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RESUMEN

Se hizo la determinacién de aglutininas febriles en 30 muestras de suero
empleando los métodos de: ldmina y tubo. Al mismo tiempo se utilizd una téc-
nica de microtitulacidn, con la finalidad de comparar los resultados con los mé-
todos anteriores. Encontramos una buena correlacion con los tres métodos y con-
cluimos que la microtitulacién puede ser empleada como prueba rutinaria, en
sustitucién de los métodos de limina y tubo, por necesitar menor cantidad de
suero, reactivos y por ser de tacil realizacidn.

INTRODUCCION
El mejor método para establecer la etiologia de una enfermedad infecciosa

es aquel que combina el aislamiento y la identificacién bacteriolégica del agente
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causal, sin embargo, hay casos donde éste es dificil, sobre todo en aquellos pa-
cientes que han sido observados tard{amente y/o en aquellos que han recibido pre-
viamente tratamiento y éste haya suprimido parcialmente el organismo invasor (1);
en éstos casos es posible detectar la presencia de anticuerpos en el suero, utilizando
pruebas serolégicas, las cuales representan un método indirecto de diagnostico.

Dentro de las pruebas serologicas, la aglutinacion tiene un valor definido en el
diagnéstico de muchas enfermedades como en las llamadas fiebres entéricas: tifoi-
dea, paratifoidea, brucelosis y tifus (2).

La reaccidon de Widal {3), se utiliza para el diagnéstico de las fiebres tifoidea y
paratifoidea; la de Weil-Félix es utilizada en casos de enfermedades producidas por
Rickettsias como: tifus epidémico, tifus endémico o murino, fiebre moteada de las
montafias rocosas, tifus Scrub (Tsutsugamusi); sin embargo, ésta reaccién utiliza an-
tigenos obtenidos de cepas de Proteus, por lo que no es especifica, pero si es alta-
mente Gtil en el diagndstico serolégico de las rickettsiosis (4).

La reaccién de Bang, es utilizada para el diagnéstico de la brucelosis huma-
na y utiliza como antigeno Brucella abortus (5).

Todas éstas reacciones mencionadas, se realizan tanto en lamina como en tu-
bo; la primera es utilizada como prueba de descarte en grandes poblaciones, y es es-
pecialmente Gtil cuando debe hacerse gran cantidad de eximenes la segunda sitve
para confirmar un resultado positivo en la prueba en limina y adems sirve para des-
cartar reacciones de aglutinacioén erroneas o equivocas que puedan haber sido ol-te-
nidas con la primera; por otro lado, nos ayuda a determinar con exactitud la varia-

cién que ocurre en los titulus de anticuerpos séricos durante los diferentes estadios
de la enfermedad,

Al igual que com otras pruebas seroldgicas se ha intentado hacer la adaptacidén
del macrométodo al micrométodo, como ha sido realizado por Gualtney y col. {6).

La microtécnica para determinar aglutininas febriles tiene ¢l mismo funda-
mento de las reacciones de aglutinacidn, pero a diferencia de los métodos anteriores
(lamina-tubo) se utilizan cantidades menores-de reactivos y es menos laboriosa.

El objetivo del presente estudio fue el de estandarizar la microtécnica para
aglutininas febriles y luego comparar los titulos obtenidos por los métodos de lami-
na-tubo con la microtécenica, y observar la correlacion de los resultados obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 30 sueros obtenidos de trabajadores del Frigorifico Industrial
Bolivar y de pacientes del Hospital Universitario de Maracaibo; en los cuales se in-
vestigd la presencia de aglutininas febriles mediante las técnicas de aglutinaciéon en
limina, tubo (macrotécnica) y la microtécnica,
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REACTIVOS UTILIZADOS

Los antigenos utilizados para las tres pruebas antes mencionadas fueron ob-
tenidos de los Laboratorios Lee (Lee Laboratories, Inc. Georgia, U.S.A.).

ANTIGENOS

Los antigenos utilizados fueron los siguientes: Brucella abortus; Proteus
(OXK, OX2; OX19); Salmonella Grupo A (somdtico y flagelar); Salmonella Grupo
B (somatico y flagelar); Salmonella Grupo C (somitico y flagelar); Salmonella Gru-
po D (somatico y flagelar); Salmonella Grupo E (somético).

DILUENTES

1) Estd constituido por una mezcla de 78 ml, de Nacl 0,15M-NaH, PO, 0,2M;
mas 22 ml. de NaCl 0,15M-Na2HPO, 0,2M.E1 pH final de la solucién debe ser de
6.2. A ésta solucién de trabajo se le adiciona Safranina al 0.2%, en una proporcién
de 1 ml. para cada 500 ml. del diluente, a fin de aumentar la visibilidad de la sedi-
mentacidn del antigeno.

11) Como diluente del antigeno se utilizb solucién salina fisiolégica al 0.95%.

TECNICAS UTILIZADAS

Las técnicas de aglutinacidén en ldmina y en tubo se realizaron segiin las
normas ya establecidas (7). La microtécnica se realizé siguiendo las recomendacio-
nes sugeridas por Gaultnez y cols. (6), segiin el siguiente protocolo: antes de la titu-
lacién de los sueros segiin ésta Gltima técnica, se determiné la dilucidn 6ptima para
cada antigeno contra cada suero control, la cual se realiz6 en placas de microtitula-
cién con fondo en V (titulacién en bloque, ver diagrama No. 1). Para esto se prepa-
raron diluciones seriadas al doble del antigeno desde dilucién 1:5 hasta 1:320. De
cada dilucibn del antigeno se agregd 0.05 ml en los hoyos de la placa de microtitu-
lacién que contenia las diluciones apropiadas del antisuero.

Las placas fueron cerradas con cubiertas plistica, se incubaron durante 18-24
horas en estufa a 37°C y luego a 4°C por 2 a 4 horas.

La optima dilucidn del antigeno fue determinada buscando la més alta dilu-
cién del antigeno con la mas alta dilucion del antisuero que no mostrara aglutina-
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DIAGRAMA No. 1
TITULACION EN BLOQUE
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CUADRO No.1

PROTOCOLO DE LA TECNICA DE MICROTITULACION
PARA DETERMINAR AGLUTININAS FEBRILES

Hoyito No. Diluente Suero dilui- Dosis dptima Dilucion final

{M1) doal 1:5 (MI) del antigeno del suero

1 0.05 Q.05 1/10

2 0.05 0.05 0.05 1/20

3 0.05 0.05 0.05 1740

4 0.05 0.05 0.05 1780

5 0.05 0.05 0.05 17160

6 0.05 0.05 0.05 1/320

7 0.05 0.05 0.05 1/540

8 0.05 0.05 0.05 1/1280
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cibn, por tanto, el punto final se designa como una reaccién negativa, debido a que
el antigeno no aglutinado es mas ficil de definir como un botdn que cuando esta
disperso o pobremente aglutinado.

Los sueros fueron inactivados a 56°C durante 30 minutos y luego fueron titu-
lados en placas de microtitulacién en V, haciendo diluciones seriadas al doble del
mismo, comenzando con una dilucién 1:5; posteriormente se le agrega 0.05 ml. de
la dilucién ptima del antigeno a cada una de las diluciones, obteniéndose las dilu-
ciones finales desde 1:10 hasta 1:1280 (de acuerdo al protocolo que se muestra en
el Cuadro No. 1).

Las placas fueron selladas con cubierta pléstica e incubadas en estufa a 37°C
toda la noche, y luego a 4°C durante 2 horas antes de ser leidas, tomandose como

ks b4 + b4 ’ *
titulo el reciproco de la mayor dilucién del suero que mostrara el antigeno agluti-
nado (observindose éste disperso).

En cada prueba se incluyeron testigos positivos y negativos.

En las fotografias No. 1, 2 y 3, se observan las pruebas en limina, tubo y mi-
crotitulacion respectivamente utilizadas en el presente estudio.

Fotografia No. 1. Se observa claramente la aglutinacién en limina del
suero problema hasta la dilucién 1:20. El control positivo muestra agluti-
nacién franca, El control negativo no muestra aglutinacion.
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1/20 !} 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640

AGLUTINACION SOMATICA Q"

1/20 1740 1/80 1/180 1/320 1/640

AGLUTINACION FLAGELAR “H"

Fotografia No. 2: Se observa aglutinacién franca en tubo hasta la dilucién

1:80 para antigeno somitico y aglutinacién hasta la dilucidén 1:160 para
antigeno flagelar.

RESULTADOS
De las 30 muestras de suero analizadas, 3 fueron positivas para Salmonella

Grupo A; 2 para Salmonella Grupo B; 6 para Salmonella Grupo C; 12 para Salmone-

lla Grupo D, 4 para Brucella abortus y 3 para Proteus OX19; 10 cual se muestra en
el Cuadro No. 2,
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Fotografia No. 3: En el método de microtitulacién cada linea de hoyos
representa un suero problema. Estdn incluidos también sueros controles
positivos y negativos. El suero No. 2 muestra un titulo de 1:80 para anti-
geno somitico de Salmonella. El control positivo muestra también un titu-
lo de 1:80. El control negativo no muestra aglutinacién.

En el Cuadro No. 3 se presentan los titulos de aglutininas febriles dirigidas
contra antigeno flagelar de Salmonella Grupo A. No se observd ninguna variacién
en los titulos con las tres pruebas utilizadas.

En el Cuadro No. 4 se muestran los titulos de aglutininas dirigidas contra an-
tigenos flagelar de Salmonella Grupo B, tampoco se observ variacién alguna en los
resultados.

En el Cuadro No. 5 se muestran los valores obtenidos para aglutininas dirigi-
das contra el antigeno somitico de Salmonella Grupo C. Los titulos obtenidos fue-
ron los mismos,

En el Cuadro No. 6 se muestran los valores obtenidos para aglutininas dirigi-
das contra el antigeno de Salmonella Grupo D, de las cuales 6 tenian aglutmmas
contra el antigeno somético (0) y 6 contra el antigeno flagelar (H).

88



CUADRO No. 2

DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS POSITIVAS POR

LAMINA, TUBO Y MICROTITULACION
MARACAIBO 1978 - 1979

ANTIGENOS No. de MUESTRAS POSITIVAS
SALMONELLA GRUPO A 3
SALMONELLA GRUPO B

SALMONELLA GRUPC C 6
SALMONELLA GRUPO D 12

BRUCELLA ABORTUS

PROTEUS OX19

TOTAL 30

F.de I.: Frigorifico Industrial Bolivar. Distrito Bolivar, Zulia, Venezuela, 1978-1979
Hospital Universitario de Maracaibo. Maracaibo - Zulia, Venezuela, 1978-79

CUADRO No. 3

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs. SALMONELLA GRUPO A

ANTIGENO FLAGELAR (H) EN LAMINA,
TUBO Y MICROTITULACION
MARACAIBO 1878 - 1979

PRUEBAS SEROLOGICAS

LAMINA TUBO MICROTITULACION
1 1/160 1/160 1/160
1/320 1/640 1/320
3 1/320 1/320 1/320

F.de {.: Frigorifico Industrial Bolivar. Distrito Bolivar. - Zulia, Venezuela, 1878-79.
Hospital Universitario de Maracaibo. Maracaibo-Zulia, Venezuela, 197879
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CUADRO No. 4

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs. SALMONELLA GRUPO B
ANTIGENQ FLAGELAR (H) EN LAMINA, TUBO Y
MICROTITULACION. MARACAIBO 1978-1979

PRUEBAS SEROLOGICAS
No. de Muestras
LAMINA TUBO MICROTITULACION
1 1/400 1/640 1/640
2 17160 1/160 1/160
F. de 1. Frigorifico Industrial Bollvar. Distrito Bolivar-Zulia, Venezuela
1978-1979
‘Hospital  Universitario de Maracaibo. Maracaibo-Zulia, Venezuela,
1978-1979.
CUADRO No. 5

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs. SALMONELLA GRUPO C
ANTIGENO SOMATICO {0} EN LAMINA, TUBO Y
MICROTITULACION. MARACAIBO 1978-1979

No. de PRUEBAS SEROLOGICAS
MUESTRAS | | Amina TUBO MICROTITULACION
1 1/160 1/160 1/80
2 1/80 1/80 1/80
3 1/160 1/320 1/160
4 1/320 1/640 1/320
5 1/160 1/160 1/160
6 1/320 1/320 1/320

F. de 1.: Frigorifico Industrial Bolivar. Distrito Bolivar-Zulia, Venezuela, 1978-1979.
Hospital Universitario de Maracaibo. Maracaibo-Zulia, Venezuela, 1978-1979
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En el Cuadro No. 7 se muestran los titulos obtenidos contra antigenos de
Brucella abortus, en él se puede observar que en la muestra No. 4, los titulos en 13-
mina y tubo se corresponden, pero en microtitulacién se observd un titulo de 1:
1280; el resto de las muestras no mostraron ninguna variacion de los mismos.

En el Cuadro No. 8 se presentan los titulos obtenidos para antigenos de Pro-
teus OX19 donde se observa una muy buena correlacién de los titulos obtenidos
con las tres pruebas.

CUADRO No. 6

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs. SALMONELLA GRUPO D
ANTIGENO SOMATICO (O} Y FLAGELAR (H) EN LAMINA, TUBO
Y MICROTITULACION. MARACAIBO 1978-1979

fg% PRUEBAS SEROLOGICAS
MUESTRAS | | MiNA TUBO MICROTITULACION
1{H} 1/320 1/640 1/320
2(H) 1/320 1/640 1/320
3(H) 1/160 1/320 1/320
4(H) 1/160 1/320 1/160
5(H) 1/160 1/80 1/160
6 (H) 1/160 1/160 1/320
7(0) 1/80 1/80 1/160
8(0) 1/160 1/160 1/160
9(0) 1/80 1/160 1/160
10(0) 1/160 1/320 1/320
11(0) 1/160 1/160 1/160
12(0) 1/320 1/640 1/640

F, de 1.: Frigorifico-Industrial Bolivar. Distrito Bolivar-Zulia, Venezuela 1978-1979.
Hospital Universitario de Maracalbo. Maracaibo-Zulia, Venezuela, 1978-1979
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CUADRO No. 7

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs, BRUCELLA ABORTUS
EN LAMINA, TUBO Y MICROTITULACION
MARACAIBO 1978-1979

No. PRUEBAS SEROLOGICAS
DE
MUESTRAS LAMINA TUBO MICROTITULACION
1 1/80 1/40 1/40
2 1/80 1/80 1/180
3 1/80 1/80 1/80
4 1/3200 1/2580 1/1280

F. de I.: Frigorifico Industrial Bolivar. Distrito Bolfvar-Zulia, Venezuela 1978-1979.
Hospital Universitario de Maracaibo. Maracaibo-Zulia, Venezuela, 1978-79.

CUADRO No. 8

TITULOS DE AGLUTININAS FEBRILES Vs. PROTEUS OX19
EN LAMINA, TUBO y MICROTITULACION
MARACAIBO 1978-1979

No. PRUEBAS SERCLOGICAS
MUE[;'ETRAS LAMINA TUBO MICROTITULACION
1 1/160 1/320 1/180
2 1/160 1/80 1/80
3 1/80 1/80 1/80

F. de i.: Frigorifico Industrial Bolivar. Distrito Bolivar-Zulia, Venezuela, 1878-1979.
Hospital Universitario de Maracaibo. Maracaibo-Zulia, Venezuela, 1978-78.
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DISCUSION

La determinacién de aglutininas febriles continiia siendo el método serolégico
de diagnéstico empleado en aquellos casos donde se sospecha de una infeccién cau-
sada por Salmonella, Brucellas o Rickettsias.

Esta determinacién rutinariamente se realiza en ldmina, como prueba de des-
carte y en tubos con la finalidad de deterthinar con exactitud el titulo de aglutini-
nas {7). A pesar de que algunos investigadores (8, 9), no han encontrado una buena
correlacién de los resultados obtenidos con estas dos pruebas, nosotros siempre he-
mos obtenido una buena correlacién entre ambas. Sin embargo, a pesar de ésto qui-
simos utilizar una tercera prueba a fin de consumir no sélo menor cantidad de reac-
tivos, sino también poder hacer un reporte mis ripido de la misma (24 horas); de
allf que en nuestro estudio utilizamos también una microtécnica a fin de comparar
las tres pruebas y ver si los resultados obtenidos con ellos eran similares y reproduci-
bles.

De los resultados obtenidos en nuestro estudio comparativo pudimos cencluir
que la microtécnica utilizada da resultados que se correlacionan bien con los obteni-
dos con las otras dos pruebas y ademas éstos resultados son reproducibles, por lo

que nos permitimos recomendarla como prueba de rutina, obviidndose de esa forma
el uso de la determinacién en'limina y en tubo,
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