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r. rntroducción 

cuencia 

EJ. diagn6stico cl..tnico de ,la bruc.e.los.f:s, es con : fr!!_ 

,difí:c:i\ ~~;~;~~i_izarpor''i~'·<vaged.;;d,,d~>s.i;nos. y s.tnto-

mas con que· se 

de l.abora tO:r'ic)_ 

reaJ.izaci6n, 

las bruceJ.as 

cubaci6n. Por otra parte~· ·en. 

dad estos microorganismos, que· son i.ntracelüJ.ares.;·,,,;,rararnente 

están presentes en sangre periférica en sl.l:EiC::~-~~~·~~·~Ume.ro . 
\'.::.] .. ;·, 

como para se recuperados por hernoculti..vo (J.f;:· 

EJ. serodiagn6stico en cambio tiene una reaJ.izaci6n y 

una J.ectura mucho más rápida y es positiva precozmente; se --

utilizan en general. las t~cnicas de agJ.utinaci6n de Wright, -

de AntiglobuJ.ina humana o prueba de CoomJ:>s as.t como J.a aqJ.ut~. 

naci6n con 2-mercaptoetanol. (2ME), que nos permite determinar 

que el.ase de gJ.obuJ.inas están presentes en el. individuo pro--

bJ.ema. La agJ.utinaci6n determina anticuerpos agJ.utinantes y 

es el. m~todo más empl.eado; sin embargo, no se encuentran tít~ 

J.os positivos significativos en todos J.os pacientes y pueden 

presentarse resuJ.tados fal.sos positivos debido a reacciones -

cruzadas principal.mente. La fijación de CompJ.emento pone de 

manifiesto anticuerpos no agJ.utinantes, y tiene el. inconve--
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niente de su gran comp1ejidad t~cnica, ia prueba de Coombs de 

detecta anticuerpos ag1u-t;:inantes y.no ag1utinantes, aunque.no 

ia bruceiosis ·humana. 

Dentro de 1os objetivos de este trabajo es.tuvieron ¡,;l. 

estandarizar y optimizar Ún sistema de Inmunofl.uorescencia indi

recta para determinar anticuerpos antibrucel.1a en suero de pa-

cientes con bruceiosis en diferentes fases cl.ínicas, así como -

individuos sin antecedentes de bruceiosis. Adem~s, se trat6 de 

estab1ecer ios 1ímites en 1os nivel.es de anticuerpos que permi--

tieron diferenciar a ambos grupos de individuos, 10 que a su vez 

permita ei empl.eo de este.sistema como diagn6stico serol.6gico. 

Por otro 1ado, se hizo una comparaci6n de l.a respuesta 

inmune humoral. con e1.diagn6stico cl.ínico. 
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II.· General.idades 

La brucel.osis es un probl.ema sanitario mundiaL .'i.:ie, tan 

to por sus efectos ;:~.;bre l.a sal.ud humana y 'ia d.e· i.;'~, a~iiri~ie's, -
;¡': 

como por sus repercusiones ec-~nómicas ,, oc~·pa ·'"uno ·de'-.~-~iO's;,·_.prime-ros 

i.ugares, de ias infecciones transmi tid;;,.s .Ji;,;~~fa5t:,H:!ii'~i~:s al' ho!!!. 

~ '_-: '::~f~~-:1:,~~~~ ·,.,i,:l--~-- ' '.'.,,;~t~~:~-=~ =_;.:>,:;-. bre. 
<~);"·~J~;::., \~í·.f ,·~:\)~:· 

senas son ::s:::::op:::e c::t:::c)i:~:~~{in~[~:~:t~~~;~~~~:~·t,~~e::~ 
y demás descargas que siguen al. aborto o ·~; ~a::Ct:~··~~Ú~~~~s ~ i.~fes_ 
tadas o cuando se sacrifican para el. consumo. 

personas contraen l.a enfermedad al. al.imentarse con productos• l.ás_ 

teos procedentes de vacas y cabras infectadas (4). · 

Las especies animal.es que son fuente de infecci6n.· para 

e:L hombre, son bovinos, caprinos, ovinos, suir .. os, canidos-',· ·y a1-

gunas otras especies dom~sticas. 

La importancia epidemiol.6gica de estas especies anima~ 

l.es está determinada por el. tipo de Brucel.la que se encuentra i_!l 

fectándolos. En generai·, l.as ovejas y l.as cabras son el. reserv2 

rio de Brucel.l.a mel.itensis, siendo l.a cepa más pat69ena para el. 

hombre. Considerándose menos pat6gena a Brucel.l.a abortus, que -

infecta principal.mente al. ganado vacuno, Brucel.la ovis que tiene 

predilecci6n por l.os ovinos, Brucel.l.a ~ por perros y 

Brucel.l.a .!!.!:!.!!!, por cerdos. A pesar de que hay cierta predil.ecci6n 
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de ciertas especies de Bruce11a por determinados huéspedes, no 

existe una exc1usividad, y todos 1os anima1es y e1 hombre son 

sensib1es a todas 1as especies de Bruce11a. 

' . 
La transmisión en e1 hombre se 11eva a e.abo a través 

de tres vías: ingestión, contacto e inha1ación. 

Ingestión 

Esta es 1a forma ml!is frE!cu;;.;.1::;,;,, de ap'c¡ü~~i~':'ia:en:Éerm~ 
dad en México ya que e1 coiisumo de i~~hfi! · y sus.'de'fi::';J'~ci6'<? no pa.!!_ 

teurizados es una prl!ictica muy extendida particu1amE!:n'te': en 1a 

pob1ación rura1 y se re1aciona con 1a ocupación y bajo nive1 -

socioecon6mico. ADeml!is por 1a creencia de una adecuada vigi1~n 

cia sanitaria de 1os productos de origen anima1. 

Por esta vía 1a bacteria penetra a través de 1a muco-

sa de1 tracto intestina1 y si 1a acidez de1 jugo g§strico es --

baja, también puede penetrar a través de 1a mucosa de1 estómago 

( 5) • 

Bruce11a genera1mente penetra a1 cuerpo humano a tra

vés de 1a pie1 de 1as manos o por conjuntivas; por 1o que exis

te una a1ta probabi1idad de infección por contacto en personas 

que se ocupan de 1os anima1es, que trabajan en 1os mataderos, -

que obtienen y procesan 1a 1ana, de1 persona1 de ·1aboratorio -

que produce antígenos y vacunas debido a que hay una exposición 

masiva a 1as bruce11as, a 1a vez que 1a pie1 de 1as manos puede 
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sufrirerosiones durante 1a manipu1ación facilitando 1a entrada 

de 1a bacteria (6). 

Infección por rnh:iiaC::,{c:;.s~.' 
/-.·,·_:> ~' ~'.,']~-" 

E1 homb.re ,;.e,c i.'nfect.i a.r· ~e!'si:)l;rar,. "s~s~k"riC:iá desecadas 

provenientes de anima1ei;;,; .i.itfecta,,¡~'sc,;• pciJ_v,6"'~€~r~~~F~ pol:if~?~e ~..:: 

:::::::,=:::::::::::=::,:::::::::·::~~~~~~~t~f ~;:~::::~ 
experimenta1es y por observaciones epidemioi69-'i¿;¡;;'5 . .!Íecti"~s en 

brotes acontecidos en mataderos (7). 

Un factor importante que faci1ita que La transmisión 

se 11eve a cabo e'\.La gran capacidad que tienen 1as bruce1as p~ 

ra sobrevivir en diversos productos, principal.mente de origen -

animal. Pueden, permanecer vivas durante 1argo tiempo en carne 

refrigerada, cerca de 3 meses después de1 proceso de sa1ado. -

Por 1o tanto La carne y sus derivados provenientes de animales 

infectados constituyen una importante fuente de infección para 

1as personas que 1a manejan y para 1os que 1a consumen cruda. 

E1 impacto epidemio1ógico que tiene La enfermedad en 

1os animales, es grande, ya que muchos son. 1os huéspedes natur~ 

1es para 1as diferentes especies de Bruce11a, que pueden trans-

mitir La enfermedad a1 hombre. Entre e1Los se encuentra a: 

zo:ros, venados, búfalos, camellos, vacas, cabras, borregos, 

perros, cerdos, etc. (8). 
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Para fines epidemiológicos se estima que los indivi-

duos pueden adquirir cierta inmunidad, como resultado del cont~ 

nuo contacto con animales infectados (en las.· zonas endémicas). 

Aunque también estos individuos pueden ser candidatos para una 

brucelosis crónica. El que suceda uno u ·.otro caso dependerá --

por un lado de la cepa de Brucella y por .c::tro del estado inmune 

general de los individuos. 

2.1 Características del género Brucella 

Este género pertenece al grupo de cocobacilos Gram n~ 

gativos aeróbicos. Al microscopio se observan como cocobacilos 

pequeños que miden de 0.6 a 1.5 micras de largo, se presentan -

aislados y menos frecuentemente en pares, cadenas cortas o pe-

queños grupos. Inmóviles, no capsulados y no presentan colora

ción bipolar (9). 

2.2 Composición y estructura 

La ultraestructura de la célula es muy similar a la -

de otras bacterias Gram negativas, observ§ndose una membrana e~ 

terna, la peptidoglicana, el espacio peripl4smico y una membra

na citoplasm&tica. 

La estructura química de la pared celular de las bru

celas no ha sido totalmente determinada. El análisis global i~ 

dica que ésta corresponde al 21% del peso seco de la bacteria -

en cepas lisas y al 14% en cepas rugosas. 
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Esta constituida de una membrana externa formada de 

proteínas y lipopolisac¡¡ridos, en donde se localizan los. pri_nci_ 

pales antígenos de supe.1'°f~c¿.e ;caracte-ríst.i.,;~s de l.as cél.ulas li_ 
. (·.:;.-.: ;:·' -'i? :·~~.: ;~\: . , ', - ·-

sas y rugosas. ,7, ,-.~~; .. -· .. , .... · .. , •. _ .·-:·.' .:.-:---> ~·;-,:-'"'~· --:;'. 
~ ··---1- ' - . :-;_:,,. ,;_.,_ ·.- -~:¡;-; :; . ,.~;: : __ ~--. "" ··;-: --

tre •»o• ::· ,:::::Ui~f~~~~~íf j~i~ ::,.~:~jt:~:~: .• ::= 
de se local.izan los antíg~nos_,Á:r:Y: .. :M:,;¡;:,La·•fáse' rugosa ta;nbién --

. ·:·-.· •;; c··:~:',é';·:,;;•;¡'i'';'.<Cffef'>'';'.•;::•::. ,'. ,:· ..... · .j - .. · : 
contiene lipopol.isac:irido' y ,;un:d>n·t..í.gerio·•·,R;•_característico de· es-

--.----~: .. ·-,_~-:~;;~--~;.~~~!tif~:'.-:~:~_'.f/---~· i-' -. - - . ' 

ta cepa el cu¡¡l. p,:,ede se~ e_mpleadoJpa,r.a;;.diagncSstico serolcSgico 
; . ~--.-.:-:< ?:·'.·-~{,-!,-_:;:::(;:i ~<~-'-.> ~:·' ·:;-: :· --

de i.nfecciones causados por alguna,s.:•.,di¡¡,;las cepas rugosas de 

Brucella. (B. ovis, B. canis)-', id_pa_ra: diferenciar ani.males va-

cunados con cepas rugosas de los infe.ctados en forma natural --

(10) • 

2.3 Condiciones de Crecimiento y Nutri.cicSn 

Brucella es un bacil.o aercSbico estricto, crece lenta

mente en primo aislamiento y requi.ere de medios complejos. En-

tre los que se recomiendan son los. siguientes: Agar infus i.6n -

de hígado, suero dextrosa agar (SDA), agar soya tripticasa, agar 

Brucel.la y agar Albimi. 

género. 

2.4 Morfol.oqía Col.onial 

En ellas crecen todas las especies del 

La morfol.ogía de Brucella varía dependi.endo del caras 

ter liso, rugoso o mucoide de las cepas y del medio empleado. -
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Las cepas l.isas (S) producen col.onia.s circul.ares convexas con --

bordes regul.ares. A l.a l.uz transmitida son transparente y pre--

sentan un col.or amaril.l.o pál.ido. A l.a l.uz refl.ejada son bril.l.aE_ 

tes, l.igeramente opal.escentes . de col.or gris azul.ado .• ·:: I."o,,.·;·.c:e·pas 

rugosas presentan col.onias semejantes -en tamaño y -forin~ peri:í' v-a-
..... ::;-·, .... ., ......... 

r!an considerabl.emente en col.ar, consistencia'· y:: te-xt..:Íi-,(~: Estas 

col.onias R, son menos transparentes que l.as S:, _, cori'\;.:¡~'.¡;'rficj_.,!--más 

granul.ar y col.or que va del. bl.anco mate al. -amari-l.l.o::'o amar'.ii.io· -

café. Las col.onias l.isas son suaves, se eritul.sifican .fácil.' y for 

man suspensiones establ.es en soluci6n sal.ina, mientras,_que l.as -

rugosas son frecuentemente granul.osas y dif!cil.es de-·_desprender 

del. agar, no forman suspensiones homogéneas en sol.ución sal.ina y 

producen agreg.ados granul.ares o fil.amentosos. Las col.onias mu--

coides (M), son simil.ares al.as R en col.ar y opacidad pero pre--

sentan textura mucoide (l.l.). 

2.5 Metabolismo 

Los procesos productores de energ!a son esencialmente 

oxidativos y los cultivos de Brucella muestran poca capacidad -

para fermentar a los carbohidratos empleados en las pruebas con-

vencionales. Los requerimientos nutricionales de Brucella son 

en general complejos: múltiples aminoácidos, tiamina, biotina, 

nicotinamida y iones magnesio, son esenciales para su crecimien

to. El hierro y el manganeso ejercen una acción reguladora; el. 

c::-ecimiento de algunas cepas es estimulado por pantotenato de --

=o.lcio y meso-eritritol.. Muy pocas cepas crecen con citrato co-
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mo única fuente de carbono (12). 

Los amino~cidos y proteínas 

degradadas y éste puede ser reducido 

conten~endri azufre, son -
2.' 

a H -f i v'!-riando su produc-

ción con la especie y el biotip~; no ~rod;u._6<:;~~,~~doi rii\i.c~tÚ 
"',;,' '.···.• .. ·;· ,., >\:" :>':-:; .... ,,. ·;:'~/~<r;~<-metil carbinol. ',·•• :>- ·- ;r;.¿}C:'J-~K~·; ~\:.~10_; , ·· -

Tanto J!. abortÍls co'mo ,!!•• 'ov'is? reqíiier~':i!~';t~t¿~tln6~#era 
E1' pH ~{~~:&b ;.¡; i~~~ü:i'~ de 10% de co2 para su crec?-mient.o. 

tre 6.6 y 7.4. 

Cada una de las especies de Brucella (6) tiener. un p~ 

tr6n característico y definido de metabolismo oxidativo. 

l!· melitensis, !!· abortus, !!· ~ y ~ ~ genera~ 

mente producen oxidasa, sin embargo algunas cepas no la produ--

cen. ~a mayoría de las cepas reducen los nitratos exceptuando 

a ~- ~ Y l!· ~- También 1a mayoría hidroliza la urea. 

2.6 Patogénesis 

Estos microorganismos son par~sitos intrace1ulares f~ 

cultativos capaces de invadir ciertos tejidos, originando proc~ 

sos agudos con gran tendencia a la cronicidad, y aún infeccio-

nes inaparentes, tanto en animales como e~ el humano (13). 

La especie m&s importante en la patología humana e• -

]!_. melitensis, caracterizada por producir un estado t6xico que 

se ha comparado con la fiebre tifoidea; .!!..:_ abortus produce un -
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estado estado t6xico moderado¡ fina1mente ~- suis se caracteri

za por producir 1esiones supurativas o destructivas, dando foc~ 

1izaciones en h!gado, bazo, test!cu1os, cuerpos vertebra1es, --

etc. Existen otras•especies cuya patogenicidad para e1 humano 

no esta comprobada, 1a posibi1idad de contacto con anima1es por 

tadores de 1as mismas es escasa, por 1o que posib1emente no re

presenta importancia verdadera desde e1 punto de vista epidemi2 

16gico. 

La supervivencia de 1os parásitos intracelu1ares depende 

de su capacidad para inhibir o resistir 1os sistemas de destruc-

ci6n bacteriana intrace1u1ar. Uno de 1os mecanismos esta media-

do por 1a inhibici6n de 1a fusi6n entre 1isosomas y fagosomas¡ 

cuando 1a fusi6n ocurre 1a destrucci6n puede 11evarse a cabo por 

mecanismos ox!geno-dependientes o bien por prote!nas cati6nicas, 

proteasas, fosfo1ipasas. 

En 1os individuos, 1a bacteria invade 1as c~lu1as de -

1a mucosa, pasa a1 torrente sangu!neo donde es fagocitada por po-

1imorfonuc1eares; que 1os 11evan a1 sistema reticu1oendote1ia1 y 

1iberan 1as bacterias que 1uego invaden a 1os macr6fagos, apare

ciendo grupos de c~1u1as epite1iales o c~1u1as gigantes formando 

granu1omas y dando 1ugar a desaparici6n de 1as bruce1as¡ 1os gr~ 

nu1omas presentan degeneraci6n hia1ina y disminuci6n de tamaño y 

desaparecen en el 1apso de meses. 

La posibi1idad de que resistan o impidan 1os mecanis--



moa intrace1u1ares de destrucci6n esta mediado por componentes 

de 1a pared ce1u1ar, 1o que hace a una cepa 1isa m4s viru1enta 

comparada con una rugosa. Uno de 1os ~actores en e1 desarro--

110 de1 padecimiento esta dado por la capacidad de 1a bacteria 

para resistir 1os mecanismos de destrucci6n bacteriana por PªE 

te de 1a c~1u1a invadida. Por 1? que 1a evo1uci6n de enferme

dad estar& dada por 1a resistencia de1 huésped, que en 1a may2 

r!a de 1os casos dar4 1ugar a curaci6n en forma natura1. Se -

considera enfermedad aguda cuando 1a duraci6n es de tres meses, 

subaguda cuando persiste de 3-12 meses y cr6nica cuando ia du-

raci6n es mayor de 12 meses. Esta c1asificaci6n es discutib1e, 

a1gunos autores consideran que puede designarse como cr6nica -

cuando e1 individuo enfermo ha recibido tratamiento con dosis 

comp1etas y por tiempo adecuado, sin haber desaparici6n de 1os 

s~ntomas. 

E1 per~odo de incubaci6n es de 2-3 semanas, aunque --

pueden observarse per!odos m4s 1argos, hasta 3-4 meses. Las -

caracter~sticas c1!nicas m4s importantes son 1a fiebre e1evada, 

de tipo vespertino haitua1mente, intermitente; con cefa1ea in

tensa, genera1mente constante; 1a diafor~sis es un dato c1!ni

co constante en 1a mayor· parte de 1os pacientes; fina1mente --

1aa a1giaa oateoarticu1ares, en ocasiones acompañadas de fen6-

menos inflamatorios ·ioca1es, que pueden 11egar a1 derrame art_i 

cu1ar. 



mos intracelulares de destrucci6n esta mediado por componentes 

de la pared celular, lo que hace a una cepa 1isa m&s virulenta 

comparada con una rugosa. Uno de 1os ~actores en el desarro--

llo del padecimiento esta dado por la capacidad de la bacteria 

para resistir los mecanismos de destrucci6n bacteriana por pa~ 

te de la célula invadida. Por lo que la evoluci6n de enferme

dad estar& dada por la resistencia del huésped, que en la may~ 

rta de los casos dar& lugar a curaci6n en forma natural. Se -

considera enfermedad aguda cuando la duraci6n es de tres meses, 

subaguda cuando persiste de 3-12 meses y cr6nica cuando la du

raci6n es mayor de 12 meses. Esta clasificaci6n es discutible, 

algunos autores consideran que puede designarse como cr6nica -

cuando el individuo enfermo ha recibido tratamiento con dosis 

completas y por tiempo adecuado, sin haber desaparici6n de los 

stntomas. 

El per1odo de incubaci6n es de 2-3 semanas, aunque --

pueden observarse pertodos m&s largos, hasta 3-4 meses. Las -

caracter1sticas cl1nicas m&s importantes son la fiebre elevada, 

de tipo vespertino haitualmente, intermitente; con cefalea in

tensa, generalmente constante; la diaforésis es un dato cl1ni

co constante en la mayor' parte de los pacientes: finalmente -

las algiaa oateoarticulares, en ocasiones acompañadas de fen6-

menoa inflamatoriQB 'ioc~le•• que pueden llegar al derrame art~ 

cular. 
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Existen otras manifestaciones que dependen del 6rgano 

o sistema involucrado. La afecci6n en Sistema Nervioso Cen--

tral puede cursar con estado depresivo, cambios de personali

dad y aún psicosis; el líquido cefalorraquídeo mostrar& proc~ 

so inflamatorio con celularidad a base de mononucleares prin

cipalmente. En el sistema Nervioso puede existir compromiso 

de nervios perif~ricos. 

Entre las complicaciones m~s graves y de mayor leta

lidad debe considerarse la endocarditis por Brucella; aún con 

tratamiento específico y adecuado la mortalidad llega a ser de 

70%. Otras formas de enfermedad se caracterizan por la foca-

lizaci6n dando lugar a abscesos en vertebras, hígado, bazo, -

testículos o bien dando lugar a la formación de granulomas en 

diferentes sitios anat6micos (14, 15, 16, 17). 

2.7 Aspectos Inmunol6gicos en la Brucelosis Humana 

La existencia de factores de virulencia específica 

así como la respuesta del hu~sped son importantes para deter

minar la importancia diagn6stica durante el desarrollo de una 

brucelosis humana. 

La infecci6n natural con Brucella o la inmunización 

con vacunas de bacterias vivas induce inmunidad humoral Y ce

lular. 

Estudios en humanos ha demostrado que la inmunidad •• 

adquirida deapu~s ~e una infecci6n activa con Brucella produ-
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.• 

ciendose tanto me9anismos irununes humoral.es corno cel.ul.ares 

(l.3). 

Las diferentes el.ases de irununoql.obul.inas que se encue!!. 

tran en fase aquci;;,:-y-c:r6nica de l.a· enfermedad y de variaa:iones . '· : 
en l.os t.ttul.os de varias pruebas' .Serol._6qicas refl.ej an l."° reacti 

--.. - . Í -
vidad de l.as inrnunoql.obul.inas en una prueba elr-pa.x:_ticul.ar. En 

----- .l l.a respuesta inicial. o l.a fase aguda de 1a infecci6n debida a -

Brucel.l.a se presenta un incremento de anticuerpos de tipo IqM. 

cuando l.a enfermedad progresa, l.a IqM decl.ina y l.a IqG se incr~ 

menta, aunque l.os nivel.es de IqM pueden persistir por al.qunos -

años. 

Posteriormente, l.a IqG tiende a el.evarse a nivel.es al.-

tos y disminuye l.ueqo del. tratamiento hasta val.ores no detecta-

bl.es. Por el.l.o se ha considerado a l.a IqG como un marcador de 

infecci6n activa. La IqH y l.a IqG son anticuerpos aql.utinantes, 

l.a ZgM y al.gunas subcl.ases de IgG tambien fijan cornpl.ernento. -

Anticuerpos de tipo IgA pueden ser agl.utinantes y no agl.utina!!_ 

tes de l.a el.ase IgA o IgG pueden ser detectados por l.as pruebas 

de Coombs, ELISA, .Radioinmunoensayo e Inmunofl.uorescencia ind~ 

recta (l.8, l.9, 20). 

El. comportamiento de l.as pruebas serol.6gicas es difere!!. 

te en casos agudos comparados con cr6nicos. .En l.a etapa tempr~ 

na de l.a infecci6n 1a agl.utinaci6n en tubo es positiva, mientras 

que l.a prueba de mercaptoetanol. permanece negativa. cuando l.a 

./ 
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infecci6n progresa los t~tulos de mercaptoetanol aumentan si-

mul taneamente con el de aglutinaci6n en tubo. 

La metodolog!a diagn6stica empleada actualmente para 

la brucelosis humana se basa en técnicas de aglutinaci6n, en -

placa como la reacci6n de Huddlesson y prueba de Rosa de Beng~ 

la, que detecta IgG, IgM o ambas. Con mercaptoetanol la acti

vidad aglutinante de los anticuerpos IgM es destruida, y solo 

mide anticuerpos de tipo IgG. 

También se han empleado métodos como fijaci6n de com

plemento, contrainmunoelectroforesis y prueba de Coombs. 

A pesar de la diversidad de métodos que existen para 

el diagn6stico de brucelosis, no ha habido un acuerdo en cuan

to a su empleo y aplicaci6n, ya que cada uno presenta ventajas 

y desventajas respecto a los demás. Es decir, no se ha encon

trado un m~todo sero16gico que por si s61o establezca el diag

n6atico definitivo por lo que siempre se recomienda el uso de 

2 o m4s pruebas. 

Parte de este problema nace de la especificidad del -

ant~geno empleado. Se sabe que entre pacteriaa Gram negativas 

ex.:i.ste una alta frecuencia de reacciones cruzadas y esto se -

de.be principal.mente a la presencia de lipopolisacárido de 1a -

s~rficie de 1a bacteria. Brucella no es la excepci6n y exi~ 

te=> varios reportes que nos muestran este problema con detalle 
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(21., 22, 23). 

2.8 Inmunofl.uorescencia 

La inmunofl.uorescencia es esencial.mente una técnica -

histoqu.trnica o citoqu.!rnica empl.eada para l.a detecci6n y l.oc<!,l.i

zaci6n de ant.tgenos. 

Esta técnica se debe a A. R. Coons, quién:'· publ.i.c6 en -

1.941., l.a conjugaci6n de anticuerpos con co.l.orantes .. flúore!sce·n-~ 

tes para l.ocal.izar al. ant.!geno correspondiente (24)·. :.· 

Fundamento 

Las prote.tnas, incl.uyendo l.os anticuerpos presentes en 

el. suero, pueden unirse qu~icarnente con col.orantes fl.uorescen

tes, sin afectarse l.as propiedades biol.6gicas e inmunol.6gicas -

de l.as prote.tnas. Estos col.orantes permiten que puedan ser vi-. 

sual.izados en el. microscopio de fl.uorescencia. 

Si l.os anticuerpos fl.uorescentes reaccionan con su an

t.tgeno, el. compl.ejo inmunol.6qico obtenido se vuel.ve fl.uorescen

te. Los col.orantes conocidos como fl.uorocromos, son sustancias 

qu.tmicas que absorben l.uz de pequeña l.ongitud de onda y emiten 

una l.uz de onda mayor. LOs col.orantes que se empl.ean para mar-

car anticuerpos absorben l.uz u. v. y azul. corta y emiten l.uz v~ 

sibl.e. 
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Los fluorocromos empleados son el: rsotiocianato de -

fluoresce!na, Rodamina B de lisarnina, y el ácido l-dimetil-a:ni-

no naftaleno-5-sulfonico (DANS). Estos_ colorantes producen 

fluorescencia intensa y color caracter!stico, que difiere del -

color azul que produce la autofluorescencia de los tejidos. La 

fluoresce!na y el Oans producen una luz amarillo verdosa y_ la 

Rodamina luz roja anaranjada. Estas sustancias se unen a los 

grupos amines libres del anticuerpo, formándose enlaces tricar~a 

mido con fluoresce!na y sulfonamido con el DANS y Rodamina. 

rnrnunofluorescencia rndirecta 

Este método está basado en la prueba de Antiglobulina 

(Prueba de Cooms). Esta técnica que se lleva a cabo en 2 pasos 

se usa tanto para detectar ant!genos como anticuerpos contra d~ 

terminado ant!geno, en suero de pacientes. 

Para detectar ant!geno, en un primer paso se hacen re~c 

cionar el ant!geno a investigar y su anticuerpo espec!f ico no -

marcado, obtenido generalmente en conejo. Se lava para elimi-

nar el anticuerpo que no reacciono y despuds la preparaci6n se 

hace reaccionar con un anticuerpo marcado contra la gamaglobul~ 

na de conejo, que a su vez esta unida al ant!geno en caso de -

haberlo, obteniéndose as!, indirectamente fluorescencia del an

t!geno. 

En caso de no haber ant!geno presente, no se va a ob-

•ervar fluorescencia pues el anticuerpo marcado no va a poder -
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unirse al. anticuerpo sin marcar, que al. no haber ant!geno se 

el.imina con l.os l.avados. 

Para l.a detección de anticuerpos en el. suero de pacie~ 

tes; se hace reaccionar el. ant!geno contra el. cual. se va ver si 

hay anticuerpos y el. suero sin marcar del. paciente a estudiar. 

Se l.ava para quitar el. exceso de anticuerpo del. suero que no -

reaccionó, y después, esta preparación se hace reaccionar con -

un suero Antigamagl.obul.ina humana marcada. 

La relación fl.uorocromo/prote!na se obtiene comparando 

l.as densidades 6pticas del. conjugado a 495 nm, (que corresponden 

al. pico de absorbancia del. fl.uorocromo conjugado a l.a prote!na) 

y a 280 nm, que corresponden al. pico de absorción de l.a tirosi

na (25, 26). 

Conjugados adecuados son l.os que tienen una rel.ación -

fl.uorocromo/prote~na cercana a l.a unidad. 

Microscopio de Fluorescencia 

El. microscopio de f l.uorescencia es m4s compl.icado que 

el. microscopio óptico, y hay una gran variedad de el.l.os. 

General.mente, esta compuesto de 1:1"ª fuente de l.uz que 

emite l.uz ul.traviol.eta y azul. corta. Estas fuentes de l.uz son 

l.4mparaa de mercur~o o de cuarzo-iodo-tungsteno. 

Es necesario lograr una I.ongitud de onda igual. a l.a -

l.ongitud de onda m4xima de excitación del. fl.uorocromo. Los a~ 
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ticuerpos marcados con f1uoresce~na absorben 1uz más eficiente-. 

mente a 495 nm, y emiten su f1uorescencia a 525 run. observándo

se en e1 microscopio como verde amari11o. Los anticuerpos mar

cados con Rodamina absorben 1a 1uz a 550 nm~ y emiten su f1uo

rescencia a 580 nm. 

Para se1eccionar estas 1ongitudes de onda de máxima -

excitaci6n de 1os f1uorocromos, se emp1ean fi1tros que s61o pe~ 

miten e1 paso de 1a 1ongitud de onda de 1uz u1travio1eta requ~ 

rida para excitaci6n de1 f1uorocromo, e1iminando 1as radiaciones 

de otras 1ongitudes de onda (27). 

fi1tros: 

E1 microscopio de f1uorescencia tiene también otros 2 

uno térmico para absorber e1 ca1or producido por 1as 

fuentes de 1uz y un fi1tro secundario que e1imina a toda 1a 1uz 

u1travio1eta que puede pasar y ser perjudicia1 a1 ojo humano. -

Un espejo revestimiento superficia1 manda 1a 1uz a1 condensador, 

que genera1mente es de campo oscuro, ya que 1a intensidad de 1a 

imagen f1uorescente es baja y es m&s fáci1 ver1a sobre un fondo 

negro. A1 11egar 1a 1uz a1 anticuerpo f1uorescente emite 1uz -

visib1e. 

Existe un sistema de epi-i1uminaci6n que emp1ea un i1~ 

:ü.nado vertica1 y un espejo dicroico. En este sistema 1a exci

taci6n ea dirigida directamente a 1a muestra de1 tejido a tra-

V4!1a de1 objetivo. La 1uz f1uorescente emitida de 1a muestra -

epi11UDinada es transmitida a1 ojo a través de1 espejo dicroico. 
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:r:r:r. MATERIALES Y METODOS 

Material de vidrio y Equipo 

Agitador magnético Matraces Erlenmeyer 

Agitador Vortex Matraces _volumétricos 

Asa Mechero 

Bolsas de dia1isis Micropipeta manual 200 

Botellas de Roux 

Cajas de Petri 

Cel.das de cuarzo 

centr~fuga refrigerada 

cubreobjetos 

Embudo Buchner 

Espectofot6metro 

Estufa 

Med:tos 

Agar soya tript;tcasa 

Agar infusi6n de h~gado 

React:tvos 

Agua destilada 

Acetona 

Ac:tdo B6r:tco 

Alcohol. et~l.ico 

Adyuvante c. de Freund 

Adyuvante :r. de Freund 

Micropipeta manual 20 

Papel filtro 

Pipeta Pasteur 

Placas de microtitulaci6n 

Portaobjetos 

Sephadex G-25 

Tubos de ensayo (diversos) 

Vasos de precipitados 

carbonato de sodio 

Dietil.am:tnoetil. cel.u1osa 

Formol. 

Fosfato d;tpotasico 

Fosfato dis6dico dodeca--
h;tdratado 



Bicarbonato de sodio 

Borax 

Cl.oruro de potasio 

Cloruro de sodio 

Sol.uciones 

20 

Gl.icerina 

Hidr6xido de sodio 

Isotiocianato de Fl.uores-
ce.!:na 

Sul.fato de amonio 

l.. Sol.uci6n amortiguadora de Carbonato-Bicarbonato 
O. 05 M. pH = 9.6 

2. Sol.uci6n amortiguada de Gl.icer:!.na 0.5 M .PH 8.2 

3. Sol.uci6n amortiguada de Fosfatos 0.15 M pH 7.2 

4. sol.uci6n salina Fisiol6gica 

5. Sol.uci6n sal.ina amortiguada de Boratos pH 8.4 
8.5 

l.. Grupos de individuos estudiados 

Los individuos estudiados se cl.asifi:::aron encuatro -

grupos diferentes: 

I. 40 individuos sanos, l.os cual.es no ten.!:an ante
cedentes cl.!.nicos de brucel.osis 

II. 23 individuos con diagn6stico cl.tnico de bruce

l.osis y que fueron negativos a l.as pruebas -
convencionales. 

III. 69 individuo• con tttul.o no significativos, entre 

l.:l.O y l.:80 en las pruebas convencional.es. 

IV. 68 individuos con tltul.os significativos, entre 

l:l.60 y l.:1280. 
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2. Preparaci6n de1 Ant!geno (28) 

E1 ant!geno emp1eado en este experimento fue preparado 

a partir de una cepa de !'!_· me1.itensis 16 M. procede1'.cia .centro -

FAO/OMS de Brucelosis Weybridge, Ing1aterra. 

' ~- ).=_• • 

La preparaci6n fue 11evada a cabo.en.e1.i.ibor.;.'t;;~io de 

Brucelosis, de1 Instituto de sa1ubridad y :E:n.feri.~~~~~1ftr~J?ica-
1es de 1a siguiente manera: 

Se sembr6 1a cepa en cajas con agar soya tripticasa y 

se dej6 incu.bar en una estufa a 37°C durante 48 hrs. Después -

de haber verificado que 1as bacterias se encontraban en fase 

1isa, por medio de 1a prueba de 1a acriflavina, se sembraron en 

tubos que contentan e1 mismo medio, se incubaron a 37°C durante 

48 hrs. A1 crecimiento de estos tubos se 1es practico aglutin~ 

ci6n con sueros espec!ficos, después se suspendiere~ en l ml. 

de soluci6n sa1ina fisio16gica para 1a inocu1aci6n de bote11as 

de Roux las cu41es se incubaron a 37°C durante 48 hrs. 

Posteriormente, se cosecharon y 1avaron 1as cé1u1as 

1.250 x g mediante 1 hr. con so1uci6n sa1ina fisiol6gica, haci~n 

do tres lavados. Después de 1os tres 1avados e1 sedimento de 

1a dltima se resuspendi6 en so1uci6n sa1in~ forma1inizada, de 

manera de obtener una concentraci6n de 1 mi116n de gérmenes por 

m1. 

La suspensi6n se conserv6 en refriqeraci6n a 4°C. 
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Densidad de1 ant~geno 

La densidad de l.a suspensi6n se determin6 fotométrica

mente dil.uyendo l.a suspensi6n concentrada y ajustada final.men

te al. l.:50 en sol.uci6n sal.ina formal.inizada en un frasco vol.u--

métrico y midiendo l.a densidad 6ptica a 420 nm. En un espectro

fot6metro se compar6 contra un l.ote normal.izado de un ant!geno 

dil.u!do de igual. manera. Si l.a densidad del. nuevo l.ote no es -

l.a prevista, debe reajustarse añadiendo más so1uci6n sal.ina fo~ 

ma1inizada o más cél.ul.as. 

Titul.aci6n del. ant!geno 

Para determinar l.a concentraci6n del. ant!geno que se -

util.izar!a en este sistema, se probaron diferentes concentraci~ 

nes del. ant!geno: 106 , 109 , y 1012 cél.ul.as por ml.., de estás -

se usaron 20 ul. por pozo. Cada una de el.l.as se probaron con el. 

suero de un individuo sano y de un paciente con diagn6stico el.~ 

nico y serol.6gico de brucel.osis, estos sueros dil.u!dos 1:50 y -

observados por rnmunofl.uorescencia indirecta. 

3. Purificaci6n de l.a Gamagl.obul.ina con Sul.fato de amonio 

l.. Se disol.vieron 1000 g. de sul.fato de amonio en l.000 ml.. de agua 

destí1ada a SOºC se dej6 que l.a sol.uci6n reposará toda l.a -

noche a temperatura ambiente y se ajusto el. pK = 7.2 con -

una sol.uci6n amoniacal. dil.u!da. 
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2. Se dil.uy6 el. suero 1:2 con sol.uci6n salina ~ se adicionó -

una sol.uci6n de sulfato de amonio (preparado en l.) a tener 

una concentraci6n final. de 45% (V-V).· 

3. Agitaci6n a temperatura ambiente durante 30 min~tos. 

4. Se resuspende el. precipitado y centr~fuga a 

minutos a 4°C. 

5. se l.av6 el. precipitado con 45% de sulfato de amonio ~atura

do y se centrifugo. 

6. Se disol.vi6 el. precipitado en el. mismo volumen de sol.uci6n 

amortiguada de fosfatos, de l.a misma manera que el. sue.ro --

original.. 

7. Se centrifugó para remover al.gan material. insol.ubl.e. 

1 
8. Se precipit6 l.a gamagl.obul.ina usando una concentraci6n fi--

nal. de 40% de sulfato de amonio saturado. 

9. Se resuspendi6 el. precipitado y se 1av6 con 40% de sul.fato 

de amonio saturado. 

l.O. De~pués de l.a centrifugaci6n se 1~v6 el. precipitado y se di 

sol.vi6 en un vol.umen m:tnimo de sol.uc::i<5n amortiquada da fes.

fatos. 

11. Se dial.iz6 l.a gamagl.obul.ina contra 5 cambios de so1uci6n --

amortiguada de fosfatos a 4°C. 

12. Se prepar6 una dil.uci6n 1:20 de l.a qamaql.obul.ina y se dete~ 

min6 l.a absorbancia a 280 nm. usando UV espectrofot<5metro. 

l.3. Finai.ente, se 1iofi1iz6 l.a gamaql.obul.ina. 
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4. Determinación de Prote~nas (29). 

Método de Lowry 

Preparar ·~~·: ~:~r{i~· d~:~_/6-~:rfb~áé:~6-n··: -~~: __ ~P}i_~_t,~1::-:~.~~: ú.O' -está!!_ 
, • ~ '/' '~' l'.:·,.' ·, '• e/• .- ' . . • '. - • 

dar de al.btímina . d.,;•. E5(J'oi;ü'g.:(í,\i: :e i'.:ü;&iii.ri;;: J:)C,.,;;ina; ~ Fractiof1 Vl •• El. 
"·-·-"·;:, ___;~,,,_,"".,~'.~..,- --~,,.-__ .::_1:.f·~-~:~~:_~·~2_;_·;'~:: ~'-·.L: .·. , .'..·':....--.. !-.:::-,':;. :,:_¿·_·"':-·c.:;_:7~:,~ ~;::!:;.:,:-'-

mé tO dO es el. siguí:~ri'~~·;·;~)> ·~·~ · 
., .,.,, .-,,:~:~.c::~;~:~~~~~ii~~:: 

.,·.·1· - ._·,~ --_.;.>_·\-;". ~ ;:.,-

0.4 ml. 

Bl.anco: 

o. 4 ml.. 
Tris 

Mezcl.ar y 

Leer a 750 nm.· en un éspE!dJ~~.;¡,¿¡;¡;~r6'''. ,~ 
-'~ _ ~:~~-~~;· ·T;~(· -;:l-~~~;i:~->, 

Una vez determinada l.a pureza.dE!·iiii.i'fracc.i6n gamaglob.!:!. 

lina y conocida su concentración . ( 13. 5 ?llg;~i.'i':: _se.· procedió a pr~ 
" .. ···.,: 

para::- el inocul.o para l.a inmunizaci~~·'"'·por ·10 cual. se ajustó la 

concentración de prote~na a 200 ug/ml.~ con sol.uci6n amortiguada 

de boratos. 
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Preparaci6n de la antigamaglobulina humana 

Los adyuvantes completo (ACF) e i.~cómpleto CAIF) de 

Freund se obtuvieron de los laboratorios Difcci.' 

por 

La antigamaglobulina humana ~e .:anejo ;t~~orí obtenidos 

inmunizaci6n subcutánea en conejó;,,cNti~~a, z.ai';;iii'da dec·~cuerdo 
al siguiente protocolo: 

.__:; -~:.;?::.';[~;.-~~-~.~,:.::- .. ,. ·--···--,''" 

Día Inoculaci6n Vehículo 

o Pr:Unera 0.5 ml i:ie ACF 
0.5 ml de PBS; 

7 Descanso 

14 Segunda 0.5 ml de AIF+ l mg. 
0.5 ml de PBS, 7.2 

21 Tercera o.s ml de AIF+ l mg., 
o.s ml de PBS, 7.2 

28 Sangrado 

El suero fue separado por centrífugaci6n a·2000 r.p.m. 

y aimacenado en alícuotas a -20°c hasta su uso. 

Separaci6n de la Antigamaglobulina por DEAE-celulosa. 

Se dializaron 60 ml de suero inmlllle durante un per!odo 

de 24 horas contra 8 litros de soluci6n salina amortiguada con 

fosfatos. Se separ6 una muestra de 10 ml. del dializado para -

determinar la cantidad de anticuerpos presentes. 
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2. Se deja humedecer l.a DEAE-ceJ.ul.osa de J.a siguiente manera: 

3. 

4. 

5. 

a) Se preparcS una suspe.ns.icSn.acuosa muy 'espesa con .. :45 g. 

de DEAE-cel.ul.osa, 'c:iue,equival.en .,;, 340:.,.350: g;: ae·,,~el.ul.osa. 
' ··--'~.:~.:._ ::,:~,;"~~t:\·:- ,. ·:.::;~~~;-jr~ -.:·_~:-(-'"'· ,-0:,-':0>,;~~.:~·~<I~;;~~~,;-,>~ /~{:~:!,~':'{i~~'.";''~·:~~>~-·:· ,}(-' ;· ·" -~ 

b) se apl.ico· succic5n.para,el.imínar todo:·ei agua que~~5¡;•a_:·po-
_, __ :··i' .- ·i:-1}).;:,;' ~ . "<:\ > _,-~:::,~;_; '.~:~;:~:(;~-:~-~~~<~'". 

sibl.e. ,':·•: ''.Ú · .·~: ... :.,,·.,.··:r;:·\::·•,•.:• ·:e:··.·· · · ... , .. '"i'. 
.. - \' '' <_,~::·;e'--:.· - .... ;• . e···.:,'".¡/ •. :·,·~-;~~>~;·,~?/-. 

c) se adicioncS 5oÓ_~·~·~~~~J~~t.gl~~~~~t~~;:~:,~~~if~fa~;~~JigÜ~aa< . 

:::::::::· ~:::::ii¡~¡¡!~i~i!Yi~lllJl~~ttl\r~"=i~. 
El. vaso con l.a cel.ul.;~~· s~: ~~J.óccS.· ~º;~::!:.!~ ~~:{~~d~;: magnéti

co, y con l.a agitacicSn·c¿n~t~17i;;~~ .. ,:~Bti~~~~}'.~'b~uero d¡al.i-

zado a l.a suspensi.c5n de i"'- ~~~lÍ.Íos~:;'' ,,;.":;{':~·:~~: },, . 
_,. .. . ,_ .- , .;·- -~'~)'tl·;.~;Z~~'.~: .. ~· ~ , 

Se dejc5 reposar l.a mezcl.a du,;_¡i~~ .. >~ .. ~~'~a$_'. ¡;.ara .que' se. equi--

l.ibre· el suero. 

6. Se adicioné5 l.00 ml.. de sol.ucic5n"sal.ina amortiguada empl.eando 

agitacié5n constante. 

7. Se fil.tro l.a mezcla en un embudo Buchner por succic5n y se --

recoge el fil.trado que se etiqueto como fraccic5n I, está so

l.ucic5n ·contiene l.a antigamaglobul.ina bastante puta. 

8. La fracci6n II se obtuvo J.avando J.a cel.ul.osa contenida en un 

Buchner con l.00 ml.. de soJ.ucicSn sal.ina amortiguada. 

9. Se mezcl.6 J.a fracci6n I y II y se reduj6·el. vol.umen por pe~ 

vaporacié5n a sol.o 35 ml.. 
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10. Se dia1iz6 1a antigamag1ohu1ina así como l.a muestra de --

suero dial.izado C:ci'ntra una ·so1uci6n salina -..·amortiguada de 
·e······ .• -~·-,. 

"::~-,:~:;:A:~·-boratos. 
, ... :/ ;'\ !~ 

11. se determinó ei ui:~1~-~~'~.;~H~i~~B1f~F~~?¡;~~fa0~'\éñ:ii~tie-
ro crudo cdaial.cl.uiizaard°:.·e::J.~ .. s ••. f;comoi~~,1f,.~~:.:l;gam:~t.·-~~~¡~~~~ ptu.~é,~f.fª-
da. para iend.im.i.eh°foifj~:¡f:. • ., 

·;~ -.··.·:,~,;. ,:~j;"'=---''-. · / ::~): ::..,::. is::·: 
i~.,.:~ -~;;'..:~~p~{i-~~5(-~ 

=e;,:.· •. - e ~:·o,- .,,. •. - . ,.,_,, , ,. ' ~-·:·,:,_:;~:; 
;'.-,, ' - . t ,·:<:;;~~~'.~f s_-_. ~;.;: ~,;, 

,._'.->;~_~:6'.;:?t~.10: . :- .· >:.-::_>::-' ·-·~:.-:,;·:;~.:::· .. '---~~ ~ - ._.L:~i~t: 
¡ ~.:·'-~.=~i~~-;;·~_ ;.:; -•.';'>'_.'.,<- ~ :i;.• ;--.~'.f§;[F~~-~~~;; ::~ r' .r· 

7. Inmunoelectroforesis 

El. procedimiento consiste·'!.en'\.1.a-:migra:ci"6.n• .. e1ectr0fo-

rética en medio de agarosa, de 1~'.f"~;1~~f.;..di~r·Zá"~?~~~mmagfiJJ~~na 
purificada y suero total. provenien~é d.;.: dif;;r~nt;~s individuos 

sanos: despui:ls de l.a migraci6n se col.oca entre ··ánÍbos pozos e1 

anticuerpo a probar, y por difusi6n se formar4n en 1a pl.aca 1~ 

neas o arcos visibl.es en 1as zonas donde se unen el antígeno y 

el anticuerpo, de tal forma que l.as fracciones se distinguen 

por su posici6n característica. El m~todo es e1 siguiente: 

1. se diso1vi6 1 g. de agarosa en 100 m1 de sol.uci6n amorti

guadora de Michael.is (R9 ), con ayuda de cal.or y se agreq6 

0.2 g de azida de sodio. 

2. Se sel.l.aron 1os portaobjetos aplicando la so1uci6n con un 

pincel de tal. manera que se forma una capa deigada. 

dejo solidificar~ 

Se -

3. se aplicaron 3 m1. de 1a misma sol.uci6n procurando que l.a 

capa de gel quede lo m4s uniforme posib1e. 
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4.· Se dejo solidificar y se guardo en cámara húmeda·, en re-

frigeraci6n media hora antes de usarse. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

por 1.5 minutos. 

Al. término del. corrimiento, se col.oc6 en el. c~J_i'f· e'.Í: .. antJ; 

cuerpo anti-gammaglobul.ina obtenido y se man~\lv~.;i'~,:·Ú.arni
. ·. ~:: .-

nil.l.a en cámara húmeda por espacio de 24 a·72 h
0

6r¡s;{tiel!! 

po en el. cual. se completa la difusi5n. 

8. M~todo para preparar el conjugado FITC 

l.. Se dializ6 la fracci6n antigammaglobulina de el antisuero 

contra una sol.uci6n amortiguada de Carbonato/Bicarbonato 

pff = 9, 0.25 M usando una col.wnna de Sephadex G-25. 

2. Se determin6 l.a concentraci6n de proteínas de la sol.uci6n 

y se ajust6 a 20 mg/ml.. 

3. Se adicion6 O.OS mg. de Isotiocianato de Fluoresceína por 

mg. de proteína total.. 
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4. Se mezc16 toda 1a noche a 4ºC. 

5. Se dejó separar el conj uga'do pro.teína-fluoresceín,,;, e1 flu.2_ 

rocromo 1ibre que no· ~e ~C,njug6 ::pa~~rido la mezcia. por una -

co1umna de Sephadex G::,:2s:~:;;:~j_1ibr:ada con un~ i~·~:,;c~:Sn amor-
.. /. b~>.-· , .. ,·,,, /!":· - , ' • . ., 

tiguada de fosfatos •. , , .• ·,,, '.·.º' .,:.~··,.; .•• ,-. ~:,,~·:~./~·' 
·: .. ~; ¿_-·: . -~- .::.;j~L.::.~~~~.~;-. -~'..: .. - .. . r <'·-·.-

=-'.::; .. ~;"'.:-{i_~~,~:_;i-¿f~""-~"':f':_~ ~'...:if~~~$t; . .c_:..:>-'"-='" -'~s.~~j3 --~0.'""!' ,-;- ,,.-

Ti tul.ación del. conjugado J.K~·>~~> •'<,.J .• \ ~~\,,¡;¡;!.'L'.:;if··• · · y;~:;,;~;}; t 

:~::,::·::::~=:~::::y::u:tt rl..:-1;~~J..zfa~n~.·d~o!f 4~~it j~!~if li~=~~=::: tema ya estab1ecido, sueros posi tivo·;¡¡¡~y:·ri~gaÜvos 

di1uído 1:100. 

9. Técnica de Inmunofl.uorescencia Indirecta (28) 

1. Se marc6 cada portaobjetos con 10 circu1os, y se depositó --

una gota de antígeno en cada uno de e11os excepto en el. de1 

suero testigo. 

2. La gota de antígeno es fijada a la flama con al.coho1 etílico. 

3. Después se hacen di1uciones de1 suero a estudiar desde 1:10 

hasta 1:5120 en placas de microtitu1aci6n incluyendo e1 

suero testigo negativo y el suero testigo positivo. 

4. Posteriormente, se co1oca una gota de cada dil.uci6n de1 --

suero sobre cada circulo, incluyendo 1a del suero positivo 

y la de1 suero negativo, sa1vo la del testigo del antígeno. 
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s. Se dejaron en contacto 30 minutos a 37ºC en una atm6sfera 

húmeda para evitar 1a desecaci6n. 

6. En seguida se practicaron 2 1avados de 5 _minutos __ 9on _ l.a_ 

7. 

a. 

9. 

so1uci6n amortiguada de fosfatos. 

-~ 

::::::i:::::::~a s: ::p:::::e:::~::t:i:~i~~~~l~~!"t~~~j~~;~ 
tro de cada circu1o. ? \'."~;~~;-,,·' .-~~:'.~ 

Se deja nuevamente 30 minutos a 37ºC en 6'.fu;ta.ra 'h:úniedaé~·-_ 
-=--,.~ .. - - - . 

En seguida l.as p1acas son 1avadas con sol.uci6n amort-iguada 

de fosfatos 2 veces durante 5 minuto. 

l.O. Final.mente, 1as 1aminil.l.as son montadas uti1izando una so-

1uci6n amortiguada de gl.icerina. 

l.O. Titul.aci6n del. suero 

Una vez establ.ecida 1a concentraci6n de1 ant~geno y 

l.a di1uci6n del. conjugado a empl.ear, se real.iz6 1a titul.aci6n 

de1 suero, util.izando para el.l.o suero de un individuo sano y un 

paciente con diaqn6stico c1~nico serol.6gico de bruce1osis de l.oa 

cual.es se real.izaron dil.uciones dobl.ea, desde l.:l.O hasta l.:Sl.20. 
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J:V. : Res u l. tados 

Puesto que uno de 1os objetivo~ de 1a tesis fue l.a es

tandarizaci6n de1 método de Irununof 1uorescencia indirecta para 

ser usado en el. diagn6stico de l.a brucel.osis humana, el. primer 

esfuerzo se encamin6 a l.a preparaci6n de 1os reactivos y al. es-

tabl.ecimiento de l.as condiciones 6ptimas del. método. Se deter-

min6 que l.a concentraci6n mas adecuada de cé1ul.as, en la suspe~ 

si6n antigénica era de 109 bacterias/rol.. El. conjugado se trab~ 
jo di1u!do l.:10 que fue l.a dil.uci6n máxima a l.a que se obtendr!a 

f1uorescencia homogénea y de buena intensidad. 

Todos 1os sueros fueron sometidos a 1as pruebas serol.~ 

gicas de rutina, recomendadas por el. Comité de expertos en bru-

ce1osis (30). Estas fueron ag1utinaci6n en tubo de Wright y --

ag1utinaci6n en presencia de mercaptoetano1, en 1as cual.es se -

empl.ean suspensiones de ~- abortus 99 s a 119-3) como ant!geno. 

Con l.a final.idad de faci1itar e1 manejo de 1oa pacien

tea y de sus sueros, se 1ea c1asific6 en base a 2 par&metros1 -

antecedentes cl.!nicos y t!tul.o de anticuerpos por e1 ~todo de 

aq1utinaci6n de Wright, como se indico en Material. y M•todos. 

I 
Una vez eatah1ecidaa l.aa condicione• de trabajo y 1oa 

qrupoa da individuos en estudio, •• rea1iz6 1a prueba de J:nmun~ 

f1uoreacencia indirecta. En general. 1oa resu1tados muestran --

que en 1a mayor!a de 1os sueros eatudiados ae obtuvieron t!tu--



32 

los de anticuerpos más elevados con rnmunofluorescencia indire~ 

ta que con 1a de aglutinaci6n, y la diferencia fue de 2 a 3 di

luciones. 

Por otro lado, se compararon a través de un estudio de 

correl.aci6n 1os resultados obtenidos por el. método de Wright y 

los de Inmunofl.uorescencia indirecta. En la gráfica se,~\lestra 

l.a distribuc:i.6n de t!tul.os obtenidos en ambas pruebas, para las 

que se calcu16 el. coeficiente de determinaci6n (r = 0.4S)· y la 

distribuci6n "T" de student encontrándose un valor de p·= O.Ol.. 

En base a estos c4l.cul.os se concl.uy6 que no hab!a ninguna corr~ 

laci6n entre los t!tulos de ambos métodos. 

As! mismo se compararon los resultados obtenidos para 

el. conjugado IgG, con los obtenidos para la aglutinaci6n con --

mercaptoetanol.. Obteniéndose un coeficiente de determinaci6n -

(r = 0.47) y una distribuci6n de "T" student (p menor de O.Ol.). 

Por otro lado, se selecciono un grupo de pacientes, de 

los cuales se ten!~ como m!nimo 2 muestras de sueros tomadas a 

intervalos de 2 a 6 meses con l.a f inal.idad de determinar la fr~ 

cuencia de las diferentes el.ases de inmunogl.obulinas en pacien

tes considerados sintom4ticos (activos) o asintom4ticos (no ac

tivos), con el. f!n de determinar si exist!a alguna correl.aci6n, 

entre la respuesta inmune humoral. {el.ases de inmunogl.obul.inas) 
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Tabl.a I. El. grupo control. estuvo constituido de 40 muestras de 

suero, procedentes de individuos s~nos. Se l.es efectuaron l.as 

pruebas diagn6sticas de rutina.a l.as:cual.es resul.taron negati-

vas. Cuando se l.es deter~iri'a:~'o';{};i:~f á~~ic~erpos. espe'cHl.cos -

An ti-Brucel.l.a por IFI se ~l"lconff'~·:~q'J.i.:.·.,32 (80%) de l.as muestras 

fueron negativas, 5 Cfi?~i¡'.:\'dl~~~~~t{f';;:J:c~ de l.:l.O, y .3 (7:s-%¡ .· 

utuios de i.20. ,,, }-~~~~~;~fü~~r'.f,~~;-.~•· .. · 
_ ... -~ :,~~~iL-~· : ;?:}~ .::-~.~ ,\~~1i~f-i~~t~!,~!>~:~;;~~; 

Sueros ne_9-:' r "~~~'io;; ;,"l./2§· ·l: 4'o 

40 32 .·.·.·· .. 3· 
;_,,,., 

Porcentaje 80% 12.5, ·. 

El. grupo de pacientes constiturdo por l.60 muestras de 

suero, fué dividido en tres grupos como ya se índic6 en l.a se~ 

ci6n de Material. y Métodos. 

El. primer grupo estuvo formado de 23 pacientes que r~ 

sul.taron negativos a l.a·prueba de AT. Encontr~ndose que 6 in-

dividuos dieron en IGI t1tul.o de 1:40, 4(1:80)~ 4(1:160), 

7(1:320), 1(640), l.(1280). 
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Los resul.tados desgl..osados se encuentran en l.a tabJ.a -

Gráfíca J. 

Dístríbu
cí6n y fr!!!. 
cuencía de 
t.ttuJ.os -
presenta-
dos en el. 
grupo J. de 

pacíentes. 



TABLA II. 

2. 

3. 

4. 

s. 
6~ 

7. 

8. 

9. 

l.O. 

l.l.. 

l.2. 

l.3. 

l.4. 

l.5. 

l.6. 

l. 7. 

l.8. 

l.9. 

20. 

21.. 

22. 

23. 
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SUEROS DE PACIENTES CON AT NEGATIVA 

IF 

l.:80 

i·:l.60 

l.:l.60 

l.:l.60 

l.: l.60 

l.:320 

l.:320 

l.:320 

l.:320 

l.:320 

l.:320 

l.:320 

l.: 64.!J 

l.:l.280 

IGM.: 

l.:20 

l.:40 

l.: l.O 

l.:40 

IGG 

i. ~º '. 
l.: so· 

1:i60 

/ l.: 4~ 
1: 80 . 

: l.: 320 

l.: l.60 

l.:l.60 

l.:l.60 

l.: 160 

l.:80 

l.:80 

l.:320 

l.:320 

•" 

IGA 

·1,·00 

··· r:·20··· 

i:: 40. 

l. :4ci 
'l.:40 

l.:20 
.. 

1:20 

l.:20 

l.: 4_0 

l.:.40 
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El. segundo grupo estuvo formado de 68 pacientes con a~ 

tecedentes cl.l'.nicos .sugestivos de bruceJ.osis ·que presentaron un 

UtuJ.o desde J.: J.O hasf.:3.,,J.:80, por ágJ.,_;t,:ina".i6n, ;i.r1, tubo~ 
trándose q\l~ 3 ind.iviéidb,.;,. d:Ceron é;nc;,:r'z1~unofJ.uóre's·c;.nc:i..3. · indire~ 

En con--

ta utuio~ci;;; ·r. iofo4f¡~tr~:,,;~:.i:.i .~6;·~;;ili:á:6¡'.~ ,·;~WrY~~/·;~ i~ ,:L::.;~º > , 

24c1,32oi,:·7c~,i·~~~>~;;;~r~Ti,;0º''::>~J:~ "' ·~<.··" · ,. ¡;, 
·.->'.'<Le->·.'::: .f--· -~··· .--,· :~: .... ~;;~·1~"'> " ~-~-~~;;? .. ::. .. ,,.-~'-_,, ;-,;.J-·>'·~·· ' ...•.. ::;._;:·· :-~:-_:> ·.,,_. :_:.~~-~--
·~· _:::.-~ ~~:-~~i- ,:_t-: :;:~_: __ ;~I{~-'-;;~:'~-;i~~::::-0-~ <.:'~'.:.,::. ~ , :-;,-; .>,.: -~.~~:.}tJj:~~~-~\-,::-:-: ~,~ :--,._; ;:~~{~;~'.~ ---..i_., - -· .-. ., 

Eri'.71a .;Tabla II,I<'.S<;' presentan{l.os .· .. resuJ. t~~~~ ·¿;J¡~:iaua-
l.es obt~n:i.~é:l:s'"~::;,,.'. ...,':· ·::::•?'; .. ' •i·~·. '""""~~+:"" ···,.>" .• ,.é .. ,,·-··" ··>· 

•• J • 
. ¡ . :J: 

·:·: •'T' <f .. ... ¡ .. 
·:.·¡ .... 

1 

. 

..l·l :¡:;,,''T 
, .... •.· .f::· :,'T'•"" 

: I· 

Gráfica rr 

Oistribu-

ciisn Y.fr!!!_ 
cuencia de 

tl'.tuJ.os -
pre sen ta-'

dos en eJ. 
grupo 2. de 

pacientes • 



1. 
2. 
3. 
4. 
s. 
6. 
7. 
8. 
9. 

10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 
3l.. 
32. 
33. 
34. 
35. 

TABLA III. 

IFI 

1:10 
1:10 
l.:10 
1:20 

·1:20 
1:20 
l.:20 
l.:40 
l.:40 
1:80 
l.:80 
1:80 
1:80 
l.:80 
i: 80 
l.:80 
l.:80 
l.:80 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
1:160 
1:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
l.:160 
1:160 
l.:160 
l.:160 
1:160 

IGM 

r:-2"0 
1:40 

1720 
l.:40 
l.:20 
l.:40 

r:lfo 
l.:20 
l.:80 
l.: 80 

r:-2"0 
l.:40 
l.:10 
l.:20 
l.:.l.60 
l.:40 
l.:80 
l.:20 
l.:20 
l.:80 

r:iro 
l.:80 
l.:80 
l.:40 
l.:80 
l.:80 
l.:40 
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SUEROS DE PACIENTES CON AT ~ l.: 8 O 

IGG 

1:10 .. 
1:10. 
l.:10 

r:-2"0 
l.:20 
l.: 10. 
l.:l.O' 
l.:40 
1:20 
l.:40 

r:tro 
l.:20 
l.:10 
l.:l.60 
1:40 
1:40 
l.:80 
l.:80 

~o 
l.: 40 
l.:80 
1:80 
l.:40 
l.:80 
1:20 
l.:20 
i:40 
l.:80 
l.:20 
l.:20 
l.:80 

IGA. .IFI. IGM IGG 

• ~· · 36{;,i ií-160 / <i:4oc-~·.i! 80 
. --· .. ,;. ,,. 3 7. ·; (•J:': 32 º" 
·--
,) ... ~.::.~.:.:.:::.''·,' >· 
.._-···-··:,,,.¡:, 

r:To 

!740 
l.:40 

I:To 

r:2o 

'":.1:320 -;; 

s2.· ·i.:320 r:so l.:80 
53. ·l.:320 l.:l.60 
54. l.:320 r:T60 l.:20 
SS. l.:320 l.:320 
56~ l.:320 l.:80 
57. l.:320 
58. l.:320 
59. l.:320 
60. l.:320 
61. l.:640 
62. l.:640 
63. l.:640 
64·. 1:640 
65. l.: 640 
66. l.:640 
67. l.:640 
68. l.:l.280 
69. 

I74o 
l.:20 

r.T60 
l.:l.60 
l.:l.60 
1:40 
l.:40 
l.:40 

r:Bo 
l.: l.60 
1:80 
l.:80 
l.:80 
l.: l.60 
l.: l.60 
l.:l.O 
l.: l.O 
l.:40 
l.:80 
l.:80 
l.:320 

IGA 

I74o 
;;1:40 
·l.!20 

:. l.: 20 
•:.J.: 2 o 

. .'l.: 10 

r:4o 
l.: l.O 

· 1: 20 

I72o 

~o 

~o 

I72o· 

~o 
l.:40 

r:.ro 
l.:40 
l.:40 
l.:40 
l.:40 
l.:40 
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El tercer grupo estuvo formado por 68 pacientes con -

diagn6stico cl!nico de brucelosis con sueros de un t!tulo mayor 

de 1:160 por aglutinaci6n en tubo. 
._ .. ,'· 

¿~;~:·t.:;· 

Para este grupo se encontr6 que 7 individuos\ dieron· en 

J:nmunofluorescencia indirecta t!tulo de 1: 32 O, i~ ~-¿¡l~-,;~d · i.m'. t!tu 

lo 1:640, 17 (1:1280), 18 (1:2560) y 1 (1:5120}::.,,, 

LOS resultados para este grupo se encu~~-~'.C:a.~' en·, la 

Tabla IV. 

Gr.!.fica J:J:J: 

Distribuci6n 
y frecuencia 
de t!tulos -
presentados 
en el grupo 
3 de pacien
tes. 



l.. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 

1.0. 
l. l.. 
1.2. 
1.3. 
1.4. 
1.5. 
1.6. 
l. 7. 
l.8. 
19. 
20. 
2l.. 
22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 
3l.. 
32. 
33. 
34. 
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TABLA IV. SUEROS DE PACJ:ENTES CON AT::;::: l.: l.60 

IFI IGM 

l. 320 l.:20 
l. 320 l.:20 
l. 320 1.:20 
l. 320 l.:l.60 
l. 320 l.:l.60 
l. 320 1.:20 
l. 320 l.:80 
l. 640 
i 640 mo 
l. 640 
l. 640 
l. 640 
l. 640 
l. 640 
l. 640 
l. 640 
l. 640 r:4o 
l. 640 1.:40 
l. 640 l.:40 
l. 640 
l. 640 
i 640 L:To 
l. 640 1:20 
1 640 1•20 
1 640 1:80 
1 640 1:80 
1 640 1:80 
1 640 1:20 
1 640 
1 640 I:"i'"2'o 
1 640 1:40 
1 640 l.:l.60 
l. l.280 
l. l.280I7"2"0 

IGG IGA;,. IFJ: IGH J:GG IGA 
._;-;·;., .. --·, 

i ~g,-- i:io,:;::'./;35~ <fig~g:i~i~o t~~o _ 1:20 

1 m ;;¡tz~f~~fütHl!li~i!ºllU~: ¡¡~¡ 
l. l.60 l.:20' 42. l.:J.200· 1.:64_0 l.:40 
l. l.60 ;43~ l.:"l.280 r:40 -1.:80--: ·-~'l.:40-
1. 320 .I:4o -~-44. i:i2eo 1:20 1.:80 ·:1:40 
l. l.60 1.:20 --45. l.:l.280 l.:80 l.:l.60 l.'{40 
l. l.60 l.:80 46. l.:l.280 _i:640 l.:40 
l. l.60 l.:40 47. 1:1200 r:2o 1.:640 1:20 
l. 80 1.:40 48. l.:l.280 1.:20 1.:320 1.:40 
l. 320 1.:20 49. l.:l.280 1.:160 1.:80 l.i20 
l. l.60 1.:20 so. 1.:2560 1:20 l.:l.280 
l. so 1.:40 51.. 1.:2560 l.:l.60 
l. l.60 l.:20 S2. 1.:2560 r:T60 1.:80 
l. l.60 1.:40 S3. l.:2S60 l.:80 l.:320 
l. 80 1.:40 S4. 1.:2560 l.:640 
l. 320 l.:20 SS. l.:2S60 l.:l.60 
l. 320 l.:20 S6. l.:2560 r:T60 1.:80 
l. l.60 l.:40 S7. 1.:2560 l.:640 l.:40 
l. l.60 l.:l.O S8. l.:2S60 l.:20 l.:320 
l. 40 l.:40 S9. l.:2560 1.:320 1.:80 
l. 40 60. l.:2560 1.:320 
l. 80 61.. l.:2S60 r:-3"20 l.:80 
i. 320 r:.ro 62. 1:2s60 l.:J20 i:eo 
l. 320 l.:40 63. l.:2560 l.:640 l.:40 
l. l.60 l.:20 64. l.:2560 l.:20 l.:320 
l. 320 l.:20 65. l.:2560 1.:640 l.:40 
l. 80 66. l.:2560 l.:90 l.:320 
l. 320 r:.ro 67. l.:2560 l.:l.2BOl.:BO 
l. 320 l.:80 68. l.:5l.20 l.:20 l.:l.280 

r:ao 
1.:20 
l.:20 
1.:40 
1.:40 
1:20 

r::ro 
1.:20 
1.:80 

TITO 
TITO 
r:lfo 
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Tab1a V. Para determinar 1a especificidad de 1a prueba se trab!!_ 

j6 con 39 sueros que resu1taron positivos a pruebas febri1es para 

Sa1mone11a con t~tu1o mayor o igual. a 1:80. 

No. de sueros 

Tifico 

TifiCO "H" 

Paratifi "A" 

Paratifi "B" 

Total. 39 

Neg •. 
IFI 

l.:10 1:20 J.:40 

::·.:,J._ ... ,,_>,--

,;::.,i;0;·• ··;r ····a· 
j· '';:;>"-

':·'~ ·, ~3 
.. ~~-- __ ' 
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Tabla vr. Tambi~n se real.iz6 una prueba empleando Yersinia en-

terocol.tt.ica 0:9 y Salmonella typhi como ant.tgenos y sueroi:-.pos_f 

t.ivos a Bruce l. la con t.!tulos mayores de l: J.60 en aglutinac:f6n en 

tubo. Se trabajaron 10 sueros para cada género. 

Yers.inia Sa1monell.a tyPh.i 
enterocol.ttica: 09 

IFI IGG IFI 

l.. 1:80 1:20 ·, 
.1::640 

2. 1.:20 1:160 

3. 1:20 1:640 

4. l.:20 l.:1280 

s. i:20 1.:640 --
6. 1:2.0 1.:2560 

7 •· 1:40 l.:10- 1.:320 

e. 1:40 l.:640 

9. 1:40 l.: 10 l.:640 

l.O. 1:20 l.:1280 
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Estudio comparativo de 1as pruebas de Irunun~ 
f1uorescencia indirecta y ag1utinaci6n. 
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Gráfica 6. Estudio comparativo de la prueba de In~un2 
fluorescencia indirecta (conjugado IgG) y 

aglutinac:Í.6~ por· 2-me:i:-.ca~toetanol. 



Tabla vrr. 
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Correlaci6n entre IFI (conjugado est~ndar) y el 
diagn6stico clrnico 



Tabl.a VIII. 
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Correlación entre IFI (conjugado IgG) y el 
diagn6s~ico cl.~nico 

3. l. l.: l.280 

3.4 l.:2560 



Tabla- IX. 

46 

Correl.aci6n entre IFI (conjugado IgM) y el. 

diagn6stico ·cl.í:nico 

Log '-·;:r ~~@:Gis:~; ',;·,7'~~~~-i~b·;:.·:.~:· ';.-N~A .. :-~ 
_______ •• ""_"",:,._<_>~'"'·-~·-' .. :·-;.;\""'..~_;_:;~_:;··"'".-"'"--..;...;..:.....~:_.::;.;.r_:.;._.~:_~;'"':>:'-:::~'-·--· "'",. ___ -_:.« >.· 

-º .. -.--_: -;~~~~§~~gf~B'c;:;""~~:tJi~~-¿~;~·~,- ·~ ~ .... __ 

1.9 

2.2 ].: l.60 

2.5 l.:320 

2.8 ·.J.: 640 

3. l. 

- "- ·:s 
.,;,~ . , 

4-

.O 
,-.,.;~~ ,·_: 



Tabla x. 
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Correlaci6n entre IFI (Conjugado IgA) y el 

diagn6stico cl!nico 



Gráfica 7. 

Gráfica 8. 
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Corre1aci6n entre IFI (conjugado están 
dar) y ei diagn6stico c1~nico. 

Corre1aci6n entre IFI (conjugado IgG) 
y ei diagn6stico c1~nico. 



Gráfica 9. 
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Correlación entre IFI (conjugado IgM) 
y el diagnóstico cl!nico. 

:·c'f°'" ':'"/"''f'''i:~.::r::::~'"'''fó',,;:::q::"'±"· '"'!": "-"'"·!~ ·f·,:,,::p-:·r:·.;:f'{iF"'Sft':~ 

~Wi- .-J~::~~:.~fi:~r~: >'.L~:i:::_t ~~ '".";f--::; .. ·:. :J ~;;t-·-:·:.i: ··-L'::f:;: ---_;~;:~f:~~: 
::-=-E:-: ~~~l?;:.:+--;·~=I=E~i :i;~-µ~-~i+;~~r~:f;~-- __ f-·;J:·.::~:- :f:·~i:--.: :r~-f~.--.:i:=~~r- -:::;f:.;~]:":;.~ 
~~· 't'-l~-~~;:::Jf::: YT,'+i::;,',:i · J·: .. : ,•·L~ ~,. .. 1 -~· "•;-_o::f''=-· 
~~f.~ •,:fif!#'~:,·::i:::: '':'·:if:r,:;;i::-:i:''.L"!:::¡., .• ¡ i .-,·!· .. 'r. _-,. ' .. "~'""'' 
~~' ::¡;:_:: ?1':~·f,:c: =;c;:¡co::;=~';o•·:i. '''f:: .,. ,_¡_: :•¡,_ ,_ ¡. !:' :E'<: ,J ':ff:,:¡:;:_• 
;~FY-=;.:~~2~~ ~;~:t~fj_Y.:;!;:.:J.:..:.._;:::.··r:::~:::.1: _::} ::;t ~-;- ~:L -:::::¡ ·· · :r:--~: .. cf .-.~~-·:.:L_: 

Gráfica 10. Correlaci6n entre IFI (conjugado IgA) 
y el diagnóstico cl!nico. 



Figura l. 

Figura II. 
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Fotografía por Inmunof luorescencia in

directa de un suero control positivo. 

Fotografía por Inmunofluorescencia in

directa de un suero control negativo. 
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Figura l.. 

Figura II. 

50 

Fotograf ~a por Inmunofl.uorescencia in

directa de un suero controi positivo. 

Fotograf~a por Inmunofluorescencia in
directa de un suero control negativo. 
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v. Discusi6n 

La brucel.osis es una enfermedad infecciosa transmitida 

de animal.es al. hombre que mayor impacto econ6mico ha cobrado'' y 

un mayor riesgo al.a sal.ud humana (3l.). 

En el. hombre, el. aisl.amiento del agente eticil.6gi.c<:)'/19s 
- . -. - . ~ 

l.a prueba que garantiza el. diagn6stico de brucel.osis. •Pero 'co-

o no siempre resul.ta positiva, hay que recurrir a l.os métodos -

indirectos basados en l.a demostraci6n de anticuerpos.especl:fi--

cos frente a ant!geno de Brucel.l.a (32). 

Sin embargo, con el. incremento del. uso de antibi6ticos 

indiscriminadamente antes de obtener una muestra para cu1tivo, y a1 

hecho de que l.a brucel.osis tiende frecuentemente a l.a cronici-

dad, han col.aborado a aumentar l.a preval.encia de l.a enfermedad 

(33). 

Por otro J.ado, de acuerdo con l.os criterios expuestos 

por l.a OMS el. diagn6stico de J.a brucel.osis humana se basa en d~ 

tos epidemiol.6gicos, en l.a observaci6n cl.l:nica y en l.os exáme--

nes de l.aboratorio. Cuando el. diagn6stico de 1aboratorio falla 

en apoyar 1a opini6n cl!nica debido al gran po1imorfismo que -

presente e.ata afecci6n el diagn6stico definitivo se dificu1ta -

por 1a fa1ta en 1a e1aboraci6n de un diagn6stico certero (23). 

La existencia de un gran n11mero de pruebas sero16gicas 

y variantes que han sido empl.eadas para e1 diagn6stico de bruc~ 
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l.osis y l.a fal.ta de un acuerdo general. respecto al. método de 

el.ecci6n da como resul.tado una difícil. interpretaci6n (22). 

A pesar del. ampl.io uso d.e estas: pruebas ·persiste!·una 

confusi6n considerabl.e en reiaci6n a bonf:lrmar .\.in;;_,:¡¡r,¡e,;,,c,i6n 

reciente (,34) • 
'' :~· .::· ·;}~\€;~:,~:-~~-.-,, --,~ ~\;~,~-? t::;;:~-~t·-~,-'.:: _,._ '~J 

.--~ ~>"=:~~;:~~~~~~-:~~:~:;:;.;.-· -~::,::_~--~---~~-:·::~]~:~~~~~~~~~~:~:' 

La variaci6n en ios r=.i~i~~d~~~:~s:~~i~°:f'::~~<?,~:~.n~~F~n~ 
tes pruebas puede ser atribuído·. a ·)::ual.quiera>,:de .. ".ia·s~?·di.feren tes 

-:: :. ::· :;·- ·.:-~:: }~,~- -:-: :-;/:>;:'.:;---,_i; ~:~:~(:':':,;: ·;~;,/;.·1\~-~~3;,1·~~;~1~~áY-~~-~>:t~t\t/,:) ~.: ~¡;~--.0I ~\:·:.~~:;: . , 
el.ases de inmunogl.obul.inas presentés.' en-~e_J:;::suer.a·,c:,'·?'"ª·,:];os7dif~ 

rentes componen tes que existen en· ~-,,; ·· b.ii;~~;'f~"":(~K)'~~ 'r_ :,;:? '.L,. 
~' ~;. );_ .:·.-, ----~ 

cuerpos e::e:~f::::e::e l.:r:::: ::G~e::~~
6

~ 1:~tª~!~~i~~~~~~~~~ 
método de Inmunofl.uorescencia indirecta en difore-~~~{-t~~~~~f ~ 
de individuos con cuadr~ cl.ínico sugerente de brucél.?s~,s'~}_e,m"."

pl.eando para el.l.o una suspensi6n de Brucel.l.a mel.iter1s{;:0:(M.;;,.l.6) 
·~:·;( :··'.''_:·'<' \',~'~o 

Se sel.eccion6 B. mel.itensis como antígeno ·en·::base:.a .

que l.os biotipos de Brucel.l.a que se encuentran con mayor p~ev~ 

·iencia en 1a zona metropol.itana (B. mel.itensis biotipo l., 

B. abortus biotipo 4) tienen como ant~geno dominante a1 agl.ut~ 

n6geno de tipo M (36) El. emp1eo de l.as pruebas convenciona1es 

de agl.utinaci6n sir•.ri6 como una referencia y como un criterio 

para l.a cl.asificaci6n de 1os pacientes. 

De esta manera, se tuvo un grupo de pacientes sin ni

vel.es detectabl.es de anticuerpos, s6l.o con antecedentes c1íni-
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cos; otro grupo con nive1es no considerados como diagn6stico y 

un tercer grupo de pacientes con titu1o de anticuerpos signif~ 

cativamente e1evados. 

Adem~s se incluy6 en e1 estudio, un grupo contro1, 

constituido por 20 individuos (tabla 1) sanos de los cuales el 

80% resu1t6 negativo en todas 1as pruebas efectuadas, el 20% 

restante resu1t6 positiva a la prueba de Inmunof1uorescencia 

indirecta, con un titulo mayor de 1:20. Sin embargo, despué~ 

de analizar 1os resultados obtenidos en este trabajo se determ~ 

n6 que se consideraria a partir de un titu1o de 1.:00 como suero 

positivo. 

E1 primer grupo de individuos, con diagn6stico clinico 

sugestivo y sero1ogia negativa (tabla II) mostr6 resultados muy 

heterogéneos, ya que se obtuvieron t1tu1os desde 1:40 hasta 

1:1280 y todo tipo de combinaciones con respecto a las clases 

de inmunog1obulinas individuales. Es importante hacer notar en 

este punto que este grupo de pacientes so1o contaban con el --

diagn6stico c11nico, ya que ninglln dato de 1as demás pruebas de 

1aboratorio efectuadas fue atil para c1asificarlos como pacien

tes bruce1osos. 

Es importante señalar que la positividad de 1os sueros 

encontrados en este grupo con titules mayores o igua1es a 1:80 

no es debida a la presencia de reacciones cruzada·s. Como se --

pudo demostrar por los resultados obtenidos con sueros positivos 
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para Salrnonella (tabla V). Aqu.1 se encontr6 que solo 16 sueros 

presentaron un t.1tul-o máximo de 1: 40, _por lo que se descarta la 

posibilidad de reaccio;'.,es c:;;:úzad.;.s d~b.ido a lá. presencia,-. tan 

frecuente de ant.ié:üeri?-<;>s?¿;o§~Z"ii'.••~-~.l.~bn_e_Úf--••.·x<'~,-~?}'¡ - ·'· 

Tazñbf¿ri·· ;~-~-••ti~~J~~i~t'~=;iit~~;fs~~t~,;_.e ;,,,~g~~--.~cie; ~~:;·;~e
cuen temen t~:·_¡'·~i~~·~; h~A· ~ rep~1r·~~d~'·:,·~-~~~-~;~·i_~~:~~- ·~ cr~~~~,~~'~:~;~~!·:-~·~~·~ ic~-~·~~-~s 

anti-BruceHa ~on cep~s:0.de ~~cte;ia;' --~~ ~tros, 'q~~~'~o-;;; .com~: ,__; __ 

~~~~~~~;~=~=~:;~:~;~~ii=~:~=~~~~;ii\t~~~~~= 
--.-<'..·, 

·' ;:);. 

En nuestro medio se desconoce: é::Uál es. l.a-.i?~íi,'valenc-.ia -

real. de esta bacteria, por l.o que no se descarta;\~·1J.•':_pr?~abl.e i!!!_ 

portancia. ···-· 

Al. anal.izar este primer grupo de indiv.idúos (tabl.a J:Il 

se observa que l.2/l.7 (70%) presentaron anticuerpos de tipo IgA 

y J.7/l.7 (l.00%) presentaron anticuerpos de tipo IqG. Este hecho 

es de suma importancia ya que muchos autores (l.3) han reportado 

que J.os anticuerpos no agJ.utinantes o incompletos pertenecen a 

la clase IqG e IqA por J.o cual. s6J.o se podrán poner de rnanif i~s 

to por la reacci6n de coons o por al.gan otro método corno la rn-

:unofl.uorescencia indirecta. Por l.o anterior se resalta la i~ 

portancia de este método propuesto que ofrece la posibiJ.idad de 

d~tectar a estos individuos que por J.a metodolog.1a habitual. pa-
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sar!an inadvertidos. 

Además de 1a dificu1tad en la interpretaci6n de 1os -

resultados debido a 1a frecuente .presencia de1, fenómeno de pro-

zona que inhibe a la :~'git.1t¡ri.~bl6n .C z~n~eín~ri, Gl~ri6~u; 'y Hall -
... ·>, . .;. '"'-~- '.' ,._,,,,.-- '""""--

(40) investigar<::~ 

meno de proz-onaf 

a ia de 1os ant.Í.c'ilE.r'i;>o.;; ,, ,, ',, •, --

Por otro lado :a ~Ii~:i·~ ~1 ~~~tos •P~~iemj:es··:·: presen 

tan anticuerpos de tipo IgM, que es la respÓnsáb1e, mayor· de•·.las 

reacciones de ag1utinaci6n. Algunos autores (41) han' postulado 

que la presencia de anticuerpos de tipo IgM sugiere una bruce12 

sis aguda en 1as fases tempranas de la enfermedad y que la pre-

sencia de anticuerpos de tipo IgG estaban asociadas a un estado 

cr6nico de la enfermedad. En base a nuestros resultados no fue 

posib1e hacer una corre1ación similar, ya que los pacientes es-

tudiados en este trabajo, fueron muestreados una vez y es nece

sario un seguimiento para observar la evo1uci6n de la enferme-

dad para saber si este parámetro de inmunidad humoral in vitre 

tiene alguna re1aci6n con un estado agudo, subagudo o cr6nico -

de la enfermedad, basado en la proporci6n relativa de las inmu-

moglobulinas individuales (42). 

Además es interesante saber si después de una terapia 
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adecuada y una cura aparente de una infecci6n aguda, los anti--

cuerpos de tipo IgG que son los responsables de una infección -. . . 

activa tienden a declinar o present:iar ·resultados neg·a~ivos. (43). 
(•'• 

como· .~·e·-~.u:;~·~f él:.~eri, ·~ =b~~X~~;}~.~?.~~/;:,~.~ ".~,ª. }ª~~~k~º; I I I 
individuos . con . antecedentes>·'clínicos·::.·sugestivos i'.de bruce1osis· y 

:.: . ·. ... · > :,:.-~.:--·,-._:>(':. :: ,,·:-. .:···. ~:>;(:~~~~-~, :': ·e.t;~·\:t·?~/,;~~~~: ,_ ('.~}. -,_:·_::/-~:>:>:)·;,~)~{:?.~~:~: '.;-:.'~_:·":}. -~:-:-/~~ ~~Í~z:;;:.::i>·· ;· 
que presentaron un.· ... títul~'d~~d~{l.:l.O;hasta' J.:SO";~o~ ag.luS:ina--

:~::. •:o:u::. •;:~:::: t~:;;2fi~~~i1l~i~;~í f~~f~!!J~~== 
gos serológicos encontrados. por. :e.l.'fc.métóao ·de:.iinrntinofJ.:úresce:ncia 

~::::::~· ;u::::i:, d=~~:;:r::·1~~~~~~f ~~lf~~~~~~i~=~ 
vencionales es l: 160 el. diagn6sti;;6'.d;¡,~º iai:lci~at6:ii6' 'l?t.ie{d~ ''s¡;·;::. :_ 

una a1ternativa aceptable;· pero cuél:n~J' 
- ~ , ~ )"-~-~\----~,:-;_ .. _,., ,, ~'!.~· - -~ 5-'::,; ~·-~·~:> 

est'C>.;. ·títu1os ·f1ué::tuan -
.· ;·-:·: ... \;:~--~·-

en un rango intermedio aumenta la dificultad de :Un· diagn6s.t·.f:¡,,o 

acertado (44). 

Por lo general, se observan títulos de anticuerpos de 

tipo IgM aumentados posiblemente por contactos recientes con a~ 

guna cepa de a. meJ.itensis que por métodos convencionales no 

pueden ser detectados debido a que ei antígeno que se emplea en 

estas pruebas es un antígeno de B. abortus biotipo i que prese~ 

ta una proporci6n muy limitada dei aglutinógeno M por 1o tanto 

1a sensibi1idad que ia metodo1ogía habituai ofrece no permitir4 

la posibi1idad de detectarios. 

Adem4s, existe otro grupo de individuos que presentan 
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preferentemente anticuerpos de 1a c1ase IgG e IgA, las cua1es 

como ya se mencion6 anteriormente no son anticuerpos. ·agiutinan

tes y no podrán ser determinados por 1.as pr~ebds .;onvencl.onales. 
•'·;:'_),~ ._. .... ~ - ·.~. 

Estos anticuerpos 11.amados incomp1zito.s <=?: b1Óque'ád6res:;s~fsabe de 

acuerdo a Wilkinson y Zinnemán . ( 45) que ap:~ecl'.~~~~'g;,~~~::etápa 
tard "a de 1.a enfermedad· •· ' :, .· ',, iiG/ij, :1> 'i.;':·. 

.. • • < ,. •• ..,-_-:-:;).;!1 

J, : - ·:-ce-~-- -"-':· ~·~··:.~::-~ ~~~-;:i~f;:-,~jt~~-~·~·;;;;ié:;~~-: ~~-~~~~:~-~ . ¡-, ~ --·· 

un hecho . i.J,;p~.;;t;iii. te• qu,e ''~f·,i,~~e¡',{¡;~i\"~fil·a~~~";:'.,;~~a~;·¡;,·5 te 

::::· ::í::.::;;~~E~~~ii1iit~t~i~~~~itjf ~~tr;~~:~:::: 
-::; ; - -.·-· ·_, 7;,,:,·.:;;. ::;\;.~~~:-F·i~. --· :~{_-

·-·-- -:.~:~"}~--~~--~::'.<:,~ .. '.:;·'.:~,.:~: 

Para e¡ tercer grupo' .!tábia IV). lk;_'· existe.rici'a' ·constan-

te de reacciones de seroag~utinación pos.i.H.,.aZ"~:t.~~ii'~icii~ de 1: 160 

o superiores nos permite hacer el. dia9nóstico·p:r'ác:t.:ii:iaiheri'te en la 

totalidad de 1.os enfermos. 

Como se muestra en 1.os resultados, se hizo un estudio 

comparativo de las pruebas dia9n6sticas de a91.utinación de 

Wright e Inrnunofluorescencia indirecta (conjugado estándar) en--

contrándose un coeficiente de corre1aci6n (r = 0.45; p 0.01) y 

ag1utinación con 2-mercaptoetano1 con el conjugado IgG con un --

coeficiente de correlación (r = 0.47; P 0.01.l revelando. en am-

bos casos que existe una pobre correlación al probar los sueros 

por ag1utinaci6n y por Inmunofluorescencia indirecta. 

Los casos donde se observan los titu1os más a1tos es -

la técnica de Inmunofluorescencia indirecta debido a 1a mayor --
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sensibil.idad que presenta este método esto debido a que se uti--

1.iza un antígeno diferente al.· ·i::.sadÓ en 1.os métodos serol.Ógicos y 

a 1.a aparición de. anticue,;pos,''ql1.;.:;'.rio son· <;<glutinantes; a estos 
'~/ '• :,\.: -· 

se 1.es denomina anúéuerpo;;< 'hlaq'Úe~dores ~ . iné:o~pÚ•tos ( 4 6) 
-- : _,~·;-

Por otro lado se rea1.iz6 una compafa:.;;;.6n.deIFI con P.2. 
_., ___ ·_.;,.;.--' 

cientes que presentaron acüvidad y/rio ªC:~.i.J:ld;,id cii.agn6sti'é:os 
:-''· '--'· .• ·--_1.,.. 

clínicamerite eriéontrándose.' 'una'~'-frec;:tencia. de corre.lación 'muy'. bá-
¿;~~ ' ':;,.• 

ja, esto debido principaimente··a que,.la respue~'ta'ínmurie h~6ral 
es muy variable para ~ada pad:~ri~~-:~i·~,i.:,y<iz''~\.,~~g'~imi~.:~6,~e 
estos anticuerpos m.,;~id6s en el :sÜE.;.;' -~ 1.o .larg_o ;~;,:,{ tieinp6 en 

los pacientes y su re1.aci6ri cori·:.i.a,:¡ioiución del. ~~ad~o cJ.íniCo, 

pueda dar a estas _eval.uaciones i~áAbú5~i'ca,; un ímpc>.i;tanj:e valor 

pronóstico. 
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VI. CONCLUSIONES 

La prueba de irununofiuorescenci.;: indirecta :fue .at:.ü p:a'ra me 
- - ' o:,.,,;_., • -;;.'- .. :·,-;, ----· .. -- -. : ' . . -

dir 1a respuesta .inmune hWnora:i :·'en pacientes> estud.Í.'ados an~ 

2. 

3. 

tudiada y e1 cuadro c1ínico, sin ~mba~~o, para :,,eriÚcario 

es necesario un seguimiento 1inea1 de 1os pacientes en bus-

ca y 1a evo1ución de1 cuadro c1ínico. 
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VII". Apéndice 

So1uci6n Amortiguada de Fosfatos .O. LS M_ pH "' 7._2 

clo~-,;~~ de ~~d.io 
. -' '·~,~ ·,,; . 

8 g/1. 

c1orúro de potas.i;:, 
~ _-;::,.:::·.::;"-·~-'' ., 

fosfato dibási.'b6'cie s~'áú::>''' -5_:1,s~g/]_'' 
fosfat~'":i,¿,ri~~;::~"'~'"'~~.,~;~·~:iq .•..• ·_.·. o,2~/g/1 
H O · ,c .. ~.b~~· •. •_-~P:·'.:·.:·:_·._._._.:_-.. :_.' __ ; __ ·_,_·; '.1 .•. ·".•·.·_¡, · ..•• ,,,,,,, '..:·.> · · •.,o· oo· · ,. 

2 ...... :. :.·o.•·•. ·· ·:J:_'•·•·•'"".:'!é-1,:.•.,•;,_\. ~-'- •• -·rn_,_, 
.·::,:-~ .C~ .. -~• .;-_~;_;.5,;.;~~·~,: J'i ":~',¡-.,Ce~·~·,:~,,:;.,·,'' -~0-:;:o;L:. •-

,~-'~.::~:!,: ~,- ':.:, > ~·:-~-- :e,:: -- -~~--,-

So:tución saturada•· cie<s\:iiiaf(:;:C~e~~~-1/-º'\ ··' 

lOOg de (NH 4 ) 2 so4 en •1 J,< d~'.:'.'gu~,"se c_alienta la solución 

con agitación a so 0 c, hastá'.que· ia.:··má:yor. ·parte de.-·:la sa1 se 

disuelva, posteriorme_nt~ s~ ·~-~-'.i~t-~~~~~-a~~·temperatu~_a_· _ambi'erite. 

R 3 Solución Amortiguada de Boratos_-· 

amortiguador 

ácido bórico 

Na2 B 4 o 7 • 10 H2 (b6rax) 

ª2º 
R4 Amortiguador Tris HCL.0.04 M, 

soluci6n concentrada"A. Disolver 

ximetil. amino metano) 0.2 M 

sol.uci6n concentrada B. Acido cl.orhl'.drico·o,2 M.-

mezclar 50 ml de :ta sol.uci6n A con 26.8 ml de la soluci6n 

B y se afora a 200 ml. 
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R5 Soluci6n Amortiguada de Carbonato - Bicarbonato o.os M 

pH = 9.6 

preparar una 

Bicarbonato 

Mezclar 

porci6n 

R6 Soluci6n 

Reactivo 

Reactivo B; 

sodio al. 1..0% 

Mezclar 50 ml.. del. 

R7 Reactivo de Folin 

Folin Ciocal.teu 

En el método de 

1.a presentaci6n 

volumen con agua_detilada 

Soluci6n Amortiguada 

Gl.icerina 

Hidr6xido de sodio 

Cl.oruro de sodio 

Azida de sodio 

0.7 g. 

1.7 ·g. 

l. g. 

M 

en 

Disolver en 500 ml.. de agua destil.ada y ajustar a pH 8.2 

11.evarlo a un vol.umen de 1000 ml.. 
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R 9 SoJ.uci6n Amortiguada de Oi~tiJ.barbiturato-Acetato 

pH - 8.2 Fuerza I6nica o.os 

- ' ' -. ~ 

133. 8: 9-
88. 3 g. 

i. 5 ·i. 
J - .·,: .:..;·,,_~ .;: ,,:..:, -~-:.::'. ;~; - '."':-

Ajustar eJ.;-~f>fif;1·s",2;conHC:.J.~ O.J.~_N, ... 

Para su >empi~~··-:n \": '.i.nmu,:,oeJ.eic¿ofc:n:-;,,si~ . diJ.uir con agua 

destiJ.ada ·2: J.: 
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