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TRABAJOS ORIGINALES

Valor diagnéstico de las reacciones de aglutinacidn en fiebre tifoidea

Por HECTOR SO0Sa

Desde que WinarL aplicara al diagnostico de la tifqidea_la reaccion de agluti-
nacién conocida por su nombre, son muchas y contradictorias las opiniones sobre
su valor en la clinica. Al entusiasmo del primer momento se opuso la alarma de
quienes vieron razén de invalidez en las falsas reacciones, que aumentaron consi-
derablemente con ia practica y difusidn de la vacunacién antitifica.

Por fortuna, la aplicacién de las adquisiciones hechas por la bactericlogia ¢
inmunologia da a la investigacién de aglutininas para la bacteria de EBERTH,
siguiendo naturalrnente técpicas diferentes de la utilizada por :VVIDAL, un valor
diagndstico extraordinario. Las posibles causas de error son bien conocidas, asi
como la forma de evitarias, v puede ilevarse ¢l examen hasta convertizrlo en un
verdadero analisis v dosaje de anticuerpos que nos permite tener idea clara de
los antigenos causales v su relacidn con la enfermedad.

Puede afirmarse. en sintesis, que ¢l valor de una reaccidon de aglutinacidén en
el diagndstico de la fiebre tifoidea depende de la aplicacidn correcta de ciertos
principios fundamentales, de la exactitud de la téenica, v de la naturaleza vy esta-
do de los antigenos empleados en la reaccidn y, como es natural, de la interpre-
tacidn precisa de los resultados.

A medida gue en el curso de los afios, por la aplicacidn de conqguistas de la
investigacion, se ha depurado la técnica para el estudio de los sueros remitidos al
Instituto Bacterioldgico, hemos visto que la reaccidn adquiria ¢l valor que mas
arriba le asignamos. Con la ¢leccidon de las cepas v por revisidn v conservacion
de sus propiedades antigénicas, las llamadas reacciones de grupo desaparecieron o
quedaron reducidas a titulos muy pequefios que no molestan Iz lectura. Cuando
observaramos titulos altos para gérmenes antigénicamente distintos, el analisis de
anticuerpos siemprz nos ha permitido encontrar la causa de esta aparente ano-
malia. no hallando tampoco dificultades en la diferenciacidn de las aglutininas
debidas a vacunacion.

~ La seguridad adquirida nos llevé 2 examinar sisteméticamente 10§ sueros remi-
tidos para investigacidn de biucelosis que dieran reaccidn de HuppLEson nega-
tva, y esto nos ha permitido poncr en evidencia la existencia de gran cantidad
de tifoideas que por su presentacidn atipica escapaban al diagnéstice clinico *.

*El_'l'aus'enci:} de reacciones positivas para ¢l grupo entérico o para Brucella, el laboratorio
es auxiliar inestimable Ppara el hallazgo de casos de tifus exantemitico (especialmente cuando se
trata de la forma endémica). Recordaré el caso de un pedn del puerto de Bs As. que pade-

ciendo una enfermgdad febril aguda quedd sin diagndstico hasta que se supo ¢l resulrado del
laborarorio. La priteba no fué solicitada por ¢l clinico.
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Pero para llegar 2 estos resultados es condicién indispensable olvidar la mala
practica de sentenciar a un suero ¢ positivo » o « negativo » por la simple obser-
vacién de lo que ocurre al ponerlo en presencia del bacilo de EBeErtH. Bajo el
punto de vista de la aglutinacidn la Eberthella typht debe ser considerada como
un complejo antigénico cuyos constituyentes tienen caracteristicas especiales: ge-
neran en el curso de la enfermedad las correspondientes aglutininas, y con distinta
celeridad: tienen relacidn de especificidad con antigenos “de otras bacterias, y son
susceptibles de sufrir variacién. La presencia de aglutininas correspondientes a
cada antigeno parcial de E. typhi tiene significado distinto; algunas pueden ser
generadas por otras bacterias, otras por la vacunacidén antitifica y otras por la
enfermedad.

Vemos que el problema de la aglutinacién estd intimamente ligado con el de
constitucién antigénica de las bacterias. Su buen conocimiento y el de los fend-
menos de variacidn antigénica nos libran de muchos errores y ponen en nuestras
manos los elementos para el examen correcto v para la apreciacidn de los resul-
tados. Insistiremos. por lo tanto, en lo que mds se relaciona con nuestro tema,
tratando de depurarlo de las complejidades que hacen dificil su comprensidn.

I. — DEL SUERO DEL ENFERMO.

Es corriente afirmar que las aglutininas gozan de gran estabilidad al calor,
que resisten la putrefaccidn v Ia accidn destructiva de diversos agentes. En efecto.
para hacer desaparecr:r totalmente las aglutininas de un suero correspondiente 2
la forma completa de E. thypi es necesario mantenerlo a temperaturas que nunca
llega a sufrir en l2 practica. Pero esto no quiere deciz que un suero no sea alterado
por influencias aparentemente menores.

Los gérmenes ciliados contienen distintos tipos de antigenos y generan sus
correspondientes anticuerpos, los gue tienen propiedades diferentes, habiendo
aglutininas estables y libiles. Como la ejecucidon correcta de la reaccién exige
que se titule cada una de eilas es preciso conservarlas.

La sangre debe scr, recogida asépticamente cn recipiente estéril, coagnlada es-
pontdneamente, y ¢l suero, cuidadosamente decantado, conservado (sin agregado
de antisépticos) al abrigo de la luz ¥ ¢l calor.

Para mantencr un suero inalterado por largo tiempo, como seria ¢l caso de
un suero « test » para el contralor de antigenos, debe ser guardado seco, a baja
temperatura y en la obscuridad, en ampollas cerradas al vacio.

II. — DE LAS SUSPENSIONES DE BACTERIAS {ANTIGENOS).

Las aglutininas se pueden poner en evidencia con bacilos vivos o muertos. En
el primer caso se obtiene mayor sensibilidad pero los tesultados son inconsiantes
si no se toman clertas precauciones, pues ¢n los cultivos es ficil observar varia-
ciones que requieren una atencion constante. No basta conservar una cepa in-
contaminada, sino también deben mantenerse sus caracteristicas antigénicas. Las
suspensiones de gérmenes muertos pierden parte de su aglutinabilidad ripida-
mente en un principio v después se estabilizan lo suficientemente como para no
necesitar un contralor mas que de tiempo en tiempo, variable con el tipo de
conservador. Calculando esta pérdida de aglutinabilidad pueden confeccionarse |
tablas de correccion para la lectura del titulo de la reaccidn (Drever). Otra
ventaja de las suspensiones estabilizadas es que facilitan la distribucion del mis-
mo nimero de géimenes en cada ensayo.

Hay autores que acomsejan preparar con cierta anterioridad una suspensidn
y titularla por comparacidn con otra ya estabilizada y bien conocida, pero, es
mas correcto titular las suspensiones con un suero «test » conservado con las
precauciones de que ya hemos hablado, tal como se hace para la medicién de las
toxinas destinadas a valorar sueros antitdxicos.
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Como las variaciones de aglutinabilidad que puede sufrir un germen del grupo
Salmonella (decimos Salmonella en el sentido serolégico de BrucE WHITE)
pueden ser de distinto orden y 1adicar en el total o una de las fracciones antige-
nicas, trataremos el tema mientras hacemos un resumen rapido sobre los agluti-
ndgenos de las bacterias ciliadas especialmente referido a E. rypht.

A) Antigenos O y H (somdtico y flagelar). — Debemos a Svitax y REAGH
(1903) la diferenciacién de las aglutinaciones somditica y flagelar, siendo WEIL
v Ferx (1917) quienes demostraron su impoitancia en interesantes estudios
sobre la aglutinacién del B, protews X19 con suero de enfermos de tifus exan-
terndtico. Recordamos esto para explicar las denominaciones « H» y « O ». WEIL
v FELIX encontraron dos tipos de colonias en cultivos X19, una que invadia
el medio en pelicula —Fauch— y otra que no la formaba —ohne Hauch—;
por contraccidn, « H» y «Os. La forma «H» er2 mévil y ciliada, y la forma
¢ Oy, inmovil v sin cilias. Experiencias de absorcidon con los sueros correspon-
dientes a ambas formas demostraron la existencia de dos antigenos: uno espe-
cial de la forma « H », caracteristico del aparato ciliar, que s¢ denominé antige-
no H, v el otio, comin a las dos formas, el antigeno somértico O, al gue se debe
la aglutinacién del B. proreus X19 con suero de enfermo de tifus exantematice.

En todas las bacterias ciliadas se pueden distinguir estos dos tipos de antige-
nos: ciliar (H) v somidtico (O). La afirmacién de gue estos antigenos corres-
ponden respectivamente a las cilias (H) y al cuerpo de la bacteria (Q) se deduce
de las siguientes experiencias;

1* Las bacterias que no poseen cilias solo reaccionan con el anticuerpo so-
maético (O). lo generan al ser inyectadas al animal, y lo absorben de un suero
completo dejando intactas las aglutininas H.

2¢ Las bacterias ciliadas generan, absorben y reacclonan con los dos tipos
de aglutininas, H y O.

3° Si por cualguier medio se destiuyen las cilias de una bacteriz ésta s2
comporta como las formas « O » de WeiL y Ferix {ohne Hauch).

4* Las cilias aisladas del germen solo reaccionan con el anticuerpo H, v al
ser inyectadas al animal se obtiene un suero que no aglutina las formas « O »
y sclo es activo para los elementos ciliados.

5¢ Observando bajo el microscopio ia accién de las dos aglutininas sobre
el germen mévil se ven estos dos aspectos distintos: o) Con la aglutinina H
los bacilos pierden :dpidamente su movilidad v se agruman sin que los cuerpos
bacilares se pongan en contacto, quedando como enredados en la malla formada
por las cilias aglurinadas. §) Por la accidn de la aglutinina O los bacilos se
adhieren por sus cuerpos, en forma compacta v sin perder su movilidad; obset-
vandose grumos que giran bajo el impulso de las cilias.

B) Variacidn cuantirativa. Inaglutinabilidad. — Es bastante comtin que una
cepa de E. typhi recién aislada del enfermo presente el fendmeno de inaglutina-
bilidad en los primeros subcultivos. Los gérmenes inaglutinables son capaces de
producir aglutininas al ser inoculados al conrejo v hasta de absorberlas al ser
puestos en presencia de un suero aglutinante, pe:o, la formacién de grumos,
segunda fase del mecanismo de la aglutinacién, no se produce.

Marvoz (1897) asociaba la falta de aglutinabilidad con la ausencia de mo-
vilidad y FeLix (1924) y otros creen que puede ser debida a pérdida o alteracién
del receptor termoldbil (H).

Hechos interesantes relacionados con el fendmeno aunque no constituyan una
explicacién son: 17 Al calentar una suspensidon de bacilos a temperaturas relati-
vamente bajas se nota una pérdida de aglutinabilidad que vuelve a aparecer an-
mentando la temperatura. 2? Si destruimos progresivamente un antigeno lo
primero en desaparecer es la propiedad de aglutirarse, después la de absorber
aglutininas, y por Gltimo, la de comportarse como generador de anticuerpos.
El primer caso puede ser debido a un fenémeno de inhibicidn, y el segundo a la
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cantidad de antigeno remanente, pues sabemos que la proporcién necesaria para
generar anticuerpos, absorberlos y absorberlos con floculacidn aumenta en el
orden enunciado.

La aglutinabilidad de un germen esté sujeta a grandes variaciones. Esg distinta
segin el medio empleado para el cultivo: p. ej., los cultivos en calde son més
sensibles que en agar. La temperatura de incubacidn la modifica: p. ej.. Nico-
Lre y TrexeLL (1902) encontiaron una cepa de L. ryphi que era inmodvil e
inaglutinable cwando desarrollaba a 37° y mdvil y aglutinable cultivada a
temperatura ambiente. Influyen también el pH vy la concentracidn de electrolites.
Pero, las mds graves alteraciones son debidas a la irregularidad y poco crvidado
en el pasaje de las cepas.

C) Variacidn cualitativa del entigeno somdtico. Variacidon S-R. Autoagluti-
nacién. — Cuando las suspensiones de las bacrerias de este giupo se aglutinar
espontineamente no deben ser utilizadas para la reaccidn aungue la lectura no
esté dificultada. La autoaglurinabilidad es indicio, en estos gérmenes, de umna
alteracidn del antigeno somatico; la zlteracion R.

Entre la variedad de colonias de E. typhi observadas por BAERTHLEWN {1912)
vy por autores antiguos hay algunas que coriesponden a las denominadas por
ARKWRIGHT « R » v « S ». Las colonias « R» fueron descritas como mas o menos
dentadas. menos elevadas que las normales, con superficie irregular, dspera o
mate y ligeramente opacas, en contraposicién a la colonta normal o «S» que
es redonda, en cipula y traslicida. Las letras R v S con que se designan los dos
tipos de colonias provienen de las palabras inglesas « rough » v « smooth », bien
expresivas por cierto.

La forma « S » es 12 normal, observada en ¢l aislamiento directo de la sangre.
drganos o heces del hombre.

Lz «R » cultivada en agar conserva el aspecto tosco con superficie deslus-
trada. En caldo desarrolla en grumos, enturblando poce, foermando depdsito
abundante y a veces una pelicula fragil. Las suspensiones en solucidn fisioldgica
aglutinan espontineamente vy cuando son muy concentradas reaccionan con el
reactivo de MiLrow en rojo clavel.

La variacién « R » no siempre se presenta en la forma caracteristica que be-
mos descrito. l.a alteracién puede no ser tan completa y presentar aspectos inter-
medios en que la sensibilidad a los electrolitos es menor, pero. como ella signi-
fica una deformacidén antigénica, debe cuidarse de no utilizar formas « R »,
aungue sean parciales, para el diagndstico seroldgico.

La alteracion antigénica de las fo:mas « R » radica exclusivamente en 12 por-
cién somitica del bacilo, estd ligada 2 modificacidon en cantidad de lipoides e
hidrocarbonado, y e caracteriza por unm antigeno especial, @. que Scalitze
(1921) Ilamd cosmopolita por ser comin cn todas las formas ¢« R» de las
bacterias del grupo *.

La comunidad antigénica de las formas « R » y el hecho de ser sensibles a
los szeros normales obliga a excluirlas v no utiliza:las en la reaccidn.

ArEwrRIGHT y GoOYLE (1924) pretendieron relacionar las formas « Smooth »
y « Rough » con las « C» vy « H» de WeiL y Ferix. Este error ha sido reco-
nocido pero. como muchos zutores no lo han compiendido y confunden estas
denominaciones, dificultando la interpretacidn de sus trabajos, insistimos en
representar esquematicamente estos dos tipos distintos de variacién. Uno que se
refiere 2 la presencia de cilias y el otro, ajeno al aparato locomotor, que indica
solamente cambios antigénicos en el cuerpo de la bacteria.

Formas « H» vy « O» significan: « H», germen ciliado: « O», sin cilias.
(H, antigeno ciliar, y O, antigeno somdtico).

La transformacion « S »-« R », que es una alteracidn somdtica, puede ocurrir

* El antigeno @ es comin z las formas « R » de E. typhi ¥ de todas las Salmonclias.
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en elementos moéviles o inméviles: es decir « H» vy « O »: de donde podemos
distinguir los tipes « H-8 », « H-R», « O-S» y « O-R».

« S » mévil — « H-S » — contiene antigenos H y O.

¢ S » inmévil — « O-8 » — contiene solo antigeno O.

«R» mévil — « H-R» — contiene Hy @ (O alterado).

« R » inmévil «— «O-R » — solo contiene antigeno g (O alterado).

En las formas intermedias pueden coexistir Jos antigenos O v & en el mismo
elemento, ligado o no al antigeno H.

Los trabajos en que se pretende clasificar serologicamente los gérmenes del
grupo EBERTH-SALMONELLAS sin tener en cuentz la alteracidn « R » no tienen
valor en lo gue se refiere 2l estudio de los antigenos somaticos.

D) Variacién cualitativa del antigeno ciliar. Oscilacidn de fase. — La ines-
tabilidad especifica de algunos tipos de Salmonellas hizo considerar a los cul-
tivos de laboratorio como una coleccidn hererogénea de unidades que presentaban
todas las gradaciones alternativas de especificidad. El primer paso dado hacia la
comprensién de estas variaciones fué dado por ANDREWES (1922) que exami-
nando placas de aislamiento de cultivos de bacilos paratifico B. sumipestifer
aertryck, newpoit v C de HirscHFELD, encontrd dos tipos de colonias diferca-
ciables seroldgicamente que 1lamd, especificas v no-especificas (o « group »). Los
gérmenes de las cclonias especificas y sus primeros subcultivos aglutinaban solo
con ¢! suero correspondiente, mientras que los de las colonias no-especificas
reaccionaban intensamente con los sueros de los otros tipos, especialmente con
los no-especificos. De una colonia especifica se podian obtener, por pasajes, tipos
no-especificos y viceversa.

Esta oscilacién de especificidad que WrITE llamé variacidn de fase (phase
variation) puede cumplirse en tiempos variables. Dos o tres pasajes pueden ser
suficientes, por lo general 8 & 10 y algunas cepas no varfan en 20 6 30 sub-
cultivos. No estd ligada 2 modificacidn en el aspecto de la colonia o del bacilo;
solo zafecta al antigeno ciliaxr (H). dejando invariable el somitico {Q), v puede
observarse tanto en las formas « R » como « S».

L a varjacién de fase nunca es completa. Las formas especificas siempie con-
tienen algo de antigeno no-especifico v a la inversa, las no-especificas contienen
factor especifico. Pero el residuo especifico de la fase no-especifica siempre e
mayor que ¢l no-especifico en la fase especifica. Parece existir un predominio
del factor especifico y es asi que es mis ficil obtener la forma especifica de una
no especifica gue la inversa.

La variacién de fase del antigeno ciliar solo se observa en 2lgunos gérmenes
del grupo. entre los que se encuentran el paratifico B yel C de HirsCHFELD, que
se denominan por esta razdn, difdsicos. La E. typhi y el paratifico A pertenecen
a la serie de los monofdsicos, es decir, que no presentan variacidn de fase. El
término meta-szlmonellas se aplica a los tipos, como Pullorum v Sanguinarium.
agentes de infeccidn en las aves, que no poseen cilias y por lo tanto carecen de
antigeno H.

E) Relaciones entigénicas entre las bacterigs del grupo Salmonella. — Ade-
mas del antigeno comun de las formas « R », el antigeno &, que caracteriza
las formas « R » de todos los gérmenes del grupo en su porcidén somitice, las
salmonellas en su forma « S » se relacionan serolégicamente por antigenos que
pueden estar radicados en el aparato ciliar o en el soma de la bacte:ia.

La distribucidn de los antigenos de las formas « S » estd representada en el
cuadro que copiamos del trabajo de Bruce Waire (Medical Research Council.
Special Report Series n? 103, 1926, p. 132), completado con algunos datos del
publicado en System of Bacreriology (1929, vol. 1v, p. 115). Vemos: que el
antigeno ::ie mayor amplitud de enlace es ef ciliar no especifico, comin en toda
la serie difdsica e idéntico por lo menos en el factor G, y comin con los anti-
genos ciliares de las cepas Binns y suipestifer europeo que son tipos monofési-
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cos con caracteristicas no-especificas: que gran parte de los tipos difdsicos en su
fase especifica tienen comunidad antigénica, parcial o total, con antigenos ciliares
de tipos monofésicos: ¥ que la relacidn de los antigenos somaticos es ajena a la
clasificacion por alteracion de fase *.

El bacilo de ErerrH, bajo ¢l punto de vista seroldgico, puede ser conside-
rado como una Salmonella vy por lo tanto ha sido incluido. En su forma « R »
se comporta como todas las formas « R » del grupo y. libre de esa alteracion
(forma « S »), tiene un componente somatico 1] comtn con las cepas Enteriti-
dis de Gaertner, Pullorum, Sanguinarium, Moscow, Dublin, Dar-es-Salaam y
Tokyo, ademas de sus relaciones por el compeonente somatico menor 7, y su
antigeno ciliar es coman con los ciliares especificos de los tipos difasicos Sraniey
y Bombay.

El factor somdtico X es considerado come inconstante por B. WHITE pero.
como la mayor parte de las cepas EBERTH por él estudiadas eran de coleccién, es
probable que hayan sufrido alteracidn. por lo que ¢s de desear se investigue su
presencia en cepas recién aisladas.

A primera vista pareceria que la relacidn antigénica de E. ryphd con el grupo
Salmonella introduce enormes dificultades en la investigacidn de las aglutininas
de un tifoideo. Como veremos después, éstas se salvan facilmente v, bajo clertas
condiciones, puede utilizarse la comunidad antigénica parcial de algunas Sal-
monellas para titular cada uno de los anticuerpos correspondientes a E. typhi.

"II1. — INTERPRETACION DE LA PRESENCIA DE AGLUTININAS PARCIALES
para E. TypHI. — AGLUTINACION EN VACUNADOS.

Si consideramos solo los antigenos principales v constantes, la E. typhi estd
constituida por el soméatico III y el ciliar $** Debe exigirse la presencia de los
anticuerpos correspondientes a estos dos antigenos para hacer diagndstico sero-
légico de tifoidea.

Si solo se encuentran aglutininas para uno de ellos debe tenerse en cuenta que:

1* La vacunacion antitifica genera en el hombre solamente *** anticuerpos
ciliares v s1 bien éstos desaparecen. generzlmente en tiempo relativamente corto,
las aglutininas pueden teaparecer bajo la accidn de estimulos no especifices.
{Reaccidén anamnésica en vacunados).

2¢ La presencia de aglutininas somaticas III puede ser debida a una infec-
cién por otro germen del grupo Salmonella con ese antigeno estable, especial-
mente el grupo Enteritidis (5. enteritidis y sus variedades) . o ser manifestacién
de una tifoidea en su comienzo: pues las aglutininas somaticas son mas precoces
en aparecer en ¢l curso de Ia enfermedad.

Estos conceptos son la clave con que hemos desarrollado la téenica que expo-
nemos, que no eés mas que la aplicacidn coordinada de dos métodos conocidos
tomando como base principal lo gue sabemos de constitucidn antigénica de las
salmonelias.

Hay autores que, no encontrando otra solucién posible zl problema que la
basada en la mayor o menor persistencia de las aglutininas debidas a vacunacidz,
titulan ¢l valor aglutinante del suero de sujetos que han sido vacunados meses o
afios antes, y pretenden sacar conclusiones para basar en ellas su opinidn sobie el

# La Sociedad Internacional de Microbiologia designd una ¢omision constituida por P. BRUCE
WHITE, W. M. Scort, H. SCHUTZE. F. KAUFSFMANN, E. O. JORDAN, R. ST. JOHN
BROOKS y K. AOKL para ¢l cstudio del gripo Salmonella, habiendo llegade a un acuerdo. del
que 'da cuenta parcialmente un trabajo de F. KAUFEMANN en ¢l gue figuran <4 especies o
variedades diferenciables por su cstructura antigénica, por su comportamicnto cultural o por
ambos, siendo en general la base de la diferenciacion antigénica 1z utilizada por BRUCE WHITE.

** No confundir con la designacién ¢ S » de las formas « Smooth ».

o p ) ; .. -
En ciertos casos de vacunacién muy reciente se encuentra slgo de aglutinina somitica pero,
a un titulo inferior al que se exige para diagnodstico.
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valor de la reaccidn en vacunados. Es bien conocida la persistencia de las agluti-
ninas debidas a vacunacién como el hecho de que pueden ser exaitadas y hasta
reaparecer una vez cxtinguidas, en clertas afecciones. No se trata de resucitar

viejas controveisias sino de aprovechar los conocimientos gque la investigacién
nos brinda.
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Dos métodos han sido propuestos para diferenciar las aglutininas de vacuna-
cién de las producidas por enfermedad: la apreciacidn de aglurininas granulares
de FELIx v la obtencidn de curvas por titulaciones repetidas en cortos intervalos.

FeLix {1924} dice, que si al practicar la.reaccidn se observa aglutininas de
copos pequefios, granulares, al mismo tiempo que los copes grandes, puede ha-
cerse diagndstico de infeccion, pugs estas aclutir‘inas granulares no se producen
en vacunados. Los copos de aglutinacidn —H—, ciliar, se disgiegan muy facil-
mente v agitando el tubo quedan solamente los grinulos de aglutinacidén so-
marica.

La presencia de granulos sigaifica que hay aglutininas para la percidn soma-
tica de E. typhi. pero no asegura que sea éste el agente infectante: solo indica que
hay infeccién por un germen con antigeno sematico comun. Ya Dawsex (19153)
habia observado que ¢l suero de vacunado no aglutinaba ¢l bacilo de GAFRTNER,
Y propuso este ensavo para difeienciar el suero del enfermo que lo aglutina. Pero
la presencia de aglutininas granulares v la aglutinacién de S. enterictidis de
GAERTNER solo demuestran que hay anticuerpos gue noson debidos a vacunacién;
puede tratarse de una infeccidn a un germen del grupo Enteritidis.

E! mérodo de las curvas se basa en la obtencidn de grificos por titulaciones
repetidas con bacilos tificos, y paratificos A vy B. En una tifoidea. las agluti-
ninas por vacunacién pueden elevarse rapidamente para volver a decaer micntras
las de E. typki contintian su ascenso. Si la infeccién es a un paratifico, Ia agla-
tinina correspondiente destaca su curva sobre las otias. Los resultados obrenidos
no siempre son clares.

Estos dos métodos gue por szparado no aseguran la exactitud del diagndstico,
vtilizados simulténcamente y teniendo en cuenta la relacién antigénica de las
salmoneiias, permi"en sefalar el agente infectante.

A la apreciacidn de la aglutinacién granular preferimos, como mis exacto, la
titulacidn con antigeno somitico paro.

Si un suero no aglutina a E. ryphi y paratificos completos e! resultado de la
reaccién debe considerarse negativo, siempre que no se trate de un caso de re-
clerite comienzo en que hay que repetir el examen en petiodo de produccidn de
aglutininas.

Si sclo se encuentran agintininas somaticas para E, Zyphi Zn0tamos reaccion
positiva con antweﬁo —III—. ¢ investigamos aglutininas ciliares para proba-
bles agentes de infeccidn con ese antigeno; especialmente la S. enteritidis y va-
riedr.dcs En e¢sta forma se elimina un error posible. Si los resultados son nega-
tivos debe repetirse ¢l examen con tres dias de intervalo y esperar la aparicién
de aglutininas ciliares antes de hacer diagndstico. Es posible que la investigacion
de anticuerpos para 2! antigeno somatico inconstante de E. rypb,. el factor —X——
de WHITE, pueda dar luz en estos casos indicando infeccidn a bacilo de EperTH.

La presencia de aglutininas cilizres para E. ryphf sin la reacccidn somitica
correspondiente no indica tifoidea en evolucion. Como el error por relacidén anti-
génica es muy poco probable debe considerarse que son aglutininas por vacuna-
c16n o gue puede tratarse de un sujeto que ha padecido tifoidea tiempo antes,
puesto que las aglutininas somaticas desaparecen mucho mdés ripidamente que
las ciliares después de la curacidn.

En los vacunados. como es de practica inmunizar con paratificos A y B al
mismo tiempo que con E. typhi, se encuentran agiutininas ciliares para los tres.
El titulo difiere entre ellos ¥ bhasta puede faltar para alguno. especialmente para
el paratifico A. Cuando se encuentran aglutininas ciliares para estos gérmenes
(E. A y B) o para dos de cllos debe deducirse que se trata de titulo residual
por vacunacidén o reaccidn anamnésica en vacunado.

En el caso de tifoidea en vacunado el estudio de la evoluciédn de las aglutini-
nas tiene mds importancia, pero no es suficiente notar que ¢l titulo para E. typhi
se destaca de los otros. hay que corroborar esta observacidn con la demostracién
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de aglutininas sométicas —Iil—. Cuando un vacunado adquiere una tifoidea
se observa un aumento de las aglutininas tesiduales que por lo general es mayor
{no siempre) para el germen infectante, nero como otras enfermedades pueden
provocar la exaltacidn de los anticuerpos de vacunacidn v las curvas no siempre
se superponen. s necesario constatar la presencia del anticuerpo somitico co-
rrespondiente.

Cuando se observan aglutininas somarticas —Ill— en un vacunado debe des-
cartarse una posivle infeccidn por S. enteritidis investigando reaccidn H para
cepa GAERTNER.

En resumen:

Eberth O (== GAERTNER O} . .  Tifoidea o Infeceidon a 8. enteritidis y var.
¢n su comienzo.

Eberth O,::‘_ GAERTNER O) 1 Infeccidn 2 S. enteritidis v var.
Gaertner H )

Eberth © . e

Eberth H L Tl

Eberth H . . . . . . . . . Vacunado o ha padecido tifoidea.
* Eberth H e

¥ Paratifico A. H . . . . . . % Vacunade E. A.B.

* Paratifico B. H J

Eberth H N

Eberth O ‘ S 1

% Paratifico A H . . . . . . b Tifoidea en vacunado.

* Paratificco B. H . . . . . .|
Sin aglurininas ciliares GAERTNER.

Como estas investigaciones se hacen tentendo en cuenta el periodo de evolu-
cidn de la enfermedad, el laboiatorista debe conocer 1a historia clinica del caso
para su mejor desempefio.

Tratdndose de paratifoideas se uriliza la misma téenica considerando gue la
relacién antigénica es distinta. En paratifoidea A las condiciones son mas sim-
ples que en tifoidea. Mas delicado es ¢l ensayo de zglutininas en casos de infeccidn
a gérmenes con variacidn de fase de Andrewes, en que hay que considerarla in-
vestigando los anticuerpos para las dos fasss y exigir, pata hacer diagndstico, la
presencia de aglutimina de fase especifica que siempre se encuentra en el enfermo.

IV. — ALGUNOS DETALLES DE TECNICA.

Dijimos que la reaccidn se podia practicar con gérmenes vivos o muertos. For
las razones ya expresadas y para disminuir [os peligros de contaminacién, es pre-
ferible utilizar suspensiones de gérmenes muertos, perfectamente tituladas en ei
sentido de su aglutinabilidad y caracteres especificos.

Para poder comparar los resultados es indispensable trabajar siempre en igual-
dad de condiciones. La cantidad de gérmenes que intervienen en la reaccion debe
ser 12 misma, pues influye en el titulo. Le mismo debemos decir del tiempo v
temperatura de reaccion.

El éptimo de temperatura es de 50°, no debierndo sobiepasarse los 52°. Tem-
peraturas un poco mas altas aceleran algo la reaccién pero hacen correr el riesgo
de desvirtuar los resultados por destruccion paicial del antigeno ciliar o del anti-
cuerpo somatico. l.os mejores resultados se obtienen con una permanencia de
dos horas en babo-maria a2 50° y 18 horas a temperatura ambiente antes de la
lectura. Es posible acelerar la reaccidn. Estamos trabajando en cse seatido desde

* Las aglutininas ciliares para cstas especies no sc encuentran constantemente.
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hace unos afios, con muy buenos resultados, tratando de poner en las manos
del prictico un método rapido y sencillo pero, como atn no consideramos tez-
minada la investigacidn, solo nos referiremos mas adelante a 12 llamada agluti-
nacién macroscopica, practicada en tubos de ensayo con volumen constante de
liguido.

Es mala prictica diluir el suerc con la suspensién de gérmenes. El suero se
diluye con solucidén de ClNa isotdnica vy después se agrega el antigeno: lo que
puede hacerse en dos formas practicas:

i* En una seri.r% de tubos se distribuyz [ cm® de suero diluide a los titulos
deseados (p. ej. 1/50, 1/100, 1/200, erc.) y con una pipeta de punta cali-
brada se agrega a cada tubo una gota de unz suspensidén conteniendo 2500 mi-
llones de bacilos.

2¢ Se coloca en cada tubo 0.5 em® de la dilucidn del suero a doble con-
centracién que el titulo deseado (p. ej- 1/25 para obtener 1/50) y sc agrega a
cada tubo 0.5 cm® de suspensidon bacilar con 5000 miliones po: cm® para obte-
ner una proporcién final de 2500 millones por cm®.

No hay ningiin interés en hacer diluciones del suero con poca variacidn entre
ellas, porque no se pueden sacar conclusiones por pequefias diferencias en el titulo.
Nosotros acostumbramos investigar aglutininas (salvo excepciones) a partir de
1/25, doblando el titulo hasta 1/800.

Insistimos en que bajo ningln concepto se utilizaran cepas con indicios de
alteracidén « R »: (suspensiones con tendencia a la autoaglutinacidn, gérmenes
que no dan cultivos completamente uniformes en caldo, sensibles a los electro-
litos ¥ a sueros norraales o sueros R sin anticuerpos H) : de manera que pasare-
mos por alto las técnicas especiales para el estudio serolégico de éstas.

.os cultivos destinados para la reaccidon exigen una vigilancia constante. Para
que no nos pasen desapercibidas pequefias modificaciones en el aspecto de las
colonias recurrimos a un artificio. Practicamos la siembra con alambre delgado
de platino al gue hemos hecho una pequena bolita en la punta fundiéndolo por
medio de chispa eléctrica o aproximandolo un instante al arco de una lampara
para examen en fondo obscure. El aislamiento se cfectiia tomando material, con
12 bolita de platino, del centio de la colonia elegida para transportarlo a un
tubo de agar inclinado; se punza el agar en el fondo del tubo para quitar el
exceso de material v el resto se distribuye frotando el agar con oscilaciones trans-
versales v ascendentes. En esta forma se obtiene en el fondo un cultivo homo-
géneo que va raleando més arriba, mostrando colonias aisladas desde Ia mitad
del agar. Asi pueden distinguirse minimas alteraciones morfoldgicas de las colo-
nias observando los tubos después de 24 aoras de cultive v 24 & 48 a tempe-
ratura ambiente. En las resiembras sucesivas, y siempre que no se note nada
anormal, se toma material de la porcidn donde el cultivo es compacto. Cada
tanto tlempo v cuando se observa algo sospechoso debe hacerse aislamiento to-
mando material de colonia aisiada, pero siempre que se haga esto hay que con-
trolar el valor antigénico del cultivo obtenido.

Debe tenerse especial cuidado de mantener !a caracteristica de fase ¢uando se
toma material de colonia aislada en cepas del grupo difasico. Como la variacidn
de fase no estd relacionada con modificacionss en el aspecto de las colonias debe
ensayarse la aglutinabilidad de los cultives obtenidos, con el suere especifico co-
rrespondiente ¥ con no-especifico libres de anticuerpos O por absotcidon o ligados
a anticuerpos somaticos distintos.

Para la investigacién de las aglutininas somaticas es conveniente tener sus-
pensiones sin antigenos ciliares. Estas se obtienen por dos vias: por destruccidn
del antigeno H o por cultivos de gérmenes sin cilias.

El antigeno ciliar puede ser eliminado facilmente por su labilidad al calor.
a los ac1dos diluidos, a la desecacidon y al alcohol. Exponiendo una "'Npenmon
de gérmenes a 100° durante 40 minutos pierde ¢l poder de reaccionar frente al
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anticuerpo H. Algunas cepas después de este tratamiento pierden aglutinabilidad,
por lo que es preferible utilizar el método del alcohol: alcohiol absolute 2 56°
duiante 2 horas, o diluido al tercio en solucidén fisioldgica durante varios dias
a 37° (Bien).

Pueden obtenerse culttvos de bacilos sin «cilias por seleccion de colonias, o
desarrolldndolos en agar fenolado de Braun. Con estos procedimientos no siem-
pre se obtienen bacilos completamente libres de antigeno H por lo que es pru-
dente destruirlo, para lo gque aconsejamos agregar a la suspensién de gérmenes
la mitad de su volumen de alcohol y mantanerlo en recipiente cerrado 5 dias en
estufa a 37°. Estas suspensiones con 1/3 de alcchol conservan mucho tiempo
su valor antigénico-somético.

Para la titulacidn de las aglutininas ciliares se eliminan primero las agluti-
ninas O por absoicidén con antigeno somatico v se ensaya luego el suero con
bacilos completos. No detallaremos la téeniza por ser bien conocida, recordando
solamente que una bacteriz dificilmente abeorbe mas de diez veces la cantidad
de anticuerpo capaz de agiutinarla, de mauera gue hay que tener en cuenta el
titulo del suerc o agregar un exceso de gérmenes.

La relacion antigénica de! grupo Salmonella nos permite utilizar algunas
para la titulacién de anticuerpos para E. ryphi.

Una cepa Pullorum. por su comunidad antigénica con el bacilo de Eperti
se presta muy bien para la titulacidn del anticnerpo somitico —II1I—: no exige
preparacidn por no contener otro antigeno, perc como su aglutinabilidad es me-
nor fiente al anticuerpo somatico EBerTE hay que buscar la relacidén deo agluti-
nabilidad para la correccién del titulo.

Para titular el anticueipo H de E. typht se puede utilizar una cepa STANLEY en
fase especifica, siempre que el suero no contenga aglutininas para sus orros fac-
tores antigénicos. Pricticamente, un suero que no aglurina al B. paratifico B
puede ser ensayado con cepa STANLEY, permitiéndonos eludiz la prueba de ab-
sorcidn.

Extendiendo a los agentes de paratifoideas las consideraciones anotadas res-
pecto a la utilizacién de las salmonelias en el caso de tifoidea, y con ¢l auxilio
del cuadro de las relaciones antigénicas, la investigacién de cada uno de los anti-
cuerpos de un suero en examen no ofrece mayores dificultades.

V. — EjempLOS.

Algunos casos que hemos tenido ocasidn de estudiar v cuyos protocolos agre-
gamos, pueden serviz de valioso ejemplo para ilustrar la importancia de la
aplicacion de los métodos aconsejados.

5-11-1934. N. N., R. P. Protocolo 28838,

Eberth total . Positiva

1/2.500 Pullorum . Negativa
Eberth somaitico Negativa .
Paratifico A total Positiva 175,000 Gaertner Negativa
Parstifico A somatico . Negativa
Paratifico B total Positiva 1/250 Proteus X19 O Negativa

Paratifico B somirico .

Negativa

El médico que habia pedido la reaccidén diciéndonos que se trataba de una
tifoidea tipica sin antecedentes de vacunacién nos comunica al dia siguiente gue
estaba en un error al afliimar de que no habia sido vacunado, pues, sin su cono-
cimiento, los otros facultativos que atendian al enfermo le habia inoculado
T. A. B., y serfa intervenido por una colecc'én purulenta periuretral. El examen
bacteriologico del pus did cultivo puro de E. coli.

2-X11-1933. N. Q. Protocolo 27780.

_Se nos pide examinar el suero de este enfermo que viene del campo con diag-
néstico de tifoidea.
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Lberth total . . . . . Positiva 17200 Paratifico B toral . . Positiva 1/200

Ebc:t‘h'somatlco ... Negativa Paratifico B somatico . Negativa

Paratifico A total . . Neaqativa Pullorum . . . . . . Negativa
Qaestner . . . . . . ., Negativa

Este es un ejemplo de reaccidn anamnésica en vacunado. El enfermo, que pa-
dece de una cortico-pleuritis, habia sido vacunado 6 afios antes durante el ser-
vicio militar con gran reaccidn que lo obligd a guardar cama varlos dias.
24-1V-1933. P. L,

Sc nos remite mateiia fecal para la invesiigacidn de disenterdgenos. El resul-
tado es negative. Mientras estudiamos un bacilo hallado, de dificil colocacidn en

sistemarica, pedimos suero del enfermo para ver si contiene anticuerpos para esz
germen (T 1),

La reaccidn de aglutinacién para F 1 fué ncgativa pero encontramos lo si-
guiente: :

\

Lous0 ‘ 11100 ‘ 11200 1{400

|

I ;
?1....,.,..._.‘0\0!0 0
Eberth . . . . . . . R I B aie e ai e sl ale S S I < o S o o o H y O)
Paratifico A e = ' 0 g 0
Paratifico B L &= 0 0 0
Pallorum . . . . . . . . . . +++ &+ 0 0 (©)
Gaertaer . . . . . . . . .. . ++ + 0 0 (e)

El suero calentado 307 a £6° pierde todas las aglutininas para Pullorum vy
GaperTNER conservando aglutininas EsrErta (H).

La investigacidn seroldgica ha permitide acla:ar la etiologia de una tifoidea
con aglutininas completas para £. ryphi. Al calentar el suero se han destruido,
por su labilidad, las agletininas somaticas 1II comunes a EmertH, Pullorum y
GAERTNER, guedando las correspondientes a ias cilias de E. typhl.

9-11-1934. Maria S. Hosp. Muiiiz. Sala IX, cama 8. Protocolo 29004.

Eberth . . . . . . . . . . 1/250-500 (Hy O)
Paratifieco A . . . . . . . 1/10.000 (H)
Paratifico B . . . . . . . 1/250 (H)

Solo contiene aglutininas completas para E. typhi. No contiene aglutininas
somazicas para A ni B.

A pesar del titulo elevado para el paratifico A deducimos que se trata de una
tifoidea en sujeto vacunado vy nos propusimos. para constatarlo, seguir 1a curva
de produccidn de aglutininas. Este no se pudo hacer porque el enferme fallecid
¢l dia 12 ,

De bazo v de ulcera intestinal aislamos E. ryphi. Diagndstico clinico: tifoi-
dea: conr hemocultive negativo. Se le hizo T. A. B. ¢con fin terapéutico.

Conseguimos ampollas de la vacuna inoculada al enfermo para experimen-
tarla en animales v tratar de aclarar el porqué del titulo tan alto paia el para-
tifico A ligado a escasas aglutininas B. Inoculamos conejos por via subcutanea v
endovenosa: practicamos dos inyecciones con cinco dias de intervalo y sangra-
mos 2] décimo dia.

Concjo J 447 — via cndovenosa
Eberth  1/5.0090 A 1/5.000 B 1/250
Conejo J 441 ~ via subcutdnea

Eberth  1/2.500 A 1/2,500 B 1/150
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Se constata un valor antigénico bajo de la vacuna para el paratifico B. que
explica la diferencia de titulo A y B en el enfermo. La produccion escasa de
aglutininas Eberth es comun observarla en las formas muy graves de tifoidea.

Este es un caso en gue la técnica corriente de investigacién de aglutininas ha-
bria conducido a error, llevandonos al diagndstice seroldgico de paratifoidea A.
La basqueda de aglutininas somdéticas nos ha librado de ello y lz investigacidn
en animales ha aclazado un punto obscurce debido a la vacuna.

22.11-1934. E. F. Hospital Comln Regional de Misiones. Protocole 29056.
Muestra de sangre remitida para investigacidn de fiebre ondulante. Reaccién
de HupnLEsoN: negativa:

Eberth . . . . . ‘Tiralo muy Jébil (O) Paratifico B . . . Negativa
Paratifico A . . . Positiva 1/500 Proteus {19 O . . Negativa
Somatico A . . . . Negativa

Estos resuitados no permiten hacer diagndstico por lo que pedimos. telegrafi-
camente, nuevas muestras para estudiar las variaciones de titclo.

2-11T-1934.

Eberth total . . . Positiva 1/500 Paratifice B total . Negativa

Eberth somitico . . Positiva 1/500 Puollorum . . . . . Positiva 1/50
aratifico A total . Positiva 1/500 débil Gaertmer total . . . Positiva 1/25

Parat. A somatico Negativa Gaertner somatico . Positiva 1725

Aglutina Ja fase especifica de la cepa StanLey. Absorbiendo con E. typhi no
quedan agiutininas para GAERTNER ni para Stantey (III v §3.

Absorbiendo con Pullorum y GAERTNER quedan aglutininas somiticas y ci-
liares para E. ryphi (X 8 v §).

A pesar del titulo elevado, pero incompleto (H). para ¢l paratifico A debe-
mos considerar que se trata de una infeccidn a E. ryphi: 1° Porgue el suero
contiene aglutininas para todo ¢l complejo antizénico del bacile de EmerTH.
2° Porque estas aglutininas han sufrido un ascenso marcado en pocos dias,
mientras el titelo para el paratifico A {ciliar) ba descendido levemente.

CoNCLUSIONES.

La investigacién de los anticuerpos aglutinantes del suero de un enfermo
permite estabiecer el diagndstico diferencizl entre infeccidn por £. typhi y vacu-
nacién con T. A. B.



