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Contribucion al estudio de
la Reaccion de Widal

Por el Dr. ERNESTO CERVERA

, H E querido escoger para mi trabajo reglamentario algtin asunto
de Bacteriologia que tuviese aplicacién  a la Clinica y que yo
hubiese tenido oportunidad de estudiar en mi Laboratorio.
El afio pasado aislé por hemocultivo una muestra de bacilos de
Eberth y traté de averiguar si estos bacilos aislados en México, po-
- dian substituirse con ventaja en la reaccién de Widal a la muestra de
bacilos tificos que traje del Instituto Pasteur, de Paris, y que hasta
entonces habfa estado usando cada vez que se me pedia una reaccién
de esas. En teoria podfa pensarse que las bacterias de la misma lo-
calidad fueran mas aglutinables que las extranjeras y que usindolas
podia llegarse a mayor precisién en el diagnéstico de” nuestros casos
de fiebre tifoidea. ,

Se me envi6 para analizar la sangre de un enfermo que estaba
en la segunda semana de fiebre tifoidea y practiqué la reaccién de
Widal siguiendo el método macroscépico de la' Universidad de
Oxford, empleando simultdneamente el cultivo de bacilos tificos del

-Instituto Pasteur, de Paris y el de los gérinenes que yo habia aislado.
El resultado fué que el cultivo europeo fué aglutinado al 1 x 50 y el
del pais no fué aglutinado ni al 1 x 25. Sin embargo, se trataba de
verdaderos bacilos tificos como lo demuestran sus caracteres bacte=
- rioscépicos, las propiedades de su cultivo y sus reacciones inmuno-
" légicas. .
En efecto, son bacilos cortos, de extremidades redondeadas,
muy moéviles, no toman el Gram, su cultivo en caldo es turbio, forma
- ondas moirés por agitacién y no tiene velo, su cultivo en caldo lac-
tosado carbonatado no desprende burbujas gaseosas, la leche no es
coagulada, no produce indol, no reduce el rojo neutro, y sus colonias
sobre medios de Endo y de Mac Conkey son incoloras. Para tener el
diagnéstico final inmunizamos tres conejos: uno con el tifico del Ins.
tituto Pasteur, otro con el gérmen de que hemos hablado, y el terce-
ro con otro gérmen que posteriormente aislamos por hemocultivo y
que tenia los atributos de un bacilo tifico. Para esto preparamos cul-
tivos de 24 horas en agar, los emulsionamos en suero artificial al 8 x
1000, esterilizamos calentando 1 hora a 6o grados C. en bafio maria,
ajustamos las suspensiones bacterianas de tal manera que tuvie-
ran 500.000.000 de bacterias muertas por cc., repartimos en ampo-
lletas de 1c.c. sin agregar ningdn antiséptico y calentamos las ampo-
lletas cerradas otra hora en bafio maria a 60 grados centigrado.
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Todas las inyecciones se pusieron en la vena marginal de la
oreja y los intervalos fueron de ocho dfas. La primera inyeccién fué
de 0.25 c.c., la segunda de o. 50 c.c., la tercera de o.75c.c., yla
cuartade 1 c.c. Dosde los animales soportaron muy bien las inyeccio-
nesy el otro enflaquecié ligeramente. Una semana después de la
dltima inyeccién se recogieron 5 c.c. de sangre de la vena marginal
de la oreja de cada animal, se separ6 el suero al dia siguiente y se
procedi6 a hacer la aglutinacién macroscépica, conforme se especifica
en los cuadros siguientes: " : : .

CUADRO N©, 1

Prueba de aglutinacién con el suero que se obtuvo inyectando al conejo
bacilos tfficos del Instituto Pasteur.

Ntimero de tubos.| 1 [2[3]4|5]6]7 89 10l] 1213’14’15161718

CantipaDES ExPRESADAS EN GoTas. | Testigos

‘Diluciones del sue- |
ro: 1 x40..... | l \

1x80..... 1 1 ‘ 1
Solucién salina al v
8§ x100. ..... 9:919{919/91919/9'9/919 91919 :10'10/10
Cultivos de 24 ho '
ras en caldo, de
bacilos tificos
del Institutol

Pasteur. ...... 15/15/15]15,15 - 15
Primera muestra : | :
. en estudio. . ... 1515(15/15(15 : 15
Segunda muestra I :

en estudio. .. .. 15]1515 15’15 15

s 2 (@) o :

Proporcion en que|2 2131212121212 /2 /2 /3]3'S |3 |0

queda dilufdo el 2/ 15 2 1Q 12 TR = 1Q19 I w0~ &

suero.. ...... R R R A A R A R R R R R N R NV

Se agitaron los tubos y se pusieron en bafio de maria a
65 grados C., haciéndose la lectura
cada 30 minutos.
Resultado ot Lo

(1) El signo -+ indica gue la aglutinacién se efectué en 30 minutos; el gigno — gniere
decir que no hubo aglutinacién; un *, que ésta se efectué en 2 horas.



— 410 —

CUADRO N©. 2

ijueba. de aglutinacién con el suero que se obtuvo inyectandb al conejo
la primera muestra de bacilos en estudio. ’

|

12113

Niamero de tubos.| 1 4 11 14]15/1617(18

t[s[#]s]e]7iz[opo

CanTIDADES ExprESADAS EN Gotas. | Testigos

Dilucionesdel sue- :
01 X40...... 1 I 1
I X 50 ..., 1 I 1
1 X60...4.. S I : I
EX 70 cuvet| |+ 1 I 1
1xX80...... | I 1 I
Solucién salina al} |
8X 100 .....-1919/919/9|919]/9!9191919(9]9|9|10/101©
Cultivos de 24 ho- :
ras en caldo, de
bacilos tificos
del Instituto

Pasteur....... 1515|15(1515 ) 15
Primera muestra :
en estudio. . ... lisj15i15l15(15 15
Segunda muestra '
. en estudio.... 15151151515 15
‘Proporcion en que 2% ?% I% § § % é‘oﬁ 8 § & §> %8
quedadllmdoelg 8y R e alo s
SUELO. . v vvav o Nx‘xxxxwxwxxxxxx
HH'HH.H)—(HHHHHHHH..H
Se agitaron los tubos y se pusieron en bafio de marfa a
55 grados C., haciéndose la lectura
cada 30 minutos. ’
l ,
Resultado. ... ... +‘+‘—|—l+ +\+ + —|—|]+ * 4 -{-‘—l—-‘—l—\—l—l—‘—)—

En resumen, vemos que se hicieron diluciones de cada suero
experimentalal 1 X 40, I X 50, T X 60, I X 7oy 1 X80y se puso una
gota de cada una de dichas diluciones en un tubo de hemolisis; luego
se afiadieron 9 gotas de suero artificial y 15 gotas de cultivo de 24
horas en caldo, para hacer un volimen total de 25 gotas por tubo.
De esta manera las diluciones finales quedaron al 1 x 1000, al 1 x
1250, al 1 x 1500, al 1 X 1750, ¥ al 1 x 2000, respectivamente, y co
mo eran tres cultivos los que habia que énsayar, ¢on cada suero, hu-
bo necesidad de dispones 15 tubos, 5 para cada cultivo 0.sea 1 para
cada dilucién. Ademds se dispusieran tres tubos testigos, 1 para cada
cultivo, que no llevaron suero aglutinante y que tenfan por objeto de-
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CUADRO NO. 3

Prueba de a.gluvtinyacién con el suero que se obtuvo inyectando al conhejo
la segunda. nuestra de bacilos en estudio.

| n

Ntmero de tubos.’1 2 3]4 5 6!7'8 9 101112 1314151611718

Cantipapes Expresanas n Goras. | Testigos

Diluciones del sue-
rorx4o......01 I I

Solucién salina al ! 1
8x 100, ..... 9/91919/9/9/9/9/9/9]|9|9!9|9]9|1010[10} -
Cultivos de 24 ho-
ras en caldo, de
bacilos tificos
del’ Instituto :
Pasteur. .....|151515/15/15
-Primera muestra
en estudio.. ...
Segunda muestra
en estudio.....

5

—
wn

I515/15|15 1 118

'15

T
wn
Tef.
(21
=
Ocn
)
(@41
—
on

. ool
Proporcién enque| 81 2 812/ 318|138 &/ 88 @ 8% 8
queda dilufdo el] 2| S 2 N Q2| 22X & 8|82 & &
Suero. ........ SR AR R BB R R B SR R ISR R YN R ]
b - = AP—I = - [aad - —- Lol - - - Ll -
Se'agitaron los tubos y se pusieron en bafio de maria a
55 grados . haciéndose 1a lectura
' ~cada 30 minutos.
Resultado. .. .. .. +[+’+ o Sl 8 S R T O

mostrar que los cultivos no se aglutinaban expont4neamente. E] re-
sultado fué que cada ‘antisuero aglutiné las tres muestras y cada
muestra fué aglutinada por los tres antisueros; pero hubo diferencia
en cuanto al grado de aglutinacién, pues mientras que el bacilio ex-
tranjero fué aglutinado por los tres sueros. experimentales en dilucién
al 1 x 2000, los bacilos en estudio sélo fueron aglutinados en' esta
dilucién tan grande por los sueros experimentales: el preparado con el
tifico del Instituto Pasteur y el que se obtuvo con la primera muestra
que estdbamos estudiando, siendo aglutinados por el otro suero sola-
mente en dilucitin al 1 x 1750. Entre las dos muestras en estudio, que
como acabames de decir, solo fueron aglutinadas al 1 x 2000 por dos

®
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CUADRO NO. %

Reaccién de fijacién del complemento con los tres sueros experimentales
v los los tres antigenos.

‘

718191011 12)13‘14 15

Nuimero de tubos................ l 1

T

I Cantidades expresadas en cent{metros ctibicos.

Solucién salina'a al 8 x 100 ...... 2.82.82.82.82.82.82.82.82.8'3. 3.13.13.18.13.

Bacilos tificos del Instituto Pas- ' \
teurde Paris.. . ... ......... 0.2(0.2[0.2 | 0.2

Primera muestra en estudio...... 0.2[0.210.2 0.2 *

Segunda muestra en estudio. ;. ... 0.210,2{0.2 0.2

Complemento dilufdoal 1 x 10....(0.4{0.410.40.410.4 0.4/0.4,0.40.4,0.410.4/0.410.4,0.4/0.4

Suero experimental obtenido con
bacilos tificos del Instituto Pas- )
teur de Parfs............. SR 0.2 0.2 0.2 0.2

Suero experimental obtenido con
la primera muestra en estudio| 0.2 0.2 0.2 : 0.2

Suero experimental obtenido con ' , ‘

la segunda muestra en estudio l0.2 0.2 0.2 . 0.2

Se agitaron los tubos y sd pusieron en bafio de

. marfa a 37 grados C. una hora.

'0.40.4‘0.4 0.4 0.40.40.4'0.4 0.4

Amboceptor dilufdo al 1 x 250....]0.4/0.4/0.4]0.4/0.4/0.4

Suspension de ghibulosde carnero .
al 5x 100,000 i, 3PS 1 TR 1 R s R I TP P O S I P R O I O I O

Se agitaron los tubos nuevamente y se pusieron
en bafio de marfa a 37 grados C., 30 minutos
despues de lo cual se aprecié el resultado.

-

Resultado M ......... cee e e e e I Rl el

-(1) El signo - indica la hemolisis total; el sigpb — indica que ésta no se hizo,

sueros tnicamente, también hubo alguna diferencia, pues mientras
que la segurda fué aglulinada por ambos sueros en media hora, la
primera solo fué aglutinada por un suero en media horay por el otro
en dos horas. : ~

, Ocho dias después de la primera sangria, se practicé otra con
el objeto de estudiart la fijacién del complemento. Se le tomaron a ca-
da conejo 5 c.c. de sangre de la vena marginal de la oreja; al dia si-
guiente se separé el suero y se calenté media hora en bafio maria
a 55 grados C., con el objeto de destruir su complemento natural
(Inactivacién). Se prepar6 el antigeno emulsionado una asa de culti-
vo de 24 horas en gelosa, de cada germen, en 2 c.c.. de solucién sa-
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linas fisiolégica esterilizada. Se hizo de dosificacién y se tomé la mi-
tad de la dosis anti-complementaria,. es decir, 0.2 c.c. Luego se hizo
la dosificacién del emboceptor hemolitico anti carnero y del suero de
~ cuy diluldo al décimo, que iba a servir de complemento, y se tomaron
dos unidades de cada uno de estos elementos para hacer la reacccién
~que se dispuso conforme al cuadro adjunto (Ntm. 4)y en el cual se
ve que cada antigeno fij6 el complemento con todos los antisueros y
cada antisuero fij6 el complemento con todos los antigenos.

REesuMEN v Discusion.—Se aislaron por hemocultivo dos gér—
menes ue por su aspecto microscépico, los caracteres de sus culti-
vos, sus reacciones bio-quimicas, la prueba de aglutinacién y la reac-
ci6n de fijacion del complemento, puede afirmarse que son bacilos ti-
ficos. Comparados sus cultivos desde el punto de vista de suagluti-
nabilidad, con un cultivo procedente del Instituto Pasteur, de Paris,
se vié que eran menos aglutinables, aunque ya tenian algun tiempo de
vivir en el Loboratorio. Asi se explicarfa que cuando se practico la
reaccion de Widal simultdneamente con el cultivo del Instituto Pas-
teur y la primera muestra aislada por nosotros, la sangre del pacien-
te que estaba en la segunda semana de su fiebre tifoidea, solo
aglutiné el cultivo extranjero. Kl germen aislado por nosotros era
efectivamente un bacilo tifico; pero siendo poco agul:inable," sélo " te-
nian accién sobre él los sueros experimentales mucho més ricos en
aglutininas que el suero del enfermo de fiebre tifoldea.

Esta noci6én, por otra parte, es cldsica: se sabe que pueden exis-
tir bacilos tificos auténticos no aglutinables por el suero tifoideo, y es
bien conocido que los bacilos de Eberth recientemente aislados
del organismo, no adquieren muchas veces la propidad de ser aglu--
tinados, sino después de haberlos  cultivado frecuentemente en
caldo. :

‘Es interesante saber que existen estas muestras poco o nada
aglutinables para desecharlas cuando se quiere hacer una sero- agluti-
nacién y para no dejar de reconocer algunos bacilos tlﬁcos que tienen
todos los otros atributos de la especie.

ConcrustoNEs.—Primera: Para hacer la reaccién de Widal de-

. berd escogerse un cultivo bastante aglutinable, spoco importa que sea

del pais o extranjero. Segunda. la aglutinabilidad de un cultivo

que se destina a la reacciéon de Widal, debe aquilatarse con el

suero de los enfermos de fiebre tifoidea y no con los sueros experim-
entales.

México, 10 de marzo de 1920.

De poco servird al médico que practica la Profesién una gran suma de co-
nocimientos, si carece de criterio cientifico.



