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INTRODUCCION

La Fiebre Tifoidea es un problema importante de salud
en México.

El diagndstico temprano, las nuevas rutas terapéuti-
cas y el tratamiento oportuno de las complicaciones han
reducido el Indice de letalidad.

La finalidad y justificacidén del estudio estriba en
contar con un método eficaz, rapido y econdmico gue detecte
la enfermedad en etapa temprana y de esta forma iniciar el
tratamiento de eleccidn,



OBJETIVO

Establecer los indices de confiabilidad
de una prueba de coaglutinacidn en el
diagnbstico de fiebre tifoidea.
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS

La fiebre tifoidea es un problema de salud especial-
mente en palses en desarrollo como el nuestro. Es una
enfermedad de tipo cosmopolita, sin embargo, la suscepti-
bilidad al padecimiento depende del medio ambiente en que

el individuc se desarrolla (1).

De acuerdo al reporte de la OMS se estima que apro-
ximadamente 12.5 millones de casos ocurren anualmente en
el mundo, correspondiendo para América Latina y las Islas
del Sur del Pacifico, alrededor de 406,000 casos (2).

En el Hospital de Infectologla del CMR, IMSS se aten-
dieron 5115 casos de fiebre tifoidea en un periodo de 18
anos (3); posteriormente en el brote epidémico de 1972 se
atendieron 2,132 pacientes con una tendencia a disminuir
de 1978 en adelante. En México el nidmero de casos cuan-
tificados acumulados de 1980 a 1985 fue de 8,100 con una
mediana de 6,528. En el Servicio de Infectologia Pedid-
trica del CMR de 1982 a 1987 se han manejado 604 pacien-
tes con diagndstico de fiebre tifcidea con una mortalidad
del 0.8% representando este padecimiento el 12.3% del to-
tal de egresos de dicho servicio (4} ocupando el cuarto
lugar en frecuencia siendo superado por hepatitis viral,
meningoencefalitis bacteriana, sarampidn, en orden de im-
portancia (tabla 1).

El agente etioldgico de la fiebre tifoidea es la
Salmonella typhi, bacilo gramnegativo mdvil que sobrevive
en los alimentos y en el agua. Se destruye a la tempera-
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FRECUENCIA DE DIAGNOSTICOS EN EL PERIODO 1982-1987

HOSPITAL DE INFECTOLOGIA, IMSS CMR

PADECIMIENTOS 1982 1983 1984 1985 1986 1987  TOTAY

1) HEPATITIS VIRAL 178 195 322 173 138 108 1,114
2) MENINGOENCEFALITIS

BACTERIANA 44 141 122 147 142 183 779

3) SARAMPION 22 97 58 216 32 - - 641

4) FIEBRE TIFOIDEA 49 207 122 55 73 98 604

5) TOSFERINA 21 31 19 77 57 23 328

6) VARICELA 30 62 48 33 50 63 286




tura de 60° C, resiste al frio y a la congelacibn. Pertene-
ce al grupo D de la clasificacibn de Kauffman y White, com-
partiendo sus antlgenos somhticos 9,12 con otras 96 especies
de salmonelas, posee en sus flagelos el antlgeno "d" y en

su superficie el antigeno "vi“. La fbrmula 9,12,d4,Vi, deno-

ta a Salmonella typhi en su forma abreviada (5).

La fiebre tifoidea es una enfermedad exclusiva del
hombre, afectando en la edad pedi&trica principalmente a los
escolares y adolescentes. La via de infeccidn es a través
del aqgua o de los alimentos contaminados con Salmonella typhi
que procede de un enfermo o portador. Por vla digestiva en-
tra al organismo alojindose en las placas de Peyer y ganglios
linfsticos mesentéricos donde se reproduce, por via linfatica
pasa al torrente circulatorio para producir bacteremia con
afeccidbn multiorgénica. La DI50 en la enfermedad natural
es de 100,000 bacterias por mililitro y la inducida experi-
mentalmente es de 10,000,000 bacterias por mililitro {1, 6).

Cuando existe la sospecha clinica de fiebre tifoidea,
se debe tratar de establecer un diagndstico definitivo me-
diante el aislamiento del bacilo, sin embargo esto requiere
de yn minimo de 72 horas después de la toma de la muestra
por lo gue se considera un método tardio (7).

El diagndstico presuntivo se puede realizar por medio
de pruebas serolégicas cuya sensibilidad y especificidad son
variables (8).

Existen pocos antecedentes en la determinacion del an-

tigeno bacteriano de Salmonella typhi que permita estable-



cer un diagndstico presuntivo mas adecuado (9).

La infeccidn por Salmonella typhi en el hombre da ori-
gen a la formacién de anticuerpos a través de su fraccidn
flagelar d, y sus antigenos somdticos 9,12, asi la cuantifi-
cacidn de los dirigidos contra el antigeno somatico O, sir-
ven para establecer el diagnostico de probabilidad (1).

En 1896, hace exactamente 93 anos, Gruber, Durham y
Widal trabajando en forma separada reportaron gque el suero
de pacientes convalescientes al ser mezclado con Salmonella
typhi producla "agrupamiento en grandes grumos hacidndolas
perder su movilidad" naciendo el término de aglutininas y
la cldsica prueba seroldgica de Widal posterior a la cual
han sucedido una gran variedad, entre ellas; la prueba de
Coombs, la hemoaglutinacidn (11, 12), la de Talmage y
Freter (13}, floculacibn en bentonita (14, aglutinacién en
ldtex (15, 16) contrainmunocelectroforesis {17, 18) e inmu-~
noelectroforesis (17, 18) e inmunoenzimdticas (ELISA) (19,
20, 21} entre otras. La prueba de Widal y su variante la
aglutinacibn en placa son las mds populares a pesar de
gue la especificidad no es buena, no estAn bien estandari-
zadas y su interpretacibn se presta a confusidn {(22), ILa
prueba de floculacidn aglutinacidn en capilar y en super-
ficie de Ruiz Castaneda muestran superioridad a la de Widal
en especificidad y sensibilidad; sin embargo, tiene las
mismas desventajas que otras pruebas serolégicas en cuanto
a la sensibilidad al efectuarse en la primera semana de la
enfermedad cuando aun los niveles de anticuerpos no son
detectables con este tipo de pruebas dando lugar a falsas



negativas adn en epidemias (8, 23, 24, 25, 26, 27, 28). Es
bien conocido que ningdn método seroldgico ofrece por si mis-
mo pruebas suficientes para determinar si una paciente sufre
una infeccidn determinada ya que solo son indicadores de que
el sujeto ha sido estimulado para producirlos (23, 27).

Los cultivos de sangre y médula ds2a, son generalmente
reconocidos como el mejor procedimiento para el diagndstico
definitivo de la fiebre tifoidea, detectandose por aislamien-
to e identificacién con pruebas bioquimicas y seroldgicas
lo cual requiere un minimo de 3 dlas lo que resulta tardado
y en ocasiones costoso por la variedad de medios de cultivo
(7, 29). Se han usado particulas de ldtex sensibilizadas
con anticuerpo monoclonal Salmonela 0-9 para detectar el
grupo de salmonelas en hemocultivos con la desventaja de no
distinguir a aquellas salmonelas diferentes a la S. typhi
(15). También se ha utilizado la coaglutinacibn estabili-
zando a la protelna A del estafilococo sensibilizado con
antlgeno de Salmonella C, E y Vi para diagnéstico en culti-
vos de heces enriquecidas, pero se requiere medio especial
y existe cruce con otras bacterias (30).

A partir de 1973, Kronvall introdujo un nuevo método
rapido y simple para determinar el serogrupo de las bacte-
rias conocido como coaglutinacién, empleando a la proteina
A del Staphylococcus aureus (Cowan 1) que reacciona con la

parte FC de la IgG y deja libre el sitio de unidn antigénica
para la interaccién con la bacteria a aglutinar, esta prueba
ha sido empleada en el diagndstico de infecciones por diver-
sos microorganismos incluiyendo Salmonella typhi. Existen
pocos antecedentes del empleo de esta técnica en las mues-
tras clinicas (sangre) para el diagnéstico de la fiebre
tifeoidea (10, 31).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que es de mayor valor diagnédstico
la detecciédn del antlgeno bacteriano y gque no
se cuenta en el momento actual con alguna téc-
nica o reactivo para la aplicacién en los labo-
ratorios de bacteriologla y urgencias se pre-
tende evaluar un reactiveo de coaglutinacioén no
comercial. Siendo el problema base conocer
cuales son los Ilndices de confiabilidad de la
prueba de coaglutinacidn para el antigeno Vi

en el diagndstico de fiebre tifoidea.
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HIPOTESIS

H1:

Ho:

El reactivo de coaglultinacién tiene
una mayor sensibilidad y especifici-
dad que el hemocultivo y/o mielocul-
tivo en el diagndstico de fiebre ti-

foidea.

El reactivo de coaglutinacién tiene

una menor sensibilidad y/o especifi-
cidad que el hemocultivo y/o mielo-

cultivo en el diagndstico de fiebre

tifoidea.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio fue realizado en el Servicio de Pediatria
del Hospital de Infectcloglia del Centro Médico La Raza del
Instituto Mexicano del Sequro Social desde el mes de marzo
de 1989 hasta enero de 1990.

Para el grupo problema se incluyeron pacientes de
0-16 anos de tno y otro sexo con un minimo de 4 parAdmetros
clinicos y uno de laboratorio o 2 clinicos y dos de labora-
torio de los siquientes:

CLINICOS: - Fiebre de una o mds semanas de evolucién.

- Cefalea.

- Malestar general {(astenia, adinamia, hi-
porexia).

- Gastrointestinales {dolor abdominal, ndu-
seas y/o vémito).

- Hepato o esplenomegalia.

- Rosedla tifoidica.

LABORATORIO:

- BHC (anemia, eosinopenia, leucopenia me-
nor de 5000 o neutrofilia moderada)l.

- Reaccién de Widal significativa; O posi-
tiva » 1:160,

Caracterizando de esta forma al grupo experimental de
pacientes pedidtricos con el diagnébstico de probable fie-
bre tifoidea.



Para el grupo testigo se incluyeron pacientes sanos o
con otras patologlas demostradas, diferentes a fiebre ti-
foidea,

No se incluyeron pacientes gue no cumplieron criterios
de inclusién y se excluyeron a aquellos con antibioticote-
rapia o falta de cultivos como métodos comparativos. Una
vez que el paciente cumplid con los criterios de inclusién
se procedié a obtener la muestra.

Acompanando al utilizado para la toma de hemocultivo
previa asepsia y antisepsia de la regién a puncionar con
isodine se tomaron 2cc de sangre con aguja y jeringa esté--
riles colocdndolos en un tubo de ensaye también estéril.

Realizacién de la prueba de coalglutinacién:

~ Se empled un reactivo de coaglutinacién no comer-
cial estandarizado en el laboratorio de investiva-
cién de Infectologla e Inmunologia del Instituto
Nacional de Perinatologla.

- Se probaron muestras de suero de pacientes con

diagnoéstico de probable fiebre tifoidea.

-~ Se emplearon reactivos dirigidos contra el anti-
geno Vi.

- En cada ensayo se empled una cepa control de
Salmonella typhi como testigo positivo y solucién
salina estéril como control negativo.



- Cada muestra clinica debid corresponder a la misma
muestra enviada para cultivo.
METODOLOGIA
~ De cada muestra de sangre obtenida para hemocultivo
se destinaron 2 ml que fueron colocados en tubos de

ensaye con tapdén de rosca estéril.

- La muestra de sangre se centrifugd a 10,000 revo-

luciones por minuto separandose del suero.

-~ Cada muestra de suero fue sometida a calentamiento

a 60° ¢ por 30minutos.
- Después del procedimiento anterior se colocaron
tres gotas de cada muestra problema sobre una pla-

ca de vidrio a las cuales se les adicionaron:

MUESTRA 1: coaglutinacién para antigeno Vi

(reactivo 1)
MUESTRA 2: solucidn salina.
MUESTRA 3: Salmonella typhi mds reactivo 1.

Las muestras se mezclaron con agitador de madera y

se rotaron manualmente por 1-2 minutos.



La reaccidén de coaglutinacién se consideréd positiva
cuando se observd una franca aglutinacidn después
de 1 minuto y antes de 2 minutos.

Las reacciones que no dieron franca aglutinacidn se

consideraron como negativas.
De cada muestra se revisd posteriormente el resul-

tado del cultivo de sangre y/o médula bsea en el
laboratorio de bacteriologla.
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METODO ESTADISTICO

Se analizaron 12 pacientes en el grupo problema y 12
en el grupo control, determindndose sensibilidad, especifi-
cidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo
Negativo (VPN)} de acuerdo a las siguientes férmulas.

N° de verdaderos positives _ _A
N° de resultados positivoes  A+C

SENSIBILIDAD

(o] :
ESPECIFICIDAD N~ _de verdaderos negativos _ D

N° de resultados negativos B+D

VALOR PREDICTIVO

A
POSITIVO -

A+B
VALOR PREDICTIVO D
NEGATIVO c+D

Ver tablas siquientes

~ 15 =



RESULTADOS

El presente estudio fue realizado en el Hospital de
Infectologla, Servicio de Pediatria del Centro Médico La
Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social, en donde se
tiene un promedio de 70 a 100 de ingresos anuales por fie-
bre tifoidea con tendencia a la disminucidn progresiva en-
contrando en este ano (1989) solo 12 casos que reunieron
criterios de inclusién, observandose un mayor ntmero de ca-
sos en las edades de 12-16 anos, en la distribucidén por se-
%o, 7 fueron femeninos y 5 masculinos, con evolucién en su
mayoria de 7 a 10 dlas, presentando como datos clinicos so-
bresalientes (en mas del 90% de los casos), fiebre, malestar
general, cefalea y datos de laboratorio mis frecuentes de
anemia y leucopenia, la reaccidn de Widal en la mayoria de

los casos no fue significativa.

Los resultados de cultivos en este estudio mostraron
una confiabilidad muy diferente ya que el mielocultivo re-
sulté ser el estandar ideal de comparacidén para establecer
el diagnéstico de certeza de fiebre tifoidea no asl el he-
mocultivo que en la mayorla de los casos fue negativo, como
se aprecia en la tabla 2, solo 3 casos tuvieron hemocultive
positivo. La coaglutinacién fue positiva en todos los ca-
sos mostrando una sensibilidad del 100% y especificidad de
84%, VPP 84% y VPN 100% (tabla 4). El mielocultivo fue po-
sitivo en todos los casos con excepcidn de 1 en el que no
fue tomado, hacemos la observacién de que a pesar de esta
situacién el paciente se incluyd en el estudio ya que la

coaglutinacién fue positiva, el cuadro clinico muy su-



gestivo y tuvo una respuesta satisfactoria al tratamiento
para fiebre tifoidea, siendo este caso en particular el que
causd la disminucién en la especificidad del método de

coaglutinacién por considerarse como un falso positivo.

En este grupo de pacientes el hemocultivo tuvo una baja
sensibilidad {25%) y aunque el valor predictivo positivo
es adecuado tuvo un valor predictivo negativo solo del 10%
{tabla 5).
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PACIENTES CON COAGLUTINACION POSITIVA Y DIAGNOSTICO DE FIEBRE TIFOIDEA

CASC HEMOCULTiVOS MIELOCULTIVOS COAGLUTINACION
1 Negativo (3) Positivo Positiva (3)
2 Negative (3} Positivo pPositiva (3)
3 Negativo (3] Positivo positiva (3)
4 Negativo (3) Positivo Positiva (3)
5 Negativo (3} Positivo positiva (3)
[ Negativo (3} Positivo Positiva (3}
7 Positivo (3) Positivo Positiva (3}
8 Negativo (3) Positivo Poaitiva (3)
9 Negativo {3) N.R. positiva (3)

10 Positivo (3) Positivo Positiva (3}

n Positivo (3) Positivo Positiva (3

12 Negativo (3) Positivo Positiva (3)




- 51 —-

CONTROLES NEGATIVOS PARA PRUEBA DE COAGLUTINACION

[ ———————,

CASO DIAGNOSTICO COAGLUTINACION
1. Hepatitis téxica Negativa
2 Sarampién Negativa
3 Infeccién urinaria Negativa
4 Sano Negativa
5 Hepatitis Negativa
6 Asma bronguial Negativa
7 Amibiasis invasora Negativa
8 Sarampidn Positiva
9 Hepatitis crénica Negativa
10 Asma brongquial Negativa
11 Asma bronquial Negativa
12 Derrame pleural Negativa




MIELOCULTIVO

- pz -

POSITIVO NEGATIVO
POSITIVA 1 2
COAGLUTINACION (A} (B)
NEGATIVA 0 1
(C) (D)
TOTAL 1" 13
SENSIBILIDAD Ao ML 00s
A+C 1
ESPECIFICIDAD e T PR YT
B+D 3 :
VALOR PREDICTIVO POSTTIVO AL L gs o= aae
A+B 13
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO -2 Do v = 1008




T A L 5
MIELOCULTIVO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO I 0 (n 3
HEMOCULTIVOS
Ty 1
NEGATIVO CR 1 o) 0
TOTAL 12 1 13
A 3
SENSIBILIDAD Ao 32 o s
A+C 12
ESPECIFICIDAD D 1 = 1o0%
B+D T
VALOR PREDICTIVO POSITIVO A 3o o0
A+B 3
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO B R
c+D 10




DISCUSION

De manera general el diagndstico presuntivo de fiebre
tifoidea se realiza en la mayoria de las unidades hospita-
larias a través de la deteccidén de anticuerpos circulantes
en suero, debido a que la elevacién de estos anticuerpos
especificos contra Salmonella typhi son mds francos a par-
tir de la sequnda semana de evolucidn de la enfermedad,
ésta es una limitante para el diagnéstico durante las fa-
ses tempranas de la misma, es aceptable que el diagnésti-
co pueda sustentarse cuando existe deteccidn del antigeno
bacteriano en la circulacién el cual es mayor en las eta-
pas iniciales de la enfermedad por lo que se considera de
mayor utilidad su busqueda intencionada a través de reaccio-
nes inmunoldgicas.

El uso directo de anticuerpos como un método rdpido
en la identificacién de cepas de Salmonella se han estu-
diade en cultivos, especimenes clinicos y alimentos con
anterioridad con hallazgos variables que parecen depender
en la especificidad de los anticuerpos policlonales y la
técnica empleada, como lo demuestra Svenungsson, et al.
con una alta especificidad (100%) lograda con un antisuero
monoespecifico 0-9 cuando lo usd con inmunofluorescencia
para detectar Salmonella enteritidis en cultivos fecales
(9).

Se han utilizado otro tipo de particulas, como las
de latex sensibilizadas con anticuerpos monoclonales de
Salmonella 0-9 para detectar el grupo D de salmonelas en

cultivos de sangre, encontrando este sistema eficaz un
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100% cuando se usd en 104 especlmenes clinicos. La fiebre
entérica fue diagnosticada tan pronto como en 24 horas des-
pués de la elaboracién del cultivo en el 18% de los casos
descritos. Las particulas de ldtex se usaron también en
una situacién experimental para detectar el lipopeolisacédri-
do soluble de Salmonella typhi por el método de aglutina-
cién en tubo lo cual fue encontrado cuatro veces mds sensi-
ble que el método convencional de aglutinacidn en placa
(15).

Otros autores como Mikhail et al., usando Salmonella
A, D, Vi y antisuero polivalente sensibilizado con organis-
mos estafilocdccicos detectaron Salmonella typhi y
Salmonella paratyphi en cultivos de sangre y bilis de buey
en un 95% de los casos en comparacién a los métodos conven-
cionales de cultivos.

La exactitud en la identificacién de salmonelas por
métodos inmunoldgicos depende de la especificidad de las
preparaciones de anticuerpos utilizados.

Los procedimientos convencionales para la prepara-
cién de antisueros monoespeclficos contra los antlgenos O
de Salmonella que definen la especificidad del serogrupo
requerlan la inmunizacidn activa de conejos con bacterias
muertas con formalina y tomar posteriormente su suero, el
cual daba una gran cantidad de reacciones cruzadas siendo
ademds la absorcidén incompleta y el titulo de anticuerpos
muy bajo, en la actualidad se han tomado de humanos con fie-
bre tifoidea mejorando los pardmetros mencionados (9).



La sensibilizacién de cepas de Staphylococcus aureus

Cowan I, con antisuero contra el antigeno Vi, resultd ser

un reactivo diagnédstico excelente para la deteccidn de
Salmonella typhi ya que con la dilucidn utilizada la reac-
cién de aglutinacidn se presentd en el 100% de los casos

con mielocultivo positivo, mostrando una gran confiabilidad.
Es probable que exista reaccién cruzada con otras salmonelas
que puedan causar las llamadas fiebres entéricas; sin embargo
este cruce no influird en la decisidn terapéutica ya que el

tratamiento antimicrobiano es el mismo.

La deteccidn de antigenos para el diagnéstico de fie-
bre tifoidea ha sido poco utilizada, siendo los especlmenes
mis estudiados; sangre, heces y orina y los métodos diagnods-
ticos; coaglutinacién, contrainmunoelectroforesis y ELISA
(16).

En este estudio tratamos de mostrar que la coaglutina-
cidbn supera los métodos convencionales como son los cultivos,
encontrandola econdmica, rapida, 4til en los primeros dlas
de la enfermedad y confiable; como lo han demostrado otros
investigadores (9, 15, 16, 30, 31).

El método de coaglutinacién es superada por inmuno-
fluorescencia indirecta respecto a sensibilidad al poder
detectar menos cantidades de bacterias (104) a comparacién
de coaglutinacidn que detecta solo si son mds : de 108 bac-
terias pero en ese mismo estudio esta prueba es superior

en rapidez y menos sofisticacién.



La sensibilidad y especificidad del método de coaglu-
tinacidén fue alta como se compruebaz en otros trabajos tam-
bién con pocos pacients como el de Sivadasan, Gnico reporte

encontrado en muestras sanguineas directas (31).

Aunque se han mencionado diferentes métodos para detec-
tar el antigeno, consideramos que al aumentar el tamano de
la muestra para coaglutinacidén se verdn resultados mas con-
vincentes y reales por demostrarse lo que en este pequeno

reporte se describe.
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