REV CUBANA MED TROP 1998;50(1):42-7

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

Toma de muestra en papel de filtro para la deteccion
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RESUMEN

Se describe la utilidad de la toma de muestra total en papel de filtro para la deteccién de la IgM antivirus de la H®ibailisS&
compararon simultaneamente 168 muestras de suero y papel de filtro, en las 52 muestras que conformaron el grupo aeteotano se
ron alteraciones en la especificidad del ELISA de captura de IGM, y en las 116 restantes, que procedian de pacientdsaccimgzspec
de hepatitis viral aguda, se obtuvo una sensibilidad, una especificidad y una coincidencia de 100 % al comparar eltpagehda fil
dilucién 1:500 y el suero. La correlacién entre los valores de densidad 6ptica de los resultados positivos a la IgM att-éHpapel

de filtro a la dilucion 1:500 y el suero, fue de 0,895. Al aplicar este tipo de colecta de muestra en un grupo de enféalimeibsspe
obtuvo 100 % de coincidencia con la sospecha clinica; ademas, se demostré su utilidad en el diagnéstico de un brot dealhepatiti
Nuestros resultados recomiendan la introduccién de este tipo de recolecciéon de muestras en el diagnéstico de la hepatitis A.

Descriptores DeCSELISA/métodos; HEPATITIS VIRAL HUMANA/sangre; HEPATITIS VIRAL HUMANA/epidemiologia; BROTES
DE ENFERMEDADES; IGM/anélisis.

La hepatitis viral es una enfermedad generaliza-  Esta enfermedad, de amplia distribucién mun-
da que afecta de forma primaria al higado y que puedgyis| se presenta con frecuencia como brotes epidé-
ser causada por los virus de la hepatitis A, B, C, D, mjcos producto de aguas o alimentos contamina-
E y los recientemente reportados agentes GB Yqq |5 que ocurre comtnmente en instituciones ce-

1
HGV. . . L, . rradas: circulos infantiles, escuelas y unidades mi-
La hepatitis A, conocida también como hepati- litares?

tis de incubacién corta o hepatitis infecciosa, es cau- . . . ., .
El diagnaostico de la infeccion por el virus de la

sada por el virus de igual nombre, y se caracteriz . .
P g y epatitis A (VHA) se basa en la clinica, la

por inflamacién aguda del higado, fiebre, sintomas idemiolodi | dio virolégico. E m
gastrointestinales e ictericia. Su via fundamental de€P'démiologia y el estudio virologico. Este Ultimo

transmisién es fecal-oral, aunque en ocasiones estRuede ralizarse mediante la deteccion del ARN viral

puede ocurrir por via parenteral. Tiene mayor inci- € SUero, heces fecales e higado, asi como del
dencia en adultos jévenes y en nifios, en estos dlti-2ntigeno viral en heces, o de anticuerpos circu-
mos la infeccién puede pasar inadvertida. lantes en respuesta a la infeccion por el agente.
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Paraello se utilizan varias técnicas como la - Instituto de Gastroenterologia: se obtuvieron 100
microscopia a@nmunomicroscopia electronica  muestras de suero y papel de filtro, procedentes de
(ME e IME), radioinmunoensayos (RIA), ensayos pacientes clinicamente sospechosos de hepatitis
inmunoenzimaticos (ELISA) y ensayos de biologia viral aguda.
molecular (hibridacion molecular [dot blot] y reac-
cién en cadena de polimerasa [RCP]). Para el estudio de aplicacion del método de re-

. . L . . . coleccion de muestras de sangre total en papel de

El meétodo mas practico y disponible es el diag- o, en el diagnéstico viroldgico de la hepatitis A, se

ndstico serolégico, por lo que su empleo en amplio,tomaron 4 muestras de casos clinicos sospechosos
se utiliza la deteccién de IgM anti-VHA como he- de hepaititis viral tipo A en la sala@astroenterologia
rramienta principal en el diagnéstico rapido de la del Hospital Militar"Luis Diaz Sotb Se recolecta-
enfermedad. Esta determinacion se realiza generaf©n @demas 97 muestras procedentes de un brote de

: . hepatitis viral ocurrido en el Circulo Infantil "Juan
mente por ELISAy es de gran importancia para en-parado, del municipio La Lisa, en Ciudad de La

frentar y controlar los brotes de hepatitis viral, ya Habana.

que el conocimiento del agente causal permite apli-  Toma de muestra en papel de filt&e obtuvo

car cuanto antes las medidas de control y el tratapor puncion con lanceta estéril del pulpejo del dedo

miento necesarias. pulgar, previa limpieza de la zona. Se dej6 absorber
La colecta de sangre en papel de filtro, ha sidola sangre por el area indicada por el fabricante (zona

ampliamente utilizada en el diagnéstico virolégico, A d& 30 mm de largo y 5 mm de ancho) de forma

tanto para la deteccién de IgMomo de IgG3,asi ~ uniforme y por ambos lados. Cada papel de filtro

como en diferentes técnicas: R€Rhibicion de la habia sido rotulado previamente (zona B, 18 mm de

S largo y 10 mm de ancho). Una vez que la sangre fue
10,11
hemaglutinacion (IH)y ELISA. absorbida, se dejo secar en posicion vertical, con la

Debido a las _vgrltajas que posee este me'[Odozona B hacia abajo a temperatura ambiente. En to-
tales como la posibilidad de un transporte de muesyos |os casos se siguieron las instrucciones siguien-
tras mas seguro y un mejor almacenamiento, la utites: evitar la exposicién a temperaturas elevadas, a
lizacion de una menor cantidad de materiales, asfa luz solar directa y a gases toxicos que pudieran
como que es un método menos molesto para el panhibir la extraccion del anticuerpo del papel de fil-
ciente y no necesita de personal especializado, nots0. Se guardo el papel de filtro a 4 °C hasta el mo-
propusimos conocer su utilidad en la deteccién de lanento en que se realizo la elucion.

IgM anti-VHA, fundamentalmente en el estudio de _ Procesamiento de la elucion de los anticuerpos
brotes de hepatitis A. El papel de filtro tipo | esta disefiado para absorber

un volumen fijo de sangre en el area sefalada y la
elucién es el proceso que permite que los anticuerpos
sean extraidos.
El dia anterior a la realizacion de la prueba
_ seroldgica, el area de absorcion sanguinea fue cor-
Muestras Se recolectaron, de forma simultanea t3da con unas tijeras en 3-4 partes y colocada en
168 muestras de suero y sangre total en papel dgoo L de solucién tamponada de fosfato pH 7,2
filtro (Blood Samplig Paper, Nobuto’s tipo |, Toyo (PBS) en tubos Eppendorf, los que fueron guarda-
Roshi Kaisha, Ltd Tokyo, Japan) en los laboratoriosdos a la temperatura de 4 °C durante toda la noche.
clinicos del Instituto de Medicina Tropical "Pedro La solucion tomé un color rojo vino, lo que

Kouri* (IPK) y del Instituto de Gastroenterologia, Visualmente nos indicé una buena elucion de los
con las siguientes caracteristicas: anticuerpos, que se corresponde con una dilucion

aproximada de 1:10 del suero.

i , ELISA de captura de IgM anti-VH&e utilizé
IPK: se tomaron 68 muestras de suero y papel deeI ELISA de captura de IgM, normalizado y valida-

fllgrq; de éstas, 16 correspondleron_ a pamentesdo en el Laboratorio de Hepatitis Viral del IPK.
clinicamente sospechosos de hepatitis viral aguda g4 fijaron a la placa de poliestiref\axiSorp

y52a pacientes_ con enfermedades no relacionarg Nunc, Dinamarca, desmontable en 12 tiras) 100 uL
das con esta entidad. de anti-lgM (especifica a cadena p) humana (Cen-

METODOS
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tro de Inmunoensayo, La Habana, Cuba) a una coneién de la IgM anti-VHA, primero se procedié a
centr&ion de 20 pL en buffer carbonato-bicarbona- analizar 52 muestras de suero y papel de filtro pro-
to pH 9,5. Al dia siguiente se afiadieron 50 pL decedentes de individuos con enfermedades no rela-
los sueros controles (4 negativos y 2 positivos) ycionadas con la hepatitis viral, los cuales constitu-
sueroproblemas diluidos 1:1 000 en PBS-Tween yeron nuestro grupo control. Se realizaron dilucio-
20 al 0,05 %PBS-T) y los eluados correspondien- nes 1:100, 1:500 y 1:1 000 del eluado del papel de
tes en 3 diluciones 1:100, 1:500 y 1:1 000, y se in-filtro (PF) (dilucién primaria 1:10) y se procesaron
cubaron durante 1 h a 37 °C. Luego de 4 lavadossimultaneamente con el suero a la dilucion usual de
con PBS-T, se adicionaron 50 pL del antigeno delirabajo (1:1 000).

VHA estabilizado e inactivado con formaldehido 1:2 000 Exceptuando el proceso de elucién de la mues-
ala dilucion de 1:5 en PBS-T + 5 % de suero huma+ra de sangre total colectada en papel de filtro, las
no negativo a los marcadores de VHA; estecondiciones requeridas para la determinacion de la
reactivoju se incub6 2 h a 37 °C. Después se agreg@resencia de anticuerpos IgM mediante el ELISA
el conjugado anti-VHA/peroxidasa (50 L) ala dilucion de captura fueron iguales a las utilizadas para los
1:1 000 en umufferde igual contenido al utilizado gyeros.

para el antigeno. Por dltimo, se afiadio la misma can- | 55 52 muestras (suero y PF) que conformaban
tidad de sustrato, compuesto por 5 mg deg| grypo control resultaron negativas a la presencia
ortofenilendiamina, 5 mL de buff(?r fosfato-citrato de IgM anti-VHA. Ambos tipos de muestras se com-
pPH 5 Y 2 UL de peroxido de h_|drogeno (30 %),’ !aoportaron de manera similar, resultado que nos per-
reaccion se detuvo a los 15 min con 50 uL. de acidq, i yefinr que la utilizacion de la sangre colecta-

sulftirico al 12,5 %. La lectura se realizdé en un Iec-da N | de filtro no alteraba la especificidad de
tor microELISA (Titertek Multiskan) a una longi- | t’e papi tanto. | \met tp blecid
tud de onda de 492 nm. atécnica. Por tanto, los parametros establecidos para

el ELISA de captura de IgM anti-VHA no fueron

- Criterios de validez de la prueba. Para verificar modificados. _
la validez de los resultados obtenidos tiene que  Teniendo en cuenta los resultados anteriores,

cumplirse que el promedio de los valores de den-analizamos los 116 casos clinicamente sospechosos
sidad optica (DO) de los controles negativo$ (X de hepatitis viral, que solicitaban algtn tipo de anéli-
sea menor que 0,2y que el promedio de las DGs;s relacionado con esta enfermedad. Las muestras
de los controles positivos (Ksea mayor que diluidas de suero y papel de filtro se probaron en

0,45; por tanto la diferencia entre X X debe . P
ser mayor que 0,250. paralelo, o sea, en la misma placa de reaccion, con

- Determinacion del valor de corte. El valor de cor- 1as mismas condiciones para una y otra muestras.
te se halla multiplicando la media del valor de ~ De las 116 muestras de sueros evaluadas para la
los controles negativos validos por la constantedeteccion de IgM anti-VHA, 50 resultaron positivas
2,1. (43,1 %) y 66 negativas (56,8 %), por lo que la pro-

- Criterio de positividad. Se consideran positivos Iporci(')n de casos positivos y negativos resulté bas-
aquellas muestras cuya DO sea mayor o igual_ e similar

ue el valor de corte. :
g En la figura 1 se recogen los resultados de la

Procesamiento estadistico de los resultages  comparacion del suero y el papel de filtro a la dilu-
determinaron los porcentajes de sensibilidad, especion 1:100. En un total de 116 muestras, 50 fueron
cificidad y coincidencia para comparar ambos mé-positivas con ambos tipos de muestras y 65 nega-
todos de recoleccién de muestras, mediante el uso
de tablas de contingencia. Se hall6 el coeficiente d

correlaciéon de Spearman (R) a los valores de DO de Suero N=116

los casos positivos por ambos métodos. * -| Sensibilidad: 100 %
Papel + 50 1| Especificidad: 98,48 %
de Coincidencia: 99,13 %

RESULTADOS filtro . 0 65 | R= 0,661

Con el objetivo de normalizar la tomamees Fig 1. Comparacion de los resultados_fje I? deteccion de IgM anti-
tra de sangre total en papel de filtro para la detec VA ensueroy papel de filtro a la dilucion 1:100.



tivas; 1 muestra de suero negativa fue positiva al
utilizar el papel de filtro, con una DO muy cercana
al valor de corteEstos resultados arrojaron una sen-
sibilidad de 100 %na especificidad de 98,48 % y

una coincidencia de 99,13 %. El valor de R fue de

0,661.
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En la tabla se recogen los resultados obtenidos
tanto de los casos clinicos como del brote. EI 100 %
de los casos clinicos sospechosos fue positivo a la
deteccion de IgM anti-VHA, mientras que 13 mues-
tras (13,4 %) del brote fueron positivas a este mis-
mo marcador.

En la Tl,gura 2 se muestran los reS_UItadOS d_e IaLFABLA . Resultados de la deteccion de IgM anti-VHA en casos clini-
comparacion del suero y el papel de filtro a la dilu- cos sospechosos de hepatitis A y casos del brote en el circulo infantil
cién 1:500. En este caso no se obtuvieron muestras

discordantes, lo que condujo a una especificidad

Procedencia Positivos (%) Negativos (%) Total

sensibilidad y coincidencia de 100 %. El valor de R casos clinicos

fue de 0,895.

Papel +
de
filtro

Suero
+

50

0

—

66

Fig. 2.Comparacion de los resultados de la deteccion de IgM anti-

N=116

-| Sensibilidad: 100 %

Especificidad 100 %
Coincidencia:100 %
R=10,895

-VHA en suero y papel de filtro a la dilucién 1:500.

La figura 3 recoge la comparacién de los 2 tipos

sospechosos de
hepatitis A
Casos del brote
en el

circulo infantil

4 (100 %) 0 (0 %) 4

13 (13,4 %) 84 (86,6 %) 97

n=101

DISCUSION

La utilidad de la toma de muestra de sangre to-

de muestras a igual dilucién (1:1 000). De las 116tal en papel de filtro (PF) ha sido reportada por mu-
muestras evaluadas, 49 fueron positivas y 66 negachos autores, y ha demostrado ser un proceder sen-
tivas en ambos casos, 1 suero resulté positivo a 1&110, facil'y aplicable en el diagndstio de multiples
IgM anti-VHA, mientras su homoélogo recogido en e€nfermedades.

papel de filtro fue negativo. La DO de este suero

En los trabajos realizados pGuzmany otros

estuvo muy cercano al valor de corte. En esta dilu-€n la normalizacion del uso del PF en la serologia de
cion R tuvo un valor de 0,886.

Papel +
de

filtro

Suero

+

49

1

o

66

Fig. 3 Comparaciéon de los resultados de la deteccion de IgM anti-

N=116
Sensibilidad: 98 %
Especificidad: 100 %
Coincidencia: 99,13
R=10,886

-VHA en suero y papel de filtro a la dilucién 1:1 000.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores
decidimos realizar un pequefio estudio de aplicacio

dengue por IH, no se obtuvieron diferencias signifi-
cativas entre éste y el suéfdstos resultados coin-
ciden con los encontrados pédizquez otros en la
deteccién de anticuerpos antidengue por ELISA de
inhibicién, quienes encontraron concordancia, tanto
en resultados positivos y negativos, como en los ti-
tulos de anticuerpos entre el sueroy el PF alos 15 d,
alos 3y alos 6 meses de conservacion a-20 °C.
Farzadegany otros, en 198% emplearon esta
técnica en la deteccion de anticuerpos contra el VIH
con resultados muy satisfactorios. De igual forma la

fJoma de muestras en papel de filtro ha sido emplea-

de este tipo de recoleccion en casos clinicament&@ €n 'j‘ deteccion de IgM e 1gC antivirus de la
sospechosos de hepatitis viral, internados en la salgiPeola:

de Gastroenterologia del Hospital Militar "Luis Diaz

Burkey otros utilizaron la toma de muestra en

Soto", y en el diagnéstico de un brote de hepatitisPapel de filtro para el establecimiento del diagnosti-
viral en un circulo infantil de Ciudad de La Habana. €0 serolégico de la encefalitis japonesa (EJ), al com-
La dilucién de trabajo establecida fue 1:500, por serparar la deteccion de IgM mediante ELISA de cap-
ésta en la que se obtuvo mayor concordancia y uriura y la deteccion de anticuerpos inhibidores de la
valor de R cercano a la unidad.

hemaglutinacion, demostraron la superioridad del
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método de captura de IgM para el diagnéstico serocidencia entre los resultados positivos y negativos,
l6gico de la EJ mediante muestras de sangre absoflecidimos establecer la dilucion 1:500 como la 6p-
bidas en PF; estos mismos autores reportaron la utiima cuando se usara este tipo de muestra. El resto
lidad de este tipo de muestra para la deteccién d&€ 105 parametros del ELISA de captura de IgM,

anticuerpos IgM a virus dengue, hepatitis A y hepa-°°™M0 S€ plant_e;o anteriormente, no se modlflc_:gron.
fitis B 6 La aplicacion de este método de recoleccion de

Este métado también fue utilizado pizquez muestras en la practica, ademas de mostrar una co-
q incidencia de 100 % con la sospecha clinica inicial,

y otros para la determinacién de anticuerpos IgM a4emostré una vez mas sus ventajas, ya que permitio
virus dengue en muestras procedentes del SistemMg;nfirmar en un periodo corto (3 d), lo cual no es

de Vigilancia de Costa Rica y Nicaragua y reporta- ysyal, que el agente causal de un brote de hepatitis
ron 100 % de coincidencia entre el suero y el papeliral en un circulo infantil de Ciudad de La Habana,
de filtro conservado a 4 €. era el virus de la hepatitis A, ademas facilito el trans-

Por otra parteidlery Shouvalesarrollaron un  porte de las muestras de sangre que fueron tomadas
método simple de deteccion de anticuerpos totalegpor personal no especializado, sin requerir mas ma-
contra el VHA mediante la colecta de sangre en dis-eriales que alcohol, lancetas, algodon y papel de fil-
cos de papeL con una concordancia de un 100 % co#o, asi como evidencio ser un método mas factible
el suero homélog#. para el trabajo con nifios.

Nuestras experiencias permiten demostrar |a uti_ EStOS I’eSU|'[adOS avalal’l Ia intl‘OdUCCi()n de este

lidad de este tipo de recoleccién de muestras en giPO de muestra en el diagnostico de la hepatitis A,
diagnéstico virolégico de la hepatitis A. se recomienda fundamentalmente en el estudio de

: . brotes, sobre todo, en nifios pequefios, en los que se
En el grupo de pacientes clinicamente sospecho- ’ ' peq ' q

sos de hepatitis viral, la dilucion 1:100 del papel dedlflculta la obtencion de sangre venosa, y aquellos

: ! o que ocurren en concentrados militares y colectivos
0
filtro mostro una especificidad de 98,48 %. Esto de dificil acceso, donde la lejania (transporte de las

]EILt'ede ser deb|?o| aun fatl_so %OT'“VO del papel Idemuestras) y la falta de personal especializado, ha-
Itro y No a un 1aiso negativo del SUETo, ya que 1a cen atrayente este tipo de toma de muestra.
muestra en papel de filtro se trabajoé a una dilucion
menor que la del suero, por lo que pueden quedar
contaminantes que afecten la especificidad del sissymmary
tema, los cuales se eliminan al diluir el suerd0Q

Por el contrario, en la dilucién 1:1 000 se afectd The usefulness of the whole sample taking in filter paper for the
la sensibilidad del sistema (98 %). En este caso pendetection of anti-HAV IgM is described. 168 serum and filter paper
samos en un falso negativo del papel de filtro, yasamples were simultaneously compared. No alterations were observed
que los valores de DO del suero estaban cercanos &l the specificity of the enzyme-linked immunosorbent assay for the
valor de corte, lo que parece indicar que la concen<atchment of IgM in the 52 samples of the control group or in the other
tracion de |g|\/| en el suero era baja’ y por tanto, en e[l16 from patients with clinical suspicion of acute viral hepatitis. A
pape| de filtro y esto impedl’a que alcanzara el Crite_sensitivity, specificity and coincidence of 100 % was obtained on
rio de positividad de la prueba El eluado del PE decomparing the filter paper with the dilution 1:500 with the serum. The
esta muestra era de un color I’OjO vino intenso Iocorrelation established between the values of optical density of the
que demuestra una buena elucién de los anticue':pogositive results to anti-HAV IgM, the filter paper at dilution 1:500 and
Aunque algunos autores han planteado que la Ithe serum was of 0.895. On applying this type of sample taking in a
es altamente lbil cuando las muestras son tomada roup of hospitalized patients, 100 % of coindicence with clinical

| de fil dé licabl suspicion was attained. Besides, it was proved its usefulnes for the

€n papel de T tr_o y conservaads)o es, ex_p Icable diagnosis of a viral hepatitis outbreak. According to our results, it is
este resultado si nos basamos en la pérdida de la IgMcommended the introduction of this type of sample taking in the
a través del tiempo, ya que las muestras fueron prodgiagnosis of hepatitis A.
cesadas de 1 a 2 d después de su colecta, y en algu-
nos casos el mismo dia. Subject headings: ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT

Basandonos en los valores de R de los casodSSAY/methods; VIRAL HEPATITIS, HUMAN/blood; VIRAL
positivos a la IgM encontrados en el suero y en lagiEPATITIS, HUMAN/epidemiology; DISEASE OUTBREAKS;
diferentes diluciones del PF, asi como en la alta coin!GM/analysis
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