-
vos positivos (80-90%) durante la primera semana (6).

) c) Reaccidn de Widal que pone de manifiesto la presencia de
aglutininas especificas para antigeno somitico y flagelar.

También se puede realizar el coprocultivo como método
diagnéstico pero no, es de certeza en lo que a infeccidén agu-
da se refiere, pues se pueden obtener resultados positivos en
casos deportadores sanos. La mayor positividad a Salmonella
typhi en heces (25 % de los casos) se observa después de la -
segunda semana de evolucidn (6).

Salmonella typhi puede ser encontrada en cultivo de

orina cuando el paciente presenta cierto tipo de septicemia y
el gérmen se ha localizado en el rifién (6).
Otros métodos complementarios para el diagndstico de

fiebre tifoidea son el cultivo de médula dsea y el cultivo -
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del codgulo en una muestra de sangre total estéril (6).

Reaccidén de wWidal.

También conocida como reaccidénde aglutinacidén en tu-
bo, es de gran valor para el diagndstico de la fiebre tifoi-
dea, ya que la demostracibén de un titulo elevado de aglutini
nas especificas es aceptado como evidencia definitiva de una
infeccién por Salmonella typhi. La reaccidn se lleva a cabo
con diluciones seriadas (miltiplos de 2) del suero problema
y partes iguales de los antigenos "O" y "H" de la salmonella.

Los resultados se interpretan de la siguiente manera:
1.- "O0" alto (1;160 o mads) y "H" bajo sugieren que hay infec-

cidén activa en ese momento.
2.- "0" bajo y "H" alto (1:160 o mds) sugieren una infeccidn
o vacunacién en el pasado.

Asi pues las aglutininas’ "O" parecen ser mas signifi-
cativas, ya que en algunos casos no se detectan las aglutini-
nas "H". Por otro lado, las aglutininas "O" son de mayor va-
lor diagndstico porque desaparecen mas rapidamente que las -
aglutininas "H" mediante pruebas seriadas y como resdltado -
de una vacunacidén. La presencia de facciones antigénicas so-
maticas("0") en distintas especies de salmonellas amplia el -
rango de la prueba para la deteccidn inicial de la infeccién
puesto que el reactivo puede detectar.anticuerpos en otros ti
pos de salmonellosis.

Las aglutininas Vi no son necesarias para el diagnds-

tico de la fiebre tifoidea, ya que rara vez aparecen en la san
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gre de pacientes en ausencia de aglutininas "O" y "H"; sin
embargo, un titulo alto contra el antigeno Vi sugiere esta-
do de portador (7).

Fijacidén de Superficie.

Considerando las dificultados que diversos autores
han sefialado sobrg la interpretacidén de la reaccidn de Wwidal
y lo inseguro de los resultados obtenidos con el uso de los
llamados antigenos rédpidos; Ruiz Castafieda (8) desarrolld un
nuevo método llamado "“fijacidén de superficie" que a una gran
rapidez de ejecucidn se agrega la notable especificidad de
la reaccidén antigeno-anticuerpo.

La prueba de fijacidn de superficie se hace sobre un
tipo especial de papel filtro cuya caracteristica principal
es la de absorber por capilaridad ascendente a velocidad tal
que una tira de 5 pulgadas se moje en su totalidad en 15 a 20
minutos.

La designacidén de "fijacidén de superficie" significa
lo que ocurre cuando se produce una reaccidén antigeno-anti-
cuerpo al aplicar sobre la mancha de antigeno un suero que -
contenga los anticuerpos correspondientes. Si sobre la man-
cha se aplica suero normal, al poner en contacto con la solu
cidén salina, y ascender ésta por capilaridad, el antigeno co
rrerd a la parte superior del papel; si la mancha se trata -
con suero que contenga los anticuerpos correspondientes, la

mancha quedarid fija al papel en el sitio de impresién, o se
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desplazard distancias inversamente proporcionales al conte-
nido de anticuerpos en el suero. La prueba se debe llevar
a cabo usando siempre un control negativo (suero normal).

Segin Ruiz Castafieda, la prueba con 100% de fijacién
s6lo ocurre con sueros de conejos inmunizados son S. typhi y
en enfermos de todas edades con tifoidea confirmada. E1 75%
de fijacidn ocurre en pocas ocasiones en adultos aparente-
mente libres de salmonellosis, pero es un dato que debe ha-
cer sospechartifoidea en enfermos de todas edades. En cam-
bio un 50% de fijacidén sélo puede ser tomada en cuenta como
indicacién de posible infeccidén en menores de 14 afios. Ti-
tulos menores de 50% han sido observados en enfermos de ti-
foidea menores de 5 afios y titulos de 25% sdlo deben consi-
derarse con la debida reserva en menores de 3 afios.
Tratamiento.

La historia del tratamiento de la fiebre tifoidea
se puede dividir en dos etapas: la época preantibidtica y
la de los antibidticos.

En la etapa preantibidtica el tratamiento estaba ba-
sado en una dieta adecuada, hidroterapia, antipiréticos y el
uso de vacunas y Ssueros.

La era de los antibidticos se inicia en 1948 que es
cuando se publican los primeros trabajos sobre el uso del -
Cloranfenicol, este medicamento es muy Gtil para cortar dras
ticamente la duracidén de la fiebre que es de 3 a 5 dias como

promedio. Ademas disminuye el estado de Toxemia y, por lo -
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consiguiente, la morbilidad y la mortalidad.

Para el mismo afio (1948) se emplean otros medicamen-
tos que quedan colocados en la era post-cloranfenicol como -
son: Aureomicina, Terramicina, Acromicinas, Penicilina en -
grandes dosis, Sulfonamidas, Estreptomicina, Polimixina, Si-
nematin B que se emplearon en enfermedades agudas y portado-
res sanos, pero el éxito fue limitado (6).

En 1951 Woodward y cols. y Smandel y cols. pﬁblican
recortes sobre el uso de cortisona y de cortisona combinada
con cloranfenicol para el tratamiento de la fiebre tifoidea
y observan que esta asociacidén de medicamentos tiene mayor
rapidéz de accidén que el cloranfenicol solo; pero las compli
caciones y recaidas se siguen presentando y se puede incre-
mentar el peligro con la asociacidn de éstos por lo cual se
abandona el uso de la asociacidén de farmacos (6).

En Africa desde 1971 se tratdé de encontrar otros me-
dicamentos que fueran Gtiles como el Trimethopirin (Bactrim)
y el Sulphamethoxasole (Septrim) (9).

Durante el afio de 1972 en México aparece una cepa re-
sistente al Cloranfenicol por lo cual el tratamiento se cam-
bia a ampicilina y anoxicilina (10). La resistencia de Salmo
nella typhi a cloranfenicol habia sido descrita ya por Auber
tin desde 1952 (11).

Respuesta humoral.

Un ataque de fiebre tifoidea confiere generalmente

cierta inmunidad. La recuperacién de la enfermedad esti aso
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ciada a la aparicidén de aglutininas en sangre y de anticuer-

pos bactericidas para Salmonella typhi. Estos anticuerpos -

alcanzan niveles apreciables durante la primera y segunda se

mana del padecimiento, al mismo tiempo que Salmonella typhi

desaparece de la circulacidn; sin embargo los anticuerpos -
pueden presentarse durante la fase aguda-del padecimiento (6).

En la prueba de aglutinacidén del suero los anticuer-
pos estan incrementados de la tercera a la quinta semana de
que se inicia el padecimiento (6).

La respuesta inmune humoral a Salmonella typhi ha si

do ampliamente estudiada en forma experimental y en forma na
tural. Los estudios en humanos son incompletos y hasta con-
tradictorios (12).

En forma experimental se ha establecido que en anima
les existe una marcada predominancia de los anticuerpos 19§
(IgM) para el antigeno somatico y valores bajos de anticuer-
pos 7S (IgG) resistentes al mercapto-etanol (12).

En reciente trabajo, Chernokhvstova (13) demostrd la
presencia de anticuerpos que reaccionan con el antigeno somd
tico en el suero tanto de individuos normales como de indivi
duos previamente inmunizados y en individuos en estadios avan
zados de la enfermedad.

Los anticuerpos presentes en la poblacién y los vacu-
nados pertenecen a inmunoglobulinas IgM y en individuos con
tifoidea son IgG e IgM. En portadores no se detecta IgM; los

anticuerpos IgG (7S) estén presentes en pacientes con enferme
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dad clinica. IgA humoral aparece en el suero de portadores
y de enfermos de tifoidea (13).

La presencia de anticuerpos.de diferente clase se
puede explicar por el distinto estimulo antigénico de que -
se trate; el método mas eficiente de estimulacidén antigena
es la enfermedad natural, debido a la mds o menos prolonga-
da bacteremia, a diferencia de la vacunacién que no produce
bacteremia. En portadores se piensa que los anticuerpos 19S
han desaparecido en>parte y los niveles de dichos anticuer-
pos son suficientes para prevenir la éparicién de la enfer-
medad pero insuficientes para eliminar al microorganismo pa

tégeno (13).
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Poder bactericida del suero.

El efecto protector de la sangre ha sido observado
durante mucho tiempo por diferentes investigadores. Asi, -
Von Behring en 1889 describid una sustancia presente en el
suero de varios animales gue actia contra bacilos aerobios
formadores de esporas; a este factor lo designdé con el nom-
bre de Bgtalisina para distinguirlo de la alfa lisina o an-
ticuerpos verdaderos que asociados al complemento producen
lisis de las bacterias gram negativas. Se diferené}an ade-
mas por el hecho de que las betalisinas carecen de especifi
cidad.

Myrvick y colaboradores (14) encontraron actividad

bactericida a Bacillus subtilis en sueros normales de dife

rentes especies animales; el suero de rata y de conejo tie-
nen cantidades apréciables de bactericidina activa contra -
dicho microorganismo. En humanos, el 50% de los individuos
estudiados poseia 2 unidades por ml de bactericidina, y el
otro 50% contenia cantidades menores; en fase aguda de infec
cién la cantidad de bactericidina fue mayor. Los gldbulos
blancos, en especial polimorfonucleares y monocitos, no cons
tituyen la fuente de bactericidina seglin los experimentos de
estos autores.

El mismo autor refiere que en conejos normales, - -
Mackie, Finkelstein y Van Rooyen encontraron una bactericidi
na no especifica que actia especialmente contra bacilos Gram

positivos, que Tillet demostrd una bactericidina en suero hu
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mano altamente activa contra estreptococo beta-hemolitico y
que otros autores descubrieron otras bactericidinas especi-

ficas para Staphylococcus aureus.

En la misma publicacidén se describe (por Wulf), una
sustancia no especifica termoestable, bactericida para alqu

nas cepas de Neisseria meningitidis. En el suero de dife-

rentes especies de mamiferos han sido detectadas también -
bactericidinas a muchos bacilos Gram negativos, principal-
mente a las mutantes rugosas de la familia Enterobacteria-
cea. Este efecto bactericida que depende del complemento,
puede ser inhibido por la presencia de un suero hiperinmune
dirigido al quimiotipo, que esta involucrado este anticuer-
pof contra el polisacdrido de la pared celular (15). El1 pa-
pel del complemento no es el mismo que en la inmunohemdlisis
sino depende del sistema properdina.

Ya que la mayoria de las células bacterianas pueden
ser destruidas por anticuerpos en presencia del complemento,
se cree que la accidn letal se explica por una estructura ce
lular comin y basica como es la membrana protoplasmitica. La
resistencia absoluta o relativa encontradas en algunas bacte
rias es debida en ambos casos a carecer de desarrollo o a blo
quear el acceso del componente final letal a esta estructura
basica y sensible. Si el complejo antigeno -anticuerpo sigue
la secuencia de activacién del complemento y la pared celular
permite la penetracién del componente letal hasta la membrana

protoplasmiatica, se produce la muerte celular.
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Esto se afirma de acuerdo al hallazgo general de que
colonias de organismos Gram negativos rugosos son sensibles
a pesar de que la cepa original sea lisa y resistente (3).

Existe la evidencia de que el huésped puede modifi-
car fenotipicamente cepas lisas virulentas, de tal manera -
que son convertidas en cepas sensibles a factores del suero
que puedan reaccionar con antigenos de cepas rugosas. Che-
did y colaboradores (16) encontraron en suero normal de ra-
tén un efecto bactericida que ha sido generalmente atribuido
a anticuerpos naturales del tipo "Q", éero estos autores se-
fialan como responsables a un factor del suero que reacciona
con ciertos antigenos de cepas rugosas expuestos posiblemen
te por enzimas que destruyen las cadenas laterales de las -
cepas lisas modificando asi la constitucidén de la pared ce-
lular.

En 1953 fué descrito por Adler que la bacteria puede
ser sensibilizada pasivamente por antigenos, y que anticuer-
pos especificos céntra estos antigenos inactivaban a la bac-
teria en presencia de complemento.

Rowley y Turner poco tiempo después encontraron que
la sensibilidad de estos organismos cubiertos era inversa-
mente proporcional al tamafio del antigeno empleado para cu-
brir. Esto indujo a proponer que un factor importante y de-
terminante de esta sensibilidad de la bacteria era la pared
celular, que afecta la distancia de la membrana protoplasma-

tica a la cual el complemento es activado (3).
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Reynolds y Rowley (17) han encontrado "in vitro" que
el sistema antigeno-anticuerpo-complemento es bactericida en
presencia de soluciones que parecen eliminar algunos compo-
nentes de la pared celular. Ejemplo de estas soluciones son:
el amortiguador de TRIS que tiene propiedades quelantes, el -
etanol amina y el veronal, que también tiene propiedades que-
lantes, y por consiguiente el efecto de estas substancias de-
saparece cuando se les afiada Ca++ o Mg++ a una concentracidn

0.002 Moles/1t.

El efecto bactericida del suero normal e inmune a bac
terias Gram negativas es generalmente mediado por una activa-

cién del sistema complemento. En el caso del suero normal, en

la reaccidén bactericida (segiin Pillemer) estéan involucrados

otros mecanismos como es el de la properdina, sustancia que -
junto con otros factores del suero denominados A y B activa el
sistema complemento sin la presencia de anticuerpos especifi-
cos Wedgwood, sin embargo, considera que es absolutamente nece
saria la presencia de anticuerpos (15).

El poder bactericida del suero hiperinmune se pone de
manifiesto mediante sensibilizacidén pasiva con un sistema he-
terbdlogo (suero alb@mina bovina - Anti suero albimina bovina)
y complemento, y el resultado es el mismo que Muechel (18) ha
descrito debido a la aparicidén de "agujeros" en la membrana -
bacteriana por un efecto secundario de la fijacidén del comple
mento al antigeno-anticuerpo.

Reynolds (19) ha clarificado la manera en la cual los

polisacaridos de cepas lisas resisten los efectos del anticuer
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po-complemento, y el mecanismo del tratamiento con TRIS las
hace sensibles por medio de un cambio en la configuracién fi
sica del lipopolisacarido y de una eliminacién de éste lo -
cual permite a las moléculas activadas de complemento, pene-
trar al interior de la membrana protoplasmitica. Evidencias
recientes sugieren que la fracpién lipida endotdxica del po-
lisacdrido puede activar el sistema complemento (3).

Se ha pensado que el efecto bactericida del suero nor

mal sobre bacterias Gram negativas se explica por un mecanis-

mo diferente al del suero inmune involucrando un consumo de
los seis componentes terminales del complemento, esto es, des
de C3 al Cg, y una disminucién minima de los tres componentes
primeros (Cy, C4 y C). No se sabe todavia con seguridad si -
esta activacién del complemento involucra anticuerpos y compo
nentes iniciales activos del complemento, ya que en experimen
tos previos se ha encontrado evidencia de un factor termoldbil
(56°C durante 30 min) en suero humano normal involucrado en la
reaccidén bactericida (15).

Ya que el lipopolisacdrido (in vitro) estd fijado a
los fosfolipidos de la pared celular, se ha propuesto que los

lipopolisaciridos y fosfolipidos pueden formar una doble capa

de una mezcla que integra la membrana bacteriana con la por-

cién polisacirida del lipopolisacdrido como la estructura mas
externa. El dafio a esta membrana se requiere probablemente -
para el efecto bactericida del suero, pero no se sabe con cla
ridad si ese dafio produce la muerte celular o solamente permi

te el acceso, a constituyentes mas profundos de la pared celu
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lar, de sustancias del suero, potencialmente nocivas como la
lisozima (15).

Como se ha mencionado anteriormente, el suero normal
de varias especies animales de mamiferos es bactericida a mu
chas bacterias Gram negativas, especialmente a las mutantes
rugosas de la familia Enterobacteriacea. Esta propiedad pue
de ser eliminada mediante sueros inmunes de Salmonella prepa
rados en conejos. Pero este efecto antibactericida estd res
tringido a mutantes homélogas, a mutantes cuya estructura de
lipopolisacarido sea similar o igual a la de la pared celular,
o0 a mutantes que pertenecen al mismo quimiotipo (20).

Los experimentos de Normann (20) han mostrado que la
actividad antibactericida tiene caracteristicas de IgG, ya -
que obtuvo un alto titulo después de inmunizacién por un pe-
riodo largo, localizd la actividad en el pico especifico de
"IgG al separarla por cromatografia en celulovsa-DEAE, demostrd
identidad con IgG por inmunoelectroforesis y coincidencia con
el coeficiente de sedimentacidén (Sw 20) 6.65 de la IgG de co-
nejo. Por otra parte no pudo demostrar actividad antibacteri
cida en la fraccidn IgM.

La diseminacidén de la fiebre tifoidea puede ser con-
dicionada por la naturaleza del medio en que vive el hombre;
cuando el medio es desfavorable el método empleado generalmen
te para el control de dicha enfermedad es la vacunacidén. Se
ha demostrado en algunos paises que las vacunas bacterianas

inactivadas ofrecen una significativa proteccién Y que las va
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cunas inactivadas por acetona son mads protectoras que las va-
cunas inactivadas por el calor-fenol. Sin embargo, se presen
tan en algunos casos reacciones adversas con ambos tipos de -
vacunas debido a la presencia de endotoxinas o de otras sus-
tancias tdxicas.

No se ha podido identificar el componente que sea uti
lizado como la sustancia protectora de la inmunidad humana en
fiebre tifoidea (21).

Ya se ha descrito que el antigeno Vi de Salmonella
typhi tiene un papel importante en la proteccidén del humano,
se ha estudiado el efecto de dicho antigeno obtenido en dis-
tintas formas, y se ha encontrado que el antigeno Vi aislado
por precipitacidén por CETAVLON (bromuro de hexadecil-timetil-
amonio) es 8 veces mas potente, en animales, que el preparado
a partir de Citrobacter. En 9ste mismo trabajo se demostrd -
que los anticuerpos anti Vi poseen actividad bactericida con-

tra varias especies de Salmonella typhosa. El papel de estos

anticuerpos bactericidas en la tifoidea no estd claro atn (21).

En un estudio comparativo Wong y colaboradores, demos-
traron que el antigeno Vi-Ty2 es nueve veces mas potente que
una vacuna de células completas inactivadas por acetona, en
pruebas de proteccidén al ratén (21).

Felix y Pitt relacionaron el incremento de virulencia
(en animales) producido por el antigeno Vi con su papel como
envoltura antigénica que protege al antigeno "O" de sus anti-

cuerpos especificos; de esta manera interferiria con la acti-
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vidad bactericida del suero (22). También se ha pensado que
el antigeno Vi podria inhibir la fagocitosis (22).

Wahdan y colaboradores (24) investigaron la importan
cia del anticuerpo "H", usando una vacuna tifosa preparada -

con una mutante inmévil de Salmonella typhi Ty2 y encontraron

que aunque la vacuna estimulaba altos titulos de anticuerpos
"O" y "vi", los datos de morbilidad obtenidos no indicaban -
que la vacuna protegiera contra tifoidea. Estos resultados
sostienen la tesis de que los anticuerpos "H" juegan un papel
importante en la proteccién del humano.

En experimentos hechos con vacuna monovalente inacti
vada por acetona-secado y vacuna polivalente acuosa (tifosa-
paratifosa) se encontrd que la efectividad de la vacuna, in-
dependientemente de la que se empleara, no dependia de la pro
duccidén de altos niveles de anticuerpos "O" y/o "Vi", y que -
esta respuesta podra depender de:

1.- que las aglutininas "H" jueguen un papel importan

te en la proteccidn.

2.- de factores del suero no identificados ain o bien

3.- de mecanismos de defensa del huésped (25).

Tapa y colaboradores (26) emplearon en humanos la va-
cuna inactivada por acetona-secado obtenida por el método mo-
dificado de Landy, y encontraron que dos dosis de esta vacuna
daban inmunidad a fiebre tifoidea por un periodo prolongado -
(5 afios aproximadamente) y que una sola dosis aunque daba tam

bien cierta inmunidad era en menor grado y que las personas -
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expuestas a una sola dosis eran mis susceptibles a recaidas.
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CAPITULO II

MATERTIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

La cepa de Salmonella typhi 4795 H denominada Stl uti

lizada en este trabajo fué aislada de hemocultivo en el Labo-
ratorio de Bacteriologia del Hospital del Nifio de la Institu-
cibén Mexicana de Asistencia a la Nifiez (IMAN), de un paciente
con diagndéstico de fiebre tifoidea.
Material
Tubos de ensaye de 140x160 con tapdén de algoddén estériles.
Tubos de ensaye de 13x100 con tapén de algoddn estériles.
Tubos de ensaye de 17x150 con tapdén de rosca estériles.
Cajas de Petri de 10x100 mm estériles desechables.
Matraz Erlenmeyer de 250 ml con tapén de algoddén estériles
Matraz Erlenmeyer de 50 ml con tapdén de algoddén estériles..
Probeta de 100 ml con tapén de algoddén estéril.
Matraz aforado de 1 000 ml.
Matraz aforado de 2 000 ml.
Pipetas de 1 ml1, 2 ml, 5 ml y 10 ml estériles.
Pipetas Pasteur estérileé.
Frasco ampula con tapén de hule estériles.
Mechero.
Asas de siembra.
Gradillas.
Palillos de dientes estériles.
Bafio maria 37°C.
Bafio maria 50°C.

Bafio de hielo.
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Microscopio estereoscdpico.

Congelador REVCO a - 70°C.

Congelador NIETO a-25°C.

Centrifuga refrigerada CHRIST modelo II KS.

Medios de cultivo y reactivos.

GELOSA~-SANGRE HUMANA.

Se usbé Agar-Tripticasa-Soya (BBL), cuya formula es:

Peptona tripticasa ......... 15.00 g

Peptona Fitona ........cc.c... 5.00 g

Cloruro de sodio ......... s+ 5.00 g

AGAE 4 5 e orsiscnioeeine s oo sivsiie e 15.00 g

Agua destilada ........ c.b.p. 1000 ml
+

El pH final debe ser £ 7.3. Se esteriliza durante
15 min. a 15 libras de presidén (121°C). Se deja enfriar a
50°C y se le afiada 5% de sangre humana desfibrinada estéril,
se mezcla muy bien y se vierte en cajas Petri estériles, a -
razén de 10 ml por caja aproximadamente.

CALDO-TRIPTICASA-SOYA

Peptona tripticasa .......... 5.00 g
Peptona Fitona ....... wwewmme D00 G
Cloruro de 80410 sswsssaswsis . 5.00 g
Agar ..... o B s SiSe SEes s 59489 - 15.00 g

Agua destilada .......c.b.p. 1 000 ml

El ph final debe ser de ¥ 7.3. se ponen alicuotas
de 10 ml en tubos de ensaye con tapdn de rosa y se esterili-
za durante 15 min. a 15 libras de presién (121°C). Guardar

en refrigerador.
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SOLUCION DE CLORURO DE CALCIO 0.3Moles/litro.
Cloruro de calcio (CaCl,.2H50).... 44.106 g
Agua destilada ........ « Qs Pesss 17000 ml
Se guarda en refrigerador en frasco color &mbar.
SOLUCION CLORURO DE MAGNESIO 1 Moples/litro.
Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0) ... 203.31 g
Agua destilada cc.coeeeen c.b.p. ... 1 000 ml
Se guarda en refrigerador en frasco color &mbar.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE DEXTROSA~GELATINA-VERONAL.
Solucidn I: Cloruro de sodio ....... ee... 85.00 g
Dietil-barbiturato de sodio . 3.25 g
Agua destilada fria .. c.b.p. 1 000 ml
Disolver el cloruro.de sodio y el dietil-barbiturato
de sodio en el agua destilada fria, mezclar bien hasta diso-

lucidén total.

Solucién II: Acido dietil-barbitirico ....... 5.75 g
Gelatina ...... S O o e Do DL e 2.00 g
Agua destilada caliente ........ 900 ml

Suspender el acido dietil barbitdrico con 900 ml

de agua destilada caliente y disolver completamente; afiadir la

gelatina y mezclar hasta disolucién total. Mezclar ambas solu

ciones y dejar enfriar. Agregar 5 ml de solucién de cloruro

de magnesio 1 Moles/1t y 5 ml de solucién de cloruro de calcio

0.3 Moles/lt y aforar a 2000 ml con agua destilada fria. Este-

rilizar 15 min. a 15 libras de presidén (121°C). Guardar en re-

frigerador en frasco color &ambar.
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Para ser utilizada esta solucidén amortiguadora se di-

luye con agua destilada estéril 1:5, y el pH final debe ser -

de 7.5.

Preparacidén de Salmonella typhosa deshidratada.

La cepa H 4795 - procedid como se dijo anteriormente
- de un aislamiento de un hemocultivo tomado de un nifio con
cuadro clinico de fiebre tifoidea. Una vez comprobada su -
identidad y pureza se sembrd en caldo tripticasa para obtener
un indculo grande, después de incubarse a 37°C. Se inocula-
ron con ella, botellas de Roux que contenian agar-tripticas-
soya y fueron incubadas 18 hs a 37°C. El crecimiento de cada
botella de Roux fué cosechado agregando 10 ml de agua desti-
lada; se mezclaron las cosechas individuales y se inactivaron
las bacterias, segiin el método de Landy (1).

Esta suspensidn fué centrifugada en una centrifuga
Universal modelo UV a 3 000 rpm durante una hora, se lavd -
con acetona (fria siempre) el sedimento y se resuspendid de
nuevo en acetona, dejando esta suspensidén a 37°C durante 24
hs. Pasado este tiempo, la suspensidén fué centrifugada al
mismo tiempo y ﬁ?la misma velocidad y el sobrenadante se eli
mind obteniéndose un precipitado bacteriano al que se le vol
vié a agregar acetona. Después de centrifugar de la misma -
manera, el sedimento se resuspendid en 100 ml de acetona y -
se mezcld con agitador magnético para obtener un material ho
mogeneo. Se distribuyeron alicuotas de 0.5 ml con ayuda de

jeringa automdtica y se fueron vaciando en frascos de 60 ml
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de capacidad, estériles, los cuales fueron colocados en un ga
binete de flujo .laminar estéril para eliminar totalmente la -
acetona.

Al momento de utilizarse, el residuo seco se diluyd -
con 50 ml de solucidn salina isotdénica y 0.01% de timerosal,
conteniendo cada frasco 7 mg de polvo seco que correspondia a
una determinacidén de proteina de 3.90 mg. Ya que se inyecta-
ron en cada dosis 0.5 ml de la suspensidén diluida haciendo los
cdlculos aritméticos adecuados este volumen corresponde a 0.039
mg de proteina.

Obtencidén de sueros inmunes.

Los sueros inmunes utilizados en el presente trabajo
se obtuvieron mediante la inoculacidén de la vacuna a 8 conejos
de raza Nueva Zelanda albinos, de 3.5 Kg. de peso cada Gno, 7
machos y una hembra.

Los conejos fueron alimentados con purina-conejina y
la vigilancia y supervisién de los mismos estuvieron a cargo
del personal del Bioterio del Hospital del Nifio IMAN. Cada
uno de los animales se les dié un nimero como método de iden-
tificacién (del 1 al 9) y se le extrajeron 10 ml de sangre an
tes de inocularlos por primera vez. El esquema de vacunacidn
empleado fue establecido en forma totalmente arbitraria. En
cada una de las inyecciones especificadas en dicho esquema se
emplearon 0.5 ml del antigeno Salmonella typhi.

El nimero de vacunaciones para cada uno de los conejos

fue de cuatro en total. La primera inyeccién fue administrada
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por via intraperitoneal, las otras 3 por via endovenosa; el
lapso de tiempo comprendido entre las tres primeras inyeccio
nes fué de tres dias, y las muestras de sangre para titula-
cidén de anticuerpos fueron obtenidas 7, 14, 21 y 28 dias des
pués de la tercera inoculacidén. La cuarta o sea la Gltima va
cunacidén fué aplicada a los 35 dias de la primera, y todavia
se obtuvo una sexta muestra de sangre a los 30 dias de esta
Gltima inmunizacién.

Las muestras obtenidas se colocaron en tubos estéri-
les con tapdén de rosca, y se dejaron reposar hasta la separa
cidén total del suero. Una vez separados se tomaron con pipe
ta Pasteur estéril y se pasaron a tubos de 13 x 100 mm esté-
riles con tapdn de hule; la centrifugacién se hizo en frio en
una centrifuga refrigerada marca CHRIST. El suero obtenido -
se volvidé a separar y a centrifugar por segunda vez en las -
mismas condiciones para eliminar cualquier resto de eritroci-
tos. Una vez terminada la segunda centrifugacidén, se proce-
did a pasar los sueros con pipetas Pasteur estériles a tubos
de 13 x 100 mm estériles con tapdén de hule y previamente eti-
quetados. Se guardaron a-20°C. ‘

El nGmero total de muestras de sangre obtenidas para
cada animal fué de seis, excepto en los conejos 2, 3 y 7 que
fallecieron después de la inyeccidén de refuerzo por causas -

ajenas a la vacunacién.

Obtencién de complemento.

La fuente de complemento empleada fué suero de cobayo.



—3D
Los animales fueron sangrados por puncién cardiaca, recogien-
do las muestras en tubos con tapdn de rosca estériles; se co-
locaron inmediatamente en bafio de hielo y se dejaron reposar
hasta separacidén del suero. Se centrifugaron a 2000 rps du-
rante 10 min. en centrifuga refrigerada. Los sueros se reco-
gieron con pipeta Pasteur estéril y mezclaron en un solo tubo
con tapdén de rosca estéril y centrifugdndose en iguales condi
ciones por segunda vez. ée tomaron alicuotas de 1 ml con pi-
peta estéril y se colocaron en frasquitos con tapén de hule,
también estériles. Se guardaron a -70°C.

Para esta prueba y todas las subsecuentes se utilizd
dextrosa-gelatina-veronal como diluyente, exclusivamente.

Cuenta bacteriana.

La cepa de Salmonella typhi H 4795, se sembrd en gelo

sa-sangre y se incubd a 37°C durante 24 hs; de una de las co-
lonias aisladas obtenidas se sembrd una en caldo nutritivo y
se incubd a 37°C por 24 ‘hs.

De la suspensién bacteriana se hicieron diluciones de
miltiplo serie de 10 a partir de 107! hasta 10719; cada dilu-
cidén se hizo en un volumen de 1 ml y se sembrd 0.1 ml de esta
suspensién en agar-tripticasa-soya, incubadndose a 37°C duran-
te 48 hs.

Después de ese tiempo se contd el nimero de colonias
presentes mediante la ayuda de un microscopio esteresocdpico

con aumento de 8X. Para la prueba bactericida se considerd

adecuada aquella dilucién que desarrollaba entre 30 y 300 co
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lonias por caja Petri (esto es, la dilucidén que presentaba
una concentracidén bacteriana de no mas de 3000 col/ml).

Titulacién de complemento.

El complemento fué titulado de la manera siguiente:
a una serie de 4 tubos conteniendo 0.2 ml de las diluciones
del suero de cuy (en miltiplos de 2) y expresados como la re
ciproca de la dilucidn comenzando de 1:10 hasta 1:80 y se -
les afiadié 0.2 ml de un suero hiperinmune de conejo anti-an
tigeno somitico inactivado y diluido 1:10; 0.2 ml de suspen
sidén bacteriana conteniendo aproximadamente de 2 a 3 x 103 -
colonias/o.lvml llevando a 1 ml con el diluyente. Los tubos
control fueron 4 tubos que contienen lo mismo que los ante-
riores excepto el suero hiperinmune; el control de la suspen
sién bacteriana consistié en 0.2 ml de la dilucién de bacte-
rias mis 0.8 ml del diluyente. E1 control del complemento--
consistidé en 0.2 ml de complemento diluido 1:10 mas 0.8 ml -
del diluyente.

Se incubaron los tubos a 37°C durante 1 h en bafio de
agua; después de la incubacidén se tomaron alicuotas de 0.1 ml
de cada dilucién y se sembrd en agar-tripticasa-soya; incuban
do a 37°C por 48 hs. La cuenta de microorganismos vivos se -
hizo con ayuda de mic¢roscopio esteresocdpico utilizando el au
mento 8X.

El titulo adecuado de complemento serd la dilucién que
dé el 50% de muerte bacteriana, cuando se compara con el corres

pondiente tubo control, esto es, el que no contiene suero hiper
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inmune. Ademds de que los controles de suspensidn bacteriana
no difieran més del 15% de los tubos control y el control de
complemento no muestre desarrollo bacteriano.

Poder antimicrobiano.

A una serie de tubos conteniendo 0.2 ml de las dilu-
ciones variable de 1:10 hasta 1:5 120 expresadas como el reci
proco de la dilucidén de sueros de conejos (en miltiplos de -
dos) se les afiadieron 0.2 ml de complemento diluido a una di-
lucidén determinada como ya se explicd, 0.2 ml de suspensidn -

bacteriana conteniendo aproximadamente de 2 a 3 x 103

colonias/
0.1 ml y llevando a 1 ml con el diluyente. Los tubos control
contienen lo mismo que los anteriores excepto el complemento.
El control de suspensidén bacteriana consistidé en 0.2
ml de dilucién de trabajo mids 0.8 ml del diluyente; el control
de complemento y suspensidén bacteriana consistid en 0.2 ml de
la dilucién de trabajo de la suspensién bacteriana, 0.2 ml de
complemento diluido al titulo Sptimo y 0.6 ml de diluyente.
Todos los tubos se incubaron a 37°C por 1 h en bafio
de agua; pasado el periodo de incubacidén se tomaron alicuotas
de 0.1 ml de cada dilucidn y se adicionaron a agar-tripticasa-
soya, incubandose a 37°C durante 48 hs.
Las cuentas de colonias se efectud empleando un mi-

croscopio esteresocdpico con aumento 8X .

Unidades 50% bactericidas. (UB 50%)

El porciento de bacterias muertas se obtiene al rela-

cionar los resultados de las cuentas bacterianas de los tubos
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de prueba (diluciones del suero mds complemento mds dilucidn
de bacterias) con los resultados del tubo control (dilucio-
nes del suero mas dilucién de bacterias); los porcentajes se
graficaron en papel de unidades de probabilidades contra el
logaritmo de cantidad de suero (expresada en ml) contenida
en la muestra y los puntos obtenidos se unieron dando una 1li
nea recta. El punto donde se intersecta ésta con el 50% se
extrapold a las ordenadas "cantidad de suero", obteniéndose
asi la unidad que producia el 50% de accidén bactericida; es-
tas unidades se expresan por ml.{de suero haciendo la propor-

cidén (27).



ml

suero expresada en

de

cantidad

©0.0005 |

GRAFICA 1

DETERMINACION DE LA UNIDAD 50% BACTERICIDA EN SUERO DE CONEJOS

% de bacterias muertas

10 20 30 40 50 60 70 80 90
! 1 T LI T T T T
[

0.00125}
0.00lf = == = == == = == ———

0. 00062}

0.01 |

0.0076/ === == = = = = — == ===

0.005

s

0.0017

0.00125 ¢
0.001 y




—B9-

CAPITULO III

RESULTADOS
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos al determinar el poder bac-
tericida de los sueros de conejos inmunizados con la vacuna
St; estén éoncentrados en el cuadro 1. Se expresa como el -
reciproco de la dilucidén que mostrd poder bactericida cerca-
no al 50%.

En el conejo marcado como 4 el di; cero o sea el que
corresponde al suero de preinmunizacidén no mostrd poder bac-
tericida; a partir del dia 7 la dilucidn cercana que muestra
el 50% de poder bactericida fué de 1:10, aumentando gradual-
mente, asi el dia 14 la dilucién fué de 1:40; el dia 21 fué
de 1:80 siendo ésta la maxima dilucién alcanzada; en el dia
28 y 59 la dilucidén que mostrd el 50% de poder bactericida
fué menor, siendo en ambos casos de 1:40.

Tomando en consideracidén los porcentajes obtenidos
cercanos al 50% de poder bactericida que corresponden a las
diluciones se encuentran en el cuadro 2.

En el conejo 4 la muestra de preinmunizacidén (dia
cero) no presentd ningln valor; en el dia 7 el porcentaje
de bacterias que no crecieron fué de 56%, aumentando el dia
14 a 57%; el dia 21 a 60%, en el dia 28 fué de 62% y el dia
59 el porcentaje disminuyé a 53%. La representacidén grdfica
de diluciones y porcentajes cercanos al 50% de poder bacteri
cida correspondientes a las muestras del conejo 4 estan en
la grafica 2.

Las graficas que representan los niveles de unidades
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CUADRO No. 1

DILUCIONES DEL SUERO DE CONEJO EXPRESADAS COMO RECIPROCAS

QUE MUESTRAN PODER BACTERICIDA CERCANO AL 50%

DIAS POST VACUNACION
CONEJO
0 7 - 14 21 28 59
4 - 10 40 80 40 40
5 - 20 40 160 40 20
6 10 - - 10 20 10
8 = = 160 - - 160
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RO No.

2

PORCENTAJES QUE MUESTRAN EL PODER BACTERICIDA CERCANO

AL 50%
DIAS POST VACUNACION

CONEJO

0 4 14 21 28 59
4 - 56% 57% 60% 62% 53%
5 - 49% 50% 24% 50% 24%
6 68% - = 34% 56% 62%
8 - - 72% - - 56%
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50% bactericidas tienen escalas de diferente valor asi la gra
fica 3 y 5 estdn a una escala que va de 0 a 1 200 unidades, -
la grafica 7 va de 0 a 300 y la gréfica 9 va de 0 a 2 700.

Los datos expresados en unidades 50% bactericidas se-
gin el método empleado por Takane (27) fué explicado anterior
mente en el capitulo de material y métodos, los datos se en-
cuentran en el cuadro 3.

En la muestra de preinmunizacidén o dia cero el suero
del conejo 4 no tuvo poder bactericida;en el dia 7 se deter-
miné un nimero de unidades 50% bactericidas de 131 U/ml; el
dia 14 aumentaron a 450 U/ml y se alcanzé el dia méximo el -
dia donde hubo 1 000 U/ml; a partir del dia 28 las unidades
50% bactericidas disminuyeron siendo de 588 U/ml y el dia 59
de 434 U/ml.

La representacidén grafica de datos de unidades 50%
bactericidas correspondientes al conejo 4 estan en la grafi-
ca 3.

Los resultados obtenidos en las muestras del conejo
marcado como 5 indicaron que en relacién a diluciones cerca-
nas al 50% de poder bactericida el dia cero o preinmunizacidn
tampoco presentd poder bactericida; a partir del dia 7 la pri
mera dilucién cercana fué de 1:20, aumentando paulatinamente,
asi, el dia 14 fué de 1:40 alcanzando la maxima dilucién el -
dia 21, esto es 1:160; el dia 28 la dilucidn cercana al 50%
de poder bactericida disminuyé a 1:40 y eldia 59 bajd a 1:20.

Estos datos estdn representados en el cuadro 1.
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Los porcentajes correspondientes a estas diluciones
en el dia cero no se observé ningln valor; en el dia 7 el po
der bactericida fué de 49%; en el dia 14 de 50%; en el dia -
21 de 24%; en el dia 28 de 50% y en el dia 59 de 24% (cuadro
2).

Los resultados de diluciones y porcentajes cercanos
al 50% de poder bactericida correspondientes al conejo 5 es-
tan expresados en la grafica 4.

La gradfica 5 muestra la representacidén de los datos
del conejo 5 indicados como unidades 50% bactericidas, dichos
datos estédn concentrados en el cuadro 3. En el suero de pre-
inmunizacidén no se detectd ninguna unidad; en el dia 7 apare-
cieron 166 U/ml; se observd un aumento en las dos siguientes
muestras siendo en el dia 14 de 400 U/ml y en el dia 21 de
1 250 U/ml, la representacién de estos valores se observan en
la grafica 5; en el dia 28 y 59 los valores de unidades 50% -
bactericidas fueron de 400 U/ml en el 28 y de 125 U/ml en el
dia 59.

En el conejo marcado como 6 los datos de diluciones
cercanos al 50% de poder bactericida fueron en el dia cero
o0 suero de preinmunizacién de 1:10 expresado como la reci-
proca de la dilucién; en el dia 7 y 14 no aparecid ningin va
lor, en el dia 21 se volvid a obtener dilucidn cercana al 50%
de poder bactericida siendo de 1:10 aumentando a 1:20 el dia
28 siendo éste el valor mas alto obtenido en dilucidn; el dia

59 la dilucidn bajd de 1:10.
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CUADRO No. 3

UNIDADES 50% BACTERICIDAS

DIAS POST VACUNACION
CONEJO
0 7 14 21 28 59
4 - 131 454 |1 000 588 434
5 - 166 400 |1 250 400 125
6 111 - - 90 285 116
8 - - 2 564 - - 1896
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GRAFICA 5.
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El valor porcentual en el dia cero fué de 68% siendo
éste el porcentaje mads alto de las muestras de suero corres-
pondientes al conejo 5; en los dias 7 y 14 no hubo ningln va
lor; el di# 21 reaparecidé el porcentaje cercano al 50% de po
der bactericida siendo de 34%; el dia 28 aumentd a 56% y el
dia 59 a 62%.

Los datos estén concentrados en el cuadro 2 y corres-
pondiente a la grédfica 6. Los datos de dilucidn y porcentajes
cercanos al 50% de poder bactericida del conejo 6.

Los datos de unidades 50% bactericidas (cuadro 3) ex
presados graficamente en la grafica 7 muestran que el dia ce
ro o preinmunizacidén las unidades fueron 111 U/ml; desapare-
ciendo los valores el dia 7 y el dia 14; en el dia 21 de 94
U/ml; el dia 28 de 285 U/ml que fué el valor mas alto obteni
do de unidades 50% bactericidas en el conejo 6; en el dia 59
las unidades bajaron a 125 U/ml.

Los datos correspondientes a las muestras del conejo
8 no mostraron en el dia cero y el dia 7 poder bactericida,
en el dia 14 1la dilucién cercana al 50% de poder bactericida
fué de 1:160; el dia 21 y 28 desaparecen los valores; el dia
59 se volvid a obtener dilucién siendo de 1:160. En este ca
so se puede decir que ambas muestras obtuvieron el mds alto
valor de dilucién cercana al 50% de poder bactericida ya que
ambas son iguales (dia 14 y 59).

Los resultados porcentuales (cuadro 2) no demostraron

valores el dia cero y el dia 7; el dia 14 fué de 72% siendo
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éste el mayor porcentaje alcanzado; el dia 21 y el dia 28 no
aparecid ningin valor porcentual y el dia 59 fué de 56%.

La grafica 8 corresponde a los datos obtenidos en el
conejo 8 expresados como dilucidn y porcentajes cercano al 50%
de poder bactericida.

No hubo unidades 50% bactericidas en las muestras del
conejo 8 correspondientesba dia cero y dia 7, pero el dia 14
las unidades bactericidas‘fueron de 2 564 U/ml; en el dia 21
y 28.no se observd poder bactericida y en el dia 59 de 1 896
U/ ml. La grafica 9 representa estos datos, concentrados en

el cuadro 3.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos aparentemente demostraron un
poder bactericida semejante, pero si se consideran las delucio
nes utilizadas, se observa variabilidad. Con el objeto de com
parar de una manera mis uniforme los resultados, se utilizd la
unidad 50% bactericida que es la misma empleada en la determi-
nacién de complemento, puesto que se trata del mismo principio
o sea, determinar el volumen de un suero que es capaz de des-
truir el 50% de las células presentes.

Utilizando este sistema, el suero del conejo 4 mostrd
su mayor actividad el dia 21 post-vacunacidén (grifica No. 3).
En el suero del conejo 5 se observd el mayor poder bactericida
también en el dia 21 post-vacunacién (grdfica No. 5). Por -
otra parte, los conejos 6 y 8 difieren considerablemente de -
los conejos 4 y 5. El suero del conejo 6 mostrd su mayor con
centracidén de sustancias bactericidas 28 dias post-vacunacién
siendo que éste fué el Ginico animal que presentd sustancias
bactericidas (111 UB 50%) antes de la administracidén del anti
geno. Quizd este retraso en alcanzar el valor maximo bacteri
cida se deba a eliminacién del antigeno o a formacidén de com-
plejos inmunes que no actuén antigénicamente como Salmonella
typhi.

El conejo 8 presentd su nivel bactericida mads alto en
el dia 14 post vacunacién disminuyendo ese nivel para el dia
21, cuando no hubo poder bacterigida. No se considera que es

ta ausencia de poder bactericida pueda ser un error en la de-
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terminacién ya que 7 dias después (dia 28) persiste el valor
de cero. Sin embargo, en este animal el poder bactericida,
en el dia 59 es casi de la misma magnitud que el del dia 14.
Se piensa éue esta respuesta tardia sea individual, o quiza
se deba a que estén presentes anticuerpos de una avidéz ma-
yor para las bacterias, que las destruyan o bien debido a un
fenémeno de prozona segin Norman (20). Este fendémeno de pro
zona ha sido observado por este anterior (20) cuando los ti-
tulos de anticuerpos son elevados, esto sucede en el caso -'
del conejo 8 como lo demuestran los resultados de Salazar -
(28) quien empleando los mismos sueros del presente estudio
investigd la presenqia de aglutininas somaticos y flagelares,
asi en el dia 14 hay un valor de 2 564 UB 50% y sin embargo
la reciproca del titulo de la aglutinacidn es 8 veces menor
que en el dia 7 no sucediendo ésto en los conejos 4 y 5 y ni
en el 6 ya que no disminuye sino que se eleva. La relacidn
existente entre este fendmeno y la presencia de anticuerpos
resistentes a sustancias reductoras no es posible hacerla ya
que se trabajd unicamente con sueros no tratados.

Esta ausencia de poder bactericida no incapacita al
conejo 8 que en el dia 59 post vacunacidén alcance un valor de
1 896 UB 50%. También hay que considerar que quizd se trate
de anticuerpos dirigidos a un antigeno especifico ya que se

observan anticuerpos al antigeno 9 de Salmonella typhi que

son de menor poder bactericida (4). Este mecanismo probable
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mente es importante para obtener una mayor elevacién de sus-
tancias bactericidas en el suero de un animal inmunizado. -
También podria pensarse en anticuerpos de actividades biolé-
gicas diferentes, como lo sefiala Schulkind y colaboradores -
(29), en la respuesta secundaria en animales inmunizados con

10

bacterias vivas a una concentracién de 107, siendo mucho més

efectivos como protectores estos anticuerpos en la respuesta
secundaria.

El comportamiento del conejo 6 en los dias 7 y 14 se
debe posiblemente a una inhibicién de sintesis de anticuer-
pos bactericidas o sustancias bactericidas, como ha sido de-
mostrado previamente por Schulkind (29). Otra posibilidad po
dria ser que los anticuerpos presentes en el suero del mismo
conejo (Salazar (28)) tuvieran un efecto inhibidor de la sec-
cidén bactericéida: como ha sido demostrado por Norman (30). Se
piensa que esto dltimo sea factible ya que Salazar encontrd
disminucién de los anticuerpos resistentes al ditiotreitol
(D.T.T.) hacia el dia 21 pero no en los conejos 4 y 5 que no
presentan inhibicidén del poder bactericida. Ndrman no sefiala
este efecto en sueros hiperinmunes sino sélo en sueros norma-
les. Por Gltimo, también podria pensarse en la presencia de
un inhibidor que afectara Gnicamente la respuesta bactericida
sin tener efecto en la sintesis humoral.

Los resultados de Salazar muestran cﬁrvas muy semejan

i

tes en los conejos 4 y 5. Si se relacionan los titulos de an

ticuerpos no susceptibles a sustancias reductoras (probablemen
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te pertenecientes a la clase 7S) y los del presente estudio,
se puede suponer que el poder bactericida sea debido a anti-
cuerpos de la clase 19S5 y no de la clase 7S, es decir, anti-
cuerpos susceptibles a sustancias reductoras, con gran acti-
vidad bactericida. Se sugiere la conveniencia de efectuar -
un estudio con sueros tratados con ditiotreitol (D.T.T.) pa-
ra determinar si el poder bactericida de esos anticuerpos o
sustancias presentes en el suero son capaces de resistir la
accidén del agente reductor.

Quiza en los conejos 4, 6 y 8 (antes de la vacunacidn)
segun los datos de Salazar (28) la presencia de anticuerpos -
susceptibles a sustancias reductoras parecen no tener poder -
bactericida excepto en el caso del conejo 6. Esto no se re-
fiere al conejo 5 ya que en éste no hubo anticuerpos agluti-
nantes.

También podria pensarse que la inhibicién del poder
bactericida (conejo 6 y 8) es debida a la ausencia de anti-
cuerpos a un determinado receptor bacteriano por competencia
en la sintesis de ellos (31).

Es importante dilucidar en cada uno de esos animales
cuil de los dos mecanismos de accién del complemento estd in
volucrado. El cldsico de reaccidén de los 11 componentes del
complemento o el del camino alterno (15).

O si mediante la sensibilizacidn pasiva en conejos
inmunizados del mismo modo se demuestra una inhibicidn del

poder bactericida y tratar de relacionar ésta a una especifi
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cidad determinada. Asi como también determinar la relacién
que pudiera encontarse entre respuesta inmune de ribosomas -
que contengan determinantes antigénicos y que fueran capaces
de producir.sustancias bactericidas durante la inmunizacidn
(33)-

Por Ultimo, este estudio deberia complementarse con
la administracidén después de la inmunizacién y a diferentes

intervalos de dosis orales y parenterales de Salmonella typhi

viva a animales susceptibles a este agente, para determinar
si esos anticuerpos bactericidas son realmente protectores.
Una alternativa seria tratar de determinar, en ratones o en
conejos, si las bacterias administradas sobreviven en anima-
les control y en animales inmunizados con este antigeno.
Este trabajo estd dirigido a determinar si la vacuna

de Salmonella typhi preparada en la forma que se indicd ante

riormente es capaz de producir la aparicidén de "poder bacte-
ricida" en el suero de conejos inoculados con ella. Conside
ramos de importancia tratar de definir el papel que juegan es
tas sustancias bactericidas en la defensa contra los microor-
ganismos patdgenos, puesto que hasta ahora sélo se conoce su

efectividad "in vitro".
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RESUMEN
Se determind el poder bactericida en los sueros de
conejos inmunizados con vacuna preparada a partir de una -

cepa epidémica autdctona de Salmonella typhi expresdndolo

como unidades bactericidas 50% (UB 50%).

Después de graficar el nimero de unidades bacteri-
cidas, dos de los conejos (4 y 5) presentaron curvas muy se
mejantes que alcanzaron su valor maximo 21 dias después de
la tercera vacunacidn.

El conejo 6 difirid de éstos en que presentd su va
lor méaximo 7 dias después que los conejos 4 y 5 debido pro
bablemente a la presencia de sustancias bactericidas antes
de la inmunizacidén. Se propone para este retraso una serie
de eventos.

El conejo 8 presentd una respuesta diferente en la
que se aprecia un fendémeno de prozona segin Normann (20) -
gue se piensa da como resultado la produccién de titulos -

mas elevados de sustancias bactericidas.
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