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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

Nuevas técnicas para la deteccion
de anticuerpos séricos contra el
antigeno O de Salmonella typhi

Rararl, HERNANDEZ-VELARDE®
Onorre Mugoz®
Joaguin SAncuez-CasTILLO®

Se describen un sistema de contrainmunoelectroforesis

CIE) y un sistema de ensayo enzimdtico inummo-

especifico (ELISA) para Ia deteccion de anticuerpos séricos contra el antigeno O de S, typhi. Utilizando Ia

CIE, se cstablecid un titulo de 1:16 como sugestivo de fiebre tifoidea; cuando se le comparé con la reac-
cién de Widal y Ia fijacién en superficie, se encontré sensibilidad semejante de los tres métodos para dis-
criminar entre los titulos de anticuerpos de la poblacidn sana y la de sujetos enfermos. La utilizacion dc
ELISA demostré una mayor eficiencia que la CIEpara la deteecidn de anticuerpos anti O. La media geo-
métrica del titalo de anticuerpos fue de 1:5 para la poblatién sama y de 1:50 para los enfermos. Los datos
preliminares colocan a la ELISA como una alternativa superior para el diagnéstico seroldgico de fiebre

tifoidea.

ABREVIATURAS:

C..LE. = Contrainmunocelectroforesis

E.LILS.A. = Ensayo Enzimitico Inmuncespecifico
L.P.S. = Lipopolisacéride

r, = Cosficiente de correlacién de Spearman

La fiebre tifoidea continfia siendo um importante
problema de salud publica en paises donde la enfer-
medad es endémica.! Aunque el diagnéstico defini-
tivo requiere del aislamiento e identificacion de
Salmonella typhi en diferentes materiales bioldgicos
estos procedimientos no proporcionan resultados
antes de dos a tres dias. La dcteccion y medicion de
anticuerpos contra antigenos O de Salmonclla typhi
son dec gran valor como medio para establecer un

* Departamento de Infectologia. Hospital de Pediatria.
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diagndstico de probabilidad v consecuentemente, la
posibilidad de iniciar la terapéutica antimicrobiana
antes de la confirmacién bactericldgica.

En el momento actual existen varias pruebas sc-
rologicas para la detcceion de anticucrpos contra
antigenos O de Salmonella.

1} La reaccién de Widal,® que ha sido utilizada
desde 1896, pero que cvidentemente posce varias
desventajas, tales como su variabilidad, en relaciom
con la preparacidn del antigeno, con la téenica de
cada laberatorio v con el entrenamiento del personal
téenica 36

2) El m¢todo de hemaglutinacion pasiva,” que
aunque de mayor scnsibilidad que la reaccion de
Widal, detecta preferentementc anticucrpos perte-
necientes a las inmunoglobulinas M.

3) La prueba dc fijacién en superficie, - quc
ha sido propuesta como un métedo mas confiable,
comparado con la hemaglutinacién pasiva v la reac-
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cién de Widal; sin embarge, no ha sido aceptada
universalmente, por su falta de estandarizacién, que
provoca variabilidad en los resultados obtenidos en
difercntes laboratorios.

5) Recientemente, Carlsson y col. 1* han descrito
un ensayo-enzimitico inmunoespecifico {ELISA).
Aunque los resultados preliminares han demostrado
que la ELISA es especifica y de alta sensibilidad, la
prueba esti a nivel de laboratorio de investigacion
y los titulos de anticuerpos con significado clinico
no han side establecidos.

Las limitaciones asociadas a las pruebas serold-
gicas habitnales han motivado la bisqueda de otros
m¢étodos para el diagnéstico de fiebre tifoidea. En
la presente comunicacién se describe la instrumen-
tacion de un sistema de contrainmunoelectroforesis
{CIE) v de un sistema ELISA para la deteccién de
anticuerpos contra antigenos O de S. typhi en ¢l
suero de pacientes con fiebre tifoidea, con el pro-
posito de evaluarlos y seleccionar el mds adecuade
para su uso en ¢l laboratorio clinico.

Material y métodos

Obtencidn del lipopolisacirido O de Salmonella
typhi

El lipopolisacirido Q para la CIE y ELISA se
prepard a partir de una cepa de S. typhi Vi degrada-
da segin el método de Westphal v Jann ' y que
consiste de los siguientes pasos:

a) Inactivacién de los antigenos H con una mez-
cla de fenolagua a temperatura clevada; b} extrac-
cién y purificacién de los lipopolisacaridos de la
fase acuosa mediante didlisis y precipitaciones re-
petidas con metanol y ¢) centrifugacién a alta velo-
cidad para eliminar en el sobrenadante 4cidos nu-
cléicos y otros compuestos de bajo peso molecular.
El precipitado se disuelve en solucién salina v se
determina la concentracién de carbohidratos.!*

Identificacién del antigeno O purificado

La reactividad serolégica y la migracién en un
campo eléctrico del antigeno O purificado se de-
terminaron por inmunoelectroforesis en agaross al
0.5% en amortiguador de boratos a pH 8. En estas
condiciones y empleando antisuero comercial O
Bacto Salmonella factor 9 de Difco s¢ obtuve un
sole arco de precipitacién desplazado hacia el
dnodo.

Muestras de suero

Para 1a deteccién dc anticuerpos antt O se utili-
zaron muestras de suero obtenidas de pacientes me-
nores de 16 afios con diagnéstico bacteriolégico de
fiebre tifoidea, en su segunda o tercera semana de
evolucion. Como testigos se emplearon muestras del
suero de 390 individuos sanes, 150 menores de 16
afics y el resto mayores de esta edad, colectados para
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un estudio seroepidemiologico en la ciudad de Mé-
xico, En cada uno de los enfermos se titularon an-
ticuerpos contra el antigeno somdtico de S. typhi
mediante la técnica de Widal y la de fijacién en
superficie. Los sueros de la poblacién sana fueron
titulados Gnicamente mediante CIE ¢ ELISA,

Contrainmunoelectroforesis
Se utilizé agarosa al 0.5% en amortiguador de
boratos a pH 8 como medio de soporte, colocando

10 ul de los sueros problema del lado del dnodo.
Después de aplicar una corriente constante de 10
mA durante 60 min. los pozos para el antigeno se
llenaron con 10 pl del lipopolisacaride a una concen-
tracién de 0.0] ug de LPS/pl y sc continud la elec-
troforesis por 30 min. adicionales. Las placas fucron
lavadas, secadas, tefiidas con amido ncgro 8 vy exa-
minadas para buscar bandas de precipitacion.

Ensayo enzimitico inmunoespecifico (ELISA)
Para la medicién de anticuerpos anti O mediante
la técnica de ELISA, se utilizd el procedimiento
general recomendado por la Organizacidn Mundial
de la Salud,’® empleando conjugade peroxidasa anti

IgG.1

Resultados
Contrainmunoelectroforesis

a} Deteccidén de anticuerpos contra el antigeno O.
La técnica utilizada permitié demostrar la presencia
de anticuerpos contra el antigeno O de S. typhi en
el suero de todos los pacientes analizados (fig. 1).

b} Determinacién del titulo de anticucrpes. Se
obtuvieron resultados positivos en el suero de los
20 pacientes estudiados; el titulo menor y mayor ob-
tenidos fueron de 1:8 y de 1:32 respectivamente,
con media geométrica de 1:16.

¢} Evaluacidn intraensayo. La reproducibilidad
intraensayo se analizé analizando 20 muestras de
suero por quintuplicado en un mismo dia, y sc eva-
Iné como la media del porcentaje de reproducibili-
dad de cada muestra, asi como con el coeficiente de
variacion.?® La reproducibilidad promedio intracn-
sayo fue de 88.6 por ciento, con desviacidn estindar
de 17 por ciento y coeficicnte de variaciéon de 0.19.

d) Evaluacién interensayo. La reproducibilidad
interensayo se evalud estudiando 20 muestras por
duplicado en tres dias diferentes y se analizé me-
diante la prueba de andlisis de varianza de Fred-
man.'® La evaluacién demostré que la variacién in-
terensayo fue constante, con valor de 0.19 y “P”
menor de 0.5.

e} Correlacién de la CIE y la reaccién de Widal.
El grado de correlacidén entre los resultados obteni-
dos en la CIE y Ja reaccién de Widal sc calculé me-
diante el coeficiente de correlacién no paramétrico
de Spearman.'® No se encontré correlacion entre
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Fig. 1. Contrainmunoelectroforesis del suero de
cuatro casos de fiebre tifoidea. Las bandas
de precipitacién son visibles hasta una dilucin
del suerc de 1:32. El catodo estd a la izquierda
y el @nodo a la derecha.

las dos prucbas, va que ¢l coeficiente de corrclacion
fue de 0.21, con “P” mayor de 0.05 {fig. 2.). Estos
datos estén de acuerdo con la variabilidad conocida
para la reaccién de Widal.

f) Determinacién del titulo de anticucrpos con
significado clinico para el diagnéstico de fiebre ti-
foidea. La determinacidn de los titulos de anticuer-
pos en 50 casos de ficbre tifoidea mediante la técni-
ca de CIE y la de Widal (fig. 3), demostré que los
titulos van desde 1:8 hasta 1:32 para la primera, en
tanto que para la segunda, dichos titulos sc extienden
desde 1:20 hasta 1:1280. Al comparar los titulos
obtenidos con estos mismos sueros mediante fijacion
en superficie y CIE (fig. 4), s¢ observa que ¢l por-
ciento de fijacién va desde 40 hasta 100 por cicnto.
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Fig. 3. Diagrama de dispersién mostrando los
titulos de anticuerpos en la reaccion de Widal
y la CIE {n==50}.
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Fig. 2. Diagrama de dispersion mostrando los
titulos de anticuerpos en la CIE y la reaccién
de Widal (N=20). Coeficiente de correlacién de
Spearman, r, = 0.21 ("P">0.05).

Los resultados de las tres técnicas s¢ compararon
utilizando ¢l cocficicnte de concordancia de Kendall
{W),1% v su significacién cstadistica y comparacion
porcentual con la prueba de x% El cocficiente de
concordancia para las tres pruebas fuc de 0.47, con
“P” menor de 0.05.

Al analizarse los resultados de la CIE c¢n los 50
enfermos, (cuadro 1}, el titulo de anticucrpos varid
de 1:5 a 1:32, mientras que las determinacioncs rea-
lizadas cn los 390 individuos sanos {cuadro 2}, mos-
traron que 12 por ciento de los menores de 16 anos
y 18 por ciento dec los mayores de esta edad mostra-
ban titnlos de 1:8, de tal forma que se trastapan
-con el titulo minimo encontrade en los enfermos.
Solamente 1.5 por ciento de los individuos sanos
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Fig. 4. Diagrama de dispersién mostrando los
titulos de anticuerpos en la reaccion de fijacidon
en superficie y en ta CIE (n==50).
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Fig. 5. Diagrama de dispersion de los titulos de
anticuerpos obtenidos por ELISA y la reaccidn
de Widal (N=33). Coeficiente de correlacién de
Spearman, r, = 0.23 (“p” >0.05).

Cuadro 2. Titulos de anticuerpos contra el
antigeno somaético de S. typhi por C.LLE. en 380
individuos sanos.

Titulo <16 ahos =16 afos Porciento
C.LE. No. % No. % del total
{n =390}
g. 34 22.7 44 18.3 20

39 26.0 55 229 241

57 38.0 92 38.3 38.2

18 12.0 44 183 15.8
6 2 1.3 4 1.6 1.5
2 0 0 1 04 0.25

ooz
W= M

exhibieron anticuerpos a titulo de 1:16, por lo que
pudiera considerarse que si bien titulos de anticuer-
pos de 1:8 son ya sugestivos de infeccidén reciente
o enfermedad, un titulo de 1:16 tiene menor proba-
bilidad de encontrarse en individuos sanos. Por lo
tanto, puede tomarse como el titulo de anticuerpos
diagnéstico de enfermedad con esta técnica.

Ensayo enzimitico inmunoespecifico (ELISA)

Los experimentos preliminares con ELISA para
la deteecion de anticuerpos anti O en fiebre tifoidea
han permitido obtener los resultados que se descri-
ben a continuacién.

2) Determinacion del titulo de anticuerpos. Se
obtuvieron resultados positivos en el suero de 33
pacientes estudiados. El titulo menor fue de 1:150 y
el mayor de 1:1500, con media geométrica de 1:750.
Los titulos de anticuerpos encontrados en ¢l suero

Cuadro 1. Titulos de anticuerpos contra el
antigeno somatico de S. typhi por C.LE. en 50
casos de fiebre tifoidea,

de los individuos sanos fueron de 1:25 a 1:300, con
media geomdétrica de 1:75.

b) Evaluacién inter e intraensayo. Aunque por
ahora la reproducibilidad del sistema sélo se ha eva-
luado analizando las muestras por duplicado, los re-
sultados prcliminares indican una buena reprodu-
cibilidad del mismo.

¢) Correlacién de ELISA y la reaccién de Widal.
El anilisis de los valores de titulacién obtenidos en
los sueros de los enfermos mediante ELISA y la
reaccién de Widal demostrd falta de correlacién en-
tre las dos pruebas, obteniéndose un coeficiente de
correlacién de Spearman (r,), de 0.23, con “P” ma-
yor de 0.05'8 (cuadro 4).

d) Determinacién del titulo de anticuerpos-con
significado clinico para el diagndstico de fiebre ti-
foidca. El titulo de anticuerpos por ELISA en los
33 enfermos mostré variacién entre 1:150 y 1:500,
(cuadro 3), en tanto que las determinaciones reali-
zadas en 15 individuos sanos (cuadro 4) mostraron
titulos entre 1:25 y 1:300.

Discusién

Aunque los métodos serolégicos han sido de va-
liosa ayuda para el diagnéstico clinico, conviene re-
cordar que por si solos no constituyen evidencia
suficiente para establecer si un paciente sufre una
infeccién determinada. La deteccién de anticuerpos

Titulo

C.ILE. No. %
Neg — —
1:2 —_— _
1:4 —_ —_—
1:8 15 30
1:16 31 62
1:32 4 8
Total 50 100

Cuadro 3. Titulos de anticuerpos contra el
antigeno somético de S. typhi por ELISA en 33
casos de fiebre tifoidea.

Titulo

ELISA No. %
1:150 1 3
1:300 5 15.15
1:600 10 303
1:900 8 24,24
1:1500 9 27.27
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Cuadro 4. Titulos de anticuerpos contra el
antigeno somético de 8. typhi por ELISA en 15
individuos sanos

Titulo Porciento
ELISA No. del totai
casos {h=15)
1:25 3 20
1:50 5 33
1:100 3 20
1:150 2 13
1:300 2 13

séricos sdlo indica que ¢l sujeto ha sido estimulado
para producirlos debido a infecciones pasadas o pre-
sentes, vacunacién o reinfecciones subclinicas y estas
situaciones pueden provocar elevacion de anticuer-
pos semejante a la obscrvada en el curso de la en-
fermedad. La interpretacién serologica en la fiebre
tifoidea se ha visto complicada por varios factores,
tales como: a) variabilidad individual en la magni-
tnd de la respucsta inmune; b) identidad inmuno-
16gica del antigeno somdtico de S. typhi con otras
salmonellas, especialmente del grupo D; ¢) existen-
cia de anticuerpos en poblaciones donde la enfer
medad ¢s endémica; d) elevacion de anticuerpos
después de la vacunacion, en ocasiones hasta niveles
semejantes a los obscrvados durante la enfermedad
v ¢} los problemas rclacionados a las técnicas sero-
légicas mismas.

La técnica de CIE aplicada a la identificacion de
anticuerpos contra el antigeno somdtico de S. tvphi,
cstandarizada con basc en el contenido de carbohi-
dratos, mostrd una bucna reproducibilidad cn las
pruchas intra e interensayo. Sin embargo, no tuvo
la suficiente sensibilidad para discriminar entre 15
por cicnto de la poblacién sana y los sujetos enfer-
mos, Los titulos minimos de anticuerpos sugestivos
de ficbre tifoidea en las pruebas de Widal y de fija-
cion en superficie han sido determinados previamen-
te y corresponden a 1:160 y 60 por ciento res-
pectivamente, Considerando 1:16 como ¢l titulo
diagndstico mediante CII, la comparacion dc las
tres pruebas mostrd su semejanza en cuanto a la
capacidad para detectar anticuerpos anti O, si bien
la fijacion en superficie tuvo mayor sensibilidad.

La aplicacion de¢ ELISA para la deteccién de an-
ticuerpos contra el antigene O de 8. typhi ha dec-
mostrado ser una prucha scusible, reproducible, ficil
de realizar y con una mayor diferencia entre cl titu-
lo de anticuerpos obtenidos ¢n los enfermos y en la
poblacién sana. ixiste un porcentaje de la poblacion
sana cuyos titnlos méximios se superpenen con los

PRUEBA DE ELISA EN TIFOIDEA

GACETA MEDICA DE MEXICO

titulos minimos obtenidos en los enfermos. Esto,
sin embargo, es un problema inherente a las pruebas
serologicas, va que depende de Ja capacidad indivi-
dual para la produccidon de anticuerpos. Hasta ahora
no se han cncontrado titulos de anticuerpos mavorcs
de 1:300 en la poblacién sana ni menores de 1:600
en sujetos cufermos. Los resultados obtenidos con
ELISA son muy alentadores y permiten postular
que esta téenica representa una alternativa supcrior
a las pruchas cmpleadas hasta ahora para cl diag-
nostico serologico de fiebre tifoidea.
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