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Introduccidn

I.

primero-puedé

reallzaclén,j

dad estos microo:ganiémos,‘Que‘son“intracelﬁlares

como para se recuperados por hemocultlvo (l)

El serodiagndstico en cambio‘tieﬁe una realizacidn y
: e; se =~

una lectura mucho mis ripida y es positiva precozmente;

utilizan en general las té&cnicas de aglutinaci&n de Wright,

de antiglobulina humana o prueba de Coocmbs asf como la agluti

nacidn con 2-~mercaptoetancl (2ZME), gue nos permite determinar

que clase de globulinas estSn presentes en el individuo pro--

La aglutinacién determina anticuerpos aglutinantes y

blema.
es el mé8todo mis empleado; sin embarge, no se encuentrxan titu

los positivos significativos en todos los pacientes y pueden

presentarse resultados falsos positivos debido a reacciones
cruzadas principalmente. La fijacién de Complemento pone de
manifiesto anticuerpos no aglutinantes, y tiene el inconve~--



niente de su gran complejidad té&cnica, .la prueba de Coombs de -
detecta anticuerpos agldt;nan;es‘yfno'ag;utindﬁtes{faunquéumo -

se ha generalizado su’

dad (2).

La -inmunofl

la brucelosis -humana.

pPentro de los objetivos de este trabajo estuvieron el
estandarizar y optimizar un sistema de Inmunofluorescencia indi-

recta para determinar anticuerpos antibrucella en suero de pa-—

cientes con brucelosis en diferentes fases clfinicas, asf como =~

individuos sin antecedentes de brucelosis. Adem&s, se tratd de

establecer los limites en los niveles de anticuerpos gque permi--

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

permita el empleo de este sistema como diagnSstico serolSgico.

Por otro lado, se hizo una comparacifn de la respuesta

inmune humoral con el.diagnGStico clinico.



IT.' Generalidades

como por sus rapercus:\.ones econémlcas, ocup

lugares, de las lnfeccxones trans 1t1das P

bre.

La mayor parte de 1as

teos procedentes de vacas y cabras LnfectadaS»(4).'

Las especies animales gue son fuente de infeccién:para
€l hombre, son bovinos, caprinos, ovinos, suiros, canides, .y al-
gunas otras especies dom&ésticas.

La importancia epidemiol&Sgica de estas especies anima-
les estsS determinada por el tipo de Brucella gque se encuentra in

fect&ndolos. En generai; las ovejas y las cabras son el reservg

rio de Brucella melitensis,

siendo la cepa mis patSégena para el

hombre. Consider&ndose menos patSgena a Brucella abortus, gue -

infecta principalmente al ganado vacuno, Brucella ovis que tiene

Predileccifn por los ovinos, Brucella canis por perros y -

Brucella suis por cerdos. A pesar de gue hay cierta predileccidn



de ciertas especies de Brucella por determinados huéspedes, no
existe una exclusividad, y todos los animales y el hombre son

sensibles a todas las especies de Brucella.

La transmisidn en el hombre se lleva a

'bqféAfréyés'

de tres vias: dingestidn,.contacto efinhaiaciéﬁ;

ingestidn

Esta es la forma.mssifrécué’t

teurizados es una pr&ctlca muy extendlda partlcularmente en’ la

poblacifn rural y se relaciona con la ocupacxén y bajo nlvel
socicecondmico. ADemd3s por la creencia de una adecuada v;gzlgn

cia sanitaria de los productos de origen animal.

Por esta via la bacteria penetra a travé&s de la muco-
sa del tracto intestinal y si la acidez del jugo gistrico es —--—
baja, tambi&n puede penetrar a travé&s de la mucosa del estSmago

(5).

Brucella generalmente penetra al cuerpo humano a tra-
v&s de la piel de las manos o por conjuntivas; por 1o que exis-
te una alta probabilidad de infecci®n por contacto en personas
que se ocupan de los animales, gque trabajan en los mataderos, -
que obtienen y procesan la lana, del personal de laboratorioc —-
que produce antigenos y vacunas debido a que hay una exposicién

masiva a las brucellas, a la vez que la piel de las manos puede



sufrir erosiones durante la manipulacidn facilitando la entrada

de la bacteria (6);

Infececidn por‘;hhéiaclod

ia’'desecadas

torios. Esta via de infeceidn'h
experimentales y por observaciones epidé

brotes acontecidos en mataderos (7).

Un factor importante que fac;l;ta que la transm;s;én

se lleve a cabo eiyla gran capacidad que tlenen las brucelas pa

ra sobrevivir en diversos productos, principalmente de origen -

animal. Pueden, permanecer vivas durante largo tiempo en carne

cerca de 3 meses despu&s del proceso de salado.

refrigerada,
Por lo tanto la carne y sus derivados provenientes de animales

infectados constituyen una importante fuente de infeccién para

las personas gue la manejan y para los que la consumen cruda.

El impacto epidemiolSgico que tiene la enfermedad en

los animales, es grande, Ya gue muchos son los hu&spedes natura

les para las diferentes especies de Brucella, gue pueden trans-

Entre ellos se encuentra a:

mitir la enfermedad al hombre. -

zZorros, venados, bifalos, camellos, vacas, cabras, borregos, --

perros, cerdos, etc. (8).



Para fines epidemiol8Sgicos se estima que los indivi--

duos pueden adgquirir cierta inmunidad, como resultado del conti

nuo contacto con animales infectados (en las.zonas endémicas) .
Aungue tambi&n estos individuos pueden‘sérZCaAdidatos para una
brucelosis crénica. El gque sucedd'uﬁd,gfétgoicaso dependers --
por un lado de la cepa de Brucella Y,éé; btférdel,estado inmune

general de los individuos.

2.1 Caractéristicas del gé&nerc Brucella

Este gé&nero perteneée'al grupo de cocobacilos Gram ne

gativos aerdbicos. Al microscopio se observan como cocobacilos

pequefios gque miden de 0.6 a 1.5 micras de largo, se presentan -

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

quefiog grupos. InmSviles, no capsulados Yy no presentan colora-—

cidn bipolar (9).

2.2 Composicidn y estructura

La ultraestructura de la c&lula es muy similar a la -

de otras bacterias Gram negativas, observAndose una membrana ex

terna, la peptidoglicana, el espacio periplismico y una membra-—

na citoplasm&tica.

La estructura gufmica de la pared celular de las bru-

celas no ha sido totalmente determinada. El an&lisis global in

dica que &sta corresponde al 21% del pesoc seco de la bacteria -

en cepas lisas y al 14% en cepas rxrugosas,



Esta constLCuLda de una membrana extexrna formada de
proteinas y llpopollsacérldos,

en donde se locallzan los prlncx
pales antigenos detsupe:f; :

sas y rugosas.

Brucella. (B. ovis, B. capls) para dlferenc;ar animales va-

cunados con cepas rugosas de los:

.;nfgctados en forma natural --
(o). :

2.3 Condiciones de Crecimiento y Nutricidn

crece lenta-
mente en primo aislamiento y requiere de medios complejos.

Brucella es un bacilo aerSbico estricto,

En=-

tre los que se recomiendan son los siguientes: Agar infusidn -

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

Brucella y agar Albimi. En ellas crecen todas las especies del

género.

2.4 Morfologia Colonial

La morfologia de Brucella varia dependiendo del carag

ter liso, rugoso o mucoide de las cepas y del medio empleado.



Las cepas lisas (S) producen colonias circulares convexas con --

bordes regulares. A la luz transmitida son t:ansparente Y pre—4

sentan un color amarillo pélidb.';A la’ 1uz reflejada son brlllan

tes, ligeramente opalescentes de color gr;s azulado.

rfan considerablemente en color, con51stenc1a ¥

colonias R, son menos transparentes que las S

café&, Las coloniasg lisas son suaves, se emulslflc N fé

man suspensiones estables en solucidn salina,

mlentras que 1as -

rugosas son frecuentemente granulosas y difIciles de:desprender

del agar, no forman suspensiones homogéneaé en solucibn salina' y

producen agregados granulares o filamentosos. . Las colonias mu--—

coides (M), son similares a las R en colpr'y opacidad pero pre—-

sentan textura mucoide (11).

2.5 Metabolismo

Los procesos productores de energfa 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: mGltiples aminodcidos, tiamina, biotina,

son esenciales para su crecimien-—
el

nicotinamida y iones magnesio,

tS. El hierro y el manganeso ejercen una accifn reguladora;

crecimiento de algunas cepas es estimulado por pantotenato de --—

calcio y meso—eritritol. Muy pocas cepas crecen con citrato co-—



mo Gnica fuente de carbono {(12).

Los amino&fcidos y proteinas conten;endo azufre, son -

degradadas. y 8ste puede ser. reducido a H2S] variando su produc-
cidn con la especie y gl,bxo;; g

metil carxbinol.

Tanto B. abortus como

de 10% de CO, para su crecimiento. | E

tre 6.6 y 7.4. RN

Cada una de las especies de Brucella (fotiénéﬁ un’pa

trén caracteristico y definido de metabolismo oxidativo.

B. melitensgis, B. abortus, B. suis y B. canis general

mente producen oxidasa, sin embargo algunas cepas nc la produ-=-
cen. La mayorfa de las cepas reducen los nitratos exceptuando

a B. ovis y B. canis. Tambié&n la mayorfa hidroliza la urea.
2.6 Patogénesis

Estos microorganismos son par&sitos intracelulares fa
cultativos capaces de invadir ciertos tejidos, originando proce
s08 agudos con gran tendencia a la cronicidad, y ain infeccilo=-

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

La especie mis impértante en la patologfa humana es -
B. melitensis, caracterizada por producir un estado t&xico que

se ha comparado con la fiebre tifoidea; B. abortus produce un -



estado estado t6xico moderado; finalmente B. suis se caracteri-—-
za por producir lesiones supurativas o destructivas, dando foca
lizaciones en hfgado, bazo, testiculos, cuerpos vertebrales, --—
etc. Existen otras®especies cuya patogehicidad para el humano

no esta comprobada, %a posibilidad de contacto con animales pox
tadores de las mismas es escasa, por lo gque posiblemente no re-
presenta importancia verdadera desde el punto de vista epidemio

-1Bgico.

La supervivencia de los par&8sitos intracelulares depende
de su capacidad para inhibir o resistir los sistemas de destruc-—
cifn bacteriana intracelular. Uno de los mecanismos esta media-
do por la inﬁibicién de la fusifn entre lisosomas y fagosomas; -
cuando la fusi&n ocurre la destruccibn puede llevarse a cabo por
mecanismos oxigeno-dependientes o bien por proteinas cati6nicas,

proteasas, fosfolipasas.

En los individuos, la bacteria invade las cé&lulas de -
la mucosa, pasa al torrente sangulineo donde es fagocitada por po-
limorfonucleares; gque los llevan al sistema reticuloendotelial y
liberan las bacterias gue luego invaden a los macr&fagos, apare-
ciendo grupés de cé&lulas gpiteliales o c8lulas gigantes formando
granulomas y dando lugar a desaparicifn de las brucelas: los gra
nulomas presentan deggneracién hialina y disminucidn de tamafio y

desaparecen en el lapso de meses.

’

La posibilidad de gue resistan o impidan los mecanig--



mos intracelulares de destruccifSn esta mediado por componentes
de la pared celular, lo que hace a una cepa lisa mas virulenta
comparada con una rugosa. Uno de los factores en el desarro--—
llo del padecimiento esta dado por la capacidad de la bacteria
para resistir los mecanismos de destrucci&n bacteriana por pax
te de la c8lula invadida. Por lo que la evolucidn de enferme-—
dad estard dada por la resistencia del huésped, que en la mayo
rfa de los casos dari lugar a curaci®n en forma natural. Se -
considera enfermedad aguda cuando la duracifn es de'tres meses,
subaguda cuando persiste de 3-12 meses y crénica cuando la du-
racifn es mayor de 12 meses. Esta clasificacién es:discutible,
algunos autores consideran que puede designarse como crfnica -
cuando el individuo enfermo ha recikido tratamiento con dosis

completas y por tiempo adecuado, sin haber desaparicidn de los

sintomas.

El perfcdo de incubaci&fn es de 2-3 semanas, aungque --
pueden observarse perfodos m&s largos, hasta 3-4 meses. Las -
caracterfigticas clinicas m&s importantes son la fiebre elevada,
de tipo vespertino haitualmente, intermitente; con cefalea in-
tensa, generalmente constante; la diaforé&sis es un dato clini-
co constante en la mayor parte de los pacientes; finalmente --—
las algiap osteoarticulares, en ocasiones acompafiadas de fenS-
menos inflamatorios locales, gque pueden llegar al derrame arti

cular.



mos intracelulares de destruccifin esta mediado pPoOr componentes
de la pared celular,

1o gue hace a una cepa lisa m8s virulenta
comparada con una rugosa.

Uno de los factores en 21 desarro--
1llo del padecimiento esta dado por la capacidad de la bacteria

para resistir los mecanismos de destruccidn bacteriana por par
te de la c&lula invadida.

Por lo gque la evolucidn de enferme-~
dad estayri dada por la resistencia del huésped,

gque en la mayo
rfa de los casos dard lugar a curacidn en forma natural.

-

Se
considera enfermedad aguda cuando la duracidn es de tres meses

subaguda cuando persiste de 3-1l2 meses y crdnica cuandg la du-
racifn es mayor de 12 meses.

Egta clasificaciéfn es discutible
algunos autores consideran gque puede designarse como cxrdnica -~

cuando el individuo enfermo ha recibido tratamiento con dosis
completas y por tiempo adecuado, ain habey desaparicifn de los
sintomas.

Bl periodo de incubacifn es de 2«3 semanas, aungue ==

pueden observarse perfodos mi&s largos, hasta 3~4 meses.

Las -
caracteristicas clinicas mis importantes son la fiebre elevada

de tipo vespertino haitualmente, intermitente; con cefalea in-
tensa, generalmente constante; la diaforésis es un dato clini-
co constante en la mayof parte de los pacientes: finalmente =~

las algias ostecarticulares, en ocasiones acompahnadas de fend-

menos inflamatorios locales, gque pueden llegar al derrame arti
cular.



Existen otras manifestaciones gue dependen del Srgano
o sistema involucrado. La afeccifn en Sistema Nervioso Cen—-
tral puede cursar con estado depresivo, cambios de personali-
dad y afin psicosis; el lIquido cefalorraguideo mostrard proce
so inflamatofio con celularidad a base de mononucleares prin-—

cipalmente. En el sistema Nervioso puede existir compromiso

de nervios perifé&ricos.

Entre las complicaciones m&s graves y de mayor leta-
lidad debe considerarse la endocarditis por Brucella:; adn con
tratamiento especifico y adecuado la mortalidad llega a sexr de
70%. Otras formas de enfermedad se caracterizan por la foca==-
lizacisn dando lugar a abscesos en vertebras, hfgado, bazo, ==~

testiculos o bien dando lugar a la formacién de granulomas en

diferentes sitios anatS&Smicos (14, 15, 16, 17}).

2.7 Aspectos InmunolSgicos en la Brucelosis Humana

La existencia de factores de virulencia especifica -
asf como la respuesta del hu&sped son importantes para deter-

minar la importancia diagnédstica Qurante el desarrollo de una

brucelosis humana.

La infeccifn natural con Brucella o la inmunizacidn

con vacunas de bacterias vivas induce inmunidad humoral y ce~

lular.

Estudios en humanos ha demostrado que la inmunidad es

adquirida despu&sa de una infeccifn activa con Brucella produ-



clé&ndose tanto mecénismcs inmunes humorales come celulares —— A

.

(13) . - | -

Las diférentes clases de inmunoglobulinas qﬁe se eﬁcueg
tran en fase agué;\;‘bréniqq de la enfermedad y de varia?ionés
en los titulos de varias prueb&é Serol&gicas reflejan lq.reactg
vidad de las inmunoglobulinas en una prueSé'éﬁ‘paxgiEE{ér. En
la respuesta inicial © la fase aguda de ia infeccifn debida a -
Brucella se presenta un incremento de anticuerpes de tipo IgM.
Cuando la enfermedad progresa, la IgM declina y la IgG se incre

menta, aungue los niveles de IgM pueden persistir por algunos -

afios.

Posteriormente, la IgG tiende a elevarse a niveles al—-
tos y disminuye luego del tratamienteo hasta valores no detecta-
bles. Por ello se ha considerado a la IgG como un marcador de
infeccifn activa. La IgM y la IgG son anticuerpos aglutinantes,
-la IgM y algunas subclases de IgG tambi&n fijan complemento. =—.
Anticuerpos de fipo IgA pueden ser aglutinantes y no aglutinan
tes de la clagse IgA o IgG pueden ger detectados por las pruebas
de Coombs, ELISA,  Radioinmunocensayo e Inmunofluorescencia indi

recta (18, 19, 20).

El comportamiento de las pruebas serolSgicas es diferen
te en casos agudos comparados con créfnicos. En la etapa tempra
na de la infeccisn la aglutinacidn en tubo es positiva, mientras

que la prueba de mercaptoetanol permanece negativa. Cuando la



infeccifn progresa los tftulos de mercaptoetanol aumentan si-—--

maltaneamente con el de aglutinacién en tubo.

La metodologia diagnSstica empleada actualmente para
la brucelosis humana se basa en técnicas de aglutinacién, en -
placa como la reaccidn de Huddlesson y prueba de Rosa de Benga
la, gue detecta IgG, IgM o ambas. Con mercaptoetanol la -acti=- -
vidad aglutinante de los anticuerpos IgM es destruida, v so;ﬁ

mide anticuerpos de tipo IgG.

También se han empleado mé&todos como fijacidn: de. com-—~

plemento, contrainmunocelectroforesis y prueba de Coombs.

A pesar de la diversidad de métodos que existen para
el diagnSstico de brucelosis, no ha habido un acuerdo en cuan-
to a su empleo y aplicacién, ya gque cada uno presenta ventajas
y desventajas respecto a los demis. Es decir, no se ha encon-
trado un mé&todo serolfSgico gue por si s8lo establezca el diag-
néstico definitivo por lo gue siempre se recomienda el uso de

2 o m&s pruebas.

Parte de este problema nace de la especificidad del -
antfigeno empleado. Se sabe que entre bacterias Gram negativas
exigte una alta frecuencia de reacciones cruzadas y esto se -~-
dedbe principalmente a la presencia de lipopolisacdrido de la -
scperficie de la bacteria., Brucella no es la excepcifn y exis

ten varios reportes gue nog muestran este problema con detalle



(21, 22, 23).

2.8 Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es esencialmente una técnzca -
histoquimica o citoquimica empleada para la deteccidn y‘locali-

zacidn de antigenos.

Esta técnica se debe a A. H. COEns,

1941, la conjugacidn de anticuerpos con colorantes fluorescen—

tes para localizar al antigeno correspondzente

Fundamento
Las proteinas, incluyendo los anticuerpos presentes’ en

el suero, pueden unirse quimicamente con colorantes flucrescen-—

tes, sin afectarse las propiedades biolSgicas e inmunolsSgicas -
de las proteinas. Estos colorantes permiten que puedan ser vi=-,

sualizados en el microscopio de flucorescencia.

Si los anticuerpos fluorescentes reaccionan con su an-

el complejo inmunol8gico obtenido se vuelve fluorescen=-
son sustancias

tfgeno,
te. Los colorantes conocidos como fluorocromos,
gquimicas que absorben luz de peguefia longitud de onda y emiten
una luz de onda mayor. Los colorantes qué se emplean para mar-

car anticuerpos absorben luz U. V. y azul corta y emiten luz vi

sible.



Los fluorocromos empleados son el: Isotiocianato de -
fluoresceina, Rodamina B de lisamina, y el &cido l—dimeﬁil-ami-
no naftaleno~-5~-sulfonico (DANS). Estos colorantes prédﬁce@ -
fluorescencia intensa y color caracteristicd,:qué difiéfé;dél'_
color azul gque produce la autofluorescencia de los tefidss; La
fluoresceina y el Dans producen una luz amarilloc verdcéé yila -
Rodamina luz roja anaranjada. Estas sustancias se unen é lds -
grupos aminos libres del anticuerpo, form&ndose enlaces triqarga

mido con fluorescefna Yy sulfonamido ¢on el DANS y Rodamina.

Inmunofluorescencia Indirecta

Este m&todo estd basado en la prueba de Antiglobulina
(Prueba de Cooms). Esta técnica gque se lleva a cabo en 2 pasos
se usa tanto para detectar antigenos como anticuerpos contra de

terminado antigenc, en suero de pacientes.

Para detectar antigeno, en un primer paso se hacen reac
cionar el antfgeno a investigar y su anticuerpo especifico no -
marcado, obtenido generalmente en conejo. Se lava para elimi--
nar el anticuerpo que no reacciono y despu8Ss la preparacifn se
‘hace reaccionar con un anticuerpo marcado contra la gamaglobuli
na de conejo, gque a su vez esta unida al antifigeno en caso de --
haberlo, obteni&ndose asf, indirectamente fluorescencia del an-

tigeno.

En caso de no haber antfigeno presente, no se va a ob--

servar fluorescencia pues el anticuerpo marcado no va a poder -



unirse al anticuerpo sin marcar, que al no haber antfgeno se

elimina con los lavados.

Para la detecciSn de anticuerpos en el suero de pacien
tes; se hace reaccionar el antigeno contra el cual se va ver si
hay anticuerpos y el suero sin marcar del paciente a estudiar.
Se lava para guitar el exceso de anticuerpo del suero que no —-—
reacciond, y después, esta preparacidn se hace reaccionar con -

un suerec Antigamaglobulina humana marcada.

La relacién fluorocromo/proteina se obtiene comparando
las densidades Spticas del conjugado a 495 nm, (qQue corresponden
al pico de absorbancia del fluorocrome conjugado a la proteina)
Yy a 280 nm, gue corresponden al pico de absorcién de la tirosi-

na (25, 26).

Conjugados adecuados son los gue tienen una relacifn -
fluorocromo/proteina cercana a la unidad.
Microscopio de Fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es mis complicado que

el microscopio Sptico, y hay una gran variedad de ellos.

Generalmente, esti compuestoc de una fuente de luz gue
emite luz ultravioleta y azul corta. Estas fuentes de luz son

lSmparas de mercurxio o de cuarzo-jiodo-tungsteno.

Es necesario lograr una longitud de onda igual a la -

longitud de onda méxima de excitacibdn del fluorocromo. Los an



ticuerpos marcados con fluoresceina absorben luz m&s eficiente-.

mente a 495 nm, y emiten su fluorescencia a 525 nm. observindo-

se en el microscopio como verde amarillo. Los anticuerpos mar-

cados con Rodamina absorben la luz a 556 nm. 'y emiten su f£luo-~

rescencia a 580 nm.

Para seleccionar estas longitudes»dglbnda'Qeiméxima -
excitacién de los fluorocromeos, sSe emplean fiitros que sSlo per
miten el paso de la longitud de onda de luz ultravioleta regue
rida para excitacifn del fluorocromo, eliminande las radiaciones

de otras longitudes de onda (27).

El microscopio de fluorescencia tiene tambié&n otros 2
" £4ltros: - uno térmico para absorber el calor producido por las
fuentes de luz y un filtro secundario gue elimina a toda la lu=z
ultravioleta que puede pasar y ser perjudicial al ojo humano. -
Un espejo revestimiento superficial manda la luz al condensador,
que generalmente es de campo oscuro, ya que la intensidad de 1la
imagen fluorescente es baja y es m&s f3cil verla sobre un fondo

negro. Al llegar la luz al anticuerpo fluorescente emite luz -
visible.

Existe un sistema de epi-iluminacién que emplea un ilu
minado vertical y un espejo dicroico. En este sistema la exci-
tacibn es airigida directamente a la muestra del tejido a tra--
vé€s del objetivo. La luz fluorescente emitida de la muestra --—

epiluminada es transmitida al ojo a través del espejo dicroico.



III.

MATERIALES Y METODOS

Material de vidrio y Equipo.

Agitador magné€tico

Agitador Vortex

Asa

Bolsas de didlisis

Botellas de Roux

cajas de Petri

Celdas de cuarzo

Centrifuga refrigerada

Cubrecbjetos

Embudo Buchnexr

EspectofotéSmetro

Estufa

Medios

Reactivos

Agar soya tripticasa

Agar infusién de hfigado

Agua destilada

Acetona

Acido BSrico

Alcohol etilico
Adyuvante C. de Freund

Adyuvante I. de Freund

- Matraces’ Erlenmever '

‘Matraces . volumétricos

gééhérc _
Micropipeta @aﬂﬁal 200;
Micropipeta manﬁal' 20
Papel filtro o
Pipeta Pasteur

Placas de microtitulacidn
Portaobjetos

Sephadex G-25

Tubos de ensayoe (diversos)

vasos de precipitados

carbonato de sodio
Dietilaminocetil celulosa
Formol

Fosfato dipot&sico

Fosfato disSdico dodeca--
hidratado



Bicarbonato de sodio - = .. Glicerina :
Borax R ) IR Hidré6xido de sodio- )
Clorurc de pota516' ) Isotiocianato de Fluores—--
cefina Sy R
Clorure de sodio o Sulfato de amdnioxr
Soluciones
1. Solucién amortiguadora de Carbonato-BicaEanété

0.05 M. pH = 9.6

N
0
n

2. solucién amortiguada de Glicerina 0.5 Mva\

3. Solucifn amortiguada de Fosfatos 0.15'3 §51

I
o
.

N

4. Solucién salina Fisiol&gica

5. SoluciSn salina amortiguada de Boratos‘pﬁ
8.5 )

1. Grupos de individuos estudiados

Los individuos estudiados se clasifi:az@nﬂéﬁ‘cu?éro -

grupos diferentes:

IT. 40 individuos sanos, los cuales no tenfian ante-
cedentes clinicos de brucelosis

Ir. 23 individucs con diagnSstico clinico de bruce-

logis y gue fueron negativos a las pruebas ==
convenciocnales.

III. 69 individuos con tftulo no significativos, entre
1:10 y 1:80 en las pruebas convencionales.
Iv. 68 individuos con titulos significativos, entre

1:160 y 1:1280.



2. Preparacifn del Antfgeno (28)
El antifigeno empleado en este experimento fue preparado
a partir de una cepa de B. melitensis 16 M p:ocedenéié;éentro -

FAO/OMS de Brucelosis Weybridge, Inglaterra. '

La preparacién fue lleVada:a‘cabé en

Brucelosis, del Instituto de Salﬁbfidad'&'snfé,

les de la siguiente manera:

Se sembrS la cepa en cajas cén-a§é£ sé§; ;;ipt;casé %
se dejs incubar en una estufa a 37°C durante 48 Ers- Déséués -
de haber verificado gue las bacterias se encontraban.en fase —-
lisa, por medio de la prueba de la acriflavina, se Sembraron en
tubos que contenfan el mismo medio, se incukaron a 37°C durante
48 hrs. Al crecimientc de estos tubos se les practics aglutina
cifn con sueros especfficos, despu&€s se suspendieron en 1 ml. -

de solucildn salina fisioldgica para la inoculacifén de botellas

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

Posteriormente, se cosecharon y lavaron las cé&lulas
1.250 x g mediante 1 hr. con solucifn salina fisiolSgica, hacien
do tres lavados. Despuds de los tres lavados el sedimento de -
la dltima se resuspendis en solucién salina formalinizada, de =

manera de obtener una concentracifn de 1 milléSn de g&rmenes por

ml.

La suspensifn se conserv8 en refrigeracifn a 4°C.



Densidad del antfgeno

La densidad de la suspensién se determind fotomé&trica-
mente diluyendo la suspensifn concentrada y ajustada finalmen-—
te al 1:50 en solucifn salina formalinizada en un frasceo volu-—-
m&trico y midiendo la densidad Sptica a 420 nm. En un espectro-
fotBmetro se comparS contra un lote normalizado de un antfgeno
dilufdo de igual manera. Si la densidad del nuevo lote no es -
la prevista, debe reajustarse anadiendo m&s solucién salina for

malinizada o mis células.

Titulacidn del antigeno

Para determinar la concentracién del antfgeno gue se -
utilizarfa en este sistema, se probaron diferentes concentracio

nes del antfgeno: 106, 109, v 1012

c&lulas por ml., de egtis -
se usaron 20 ul por pozo. Cada una de ellas se probaron con el
suerc de un individuo sano y de un paciente con diagnSstico clf
nico y gerolégico de brucelosis, estos sueros dilufdes 1:50 y -

observados por Inmuncfluorescencia indirecta.

3. Purificacién de la Gamaglobulina con Sulfato de amonio

1. Se disclvieron 1000 g. de sulfato de amonic en 1000 ml. Ade agua
destilada a 50°C se dejé gque la solucisSn reposari toda la -
noche a temperatura ambiente y se ajusto el pH = 7.2 con --

una solucién amoniacal dilufda.



10.

11.

12.

13.

kamortiguada de fosfatos,

Se diluyS el suero 1:2 con solucidn salina y se adiciond --—

una solucidn de sulfato de amonio (prepérado en 1) a- tener

una concentracisn final de 45% (V=v).:

minutos a 4°C.
Se lavs el precipitado con 45% de sulfato de‘amohi 3
do y se centrifugo. 3

Se disolvié el precipitado en el mismoc volumen de solucién

de la misma manera gue el suero ——

- original.

Se centrifugd para remover algdn material insoluble.

Se precipitS la gamaglobulina usando una concentracidn fi~-
nal de 40% de sulfato de amonioc saturado.

Se resuspendid el precipitado y se lavé con 40% de sulfato
de amonio saturado.

Despu€s de la centrifugacifn se lavds el precipxtado y se di

80lviS en un volumen mInimo de solucién amortiguada de fos-

fatos.
Se dializ6 la gamaglobulina contra 5 cambios de solucién --
anmortiguada de fosfatos a 4°C.

Se preparé una dilucidn 1:20 de la gamaglobulina y se deter

min8 la absorbancia a 280 nm. usando UV espectrofotémetro.

Finalmente, se l1liofiliz& la gamaglobulina.



4. Determinacién de Protefinas (29).

M&todo de Lowry

Prepara

dar de albGmina de

mé&todo es el;éiguiénte:

0.4 ml.

Blanco:

0.4 ml. amdf#igua@o
Tris (Rg) vigie

Mezélar

Leer a ‘750 nm. en un espectrofotéme

s

Una vez determinada la pﬁreza fraéﬁidn gamaglobu

lina y conocida su concentrabidn,(is;slpg _Aﬂéé'procedid a pre

parar el inoculc para la inmunizacibg;’po;:lé ¢ual se ajusts la

concentraci6n de protefna a 200 ug/ml. qpﬁisdlucidn amortiguada

de boratos.



Preparaci®n de la antigamaglobulina humana

Los adyuvantes completo '(Acf) e ircdmpleto (AIF) de -

Freund se obtuvieron de los 1aboraﬁorios Difc

La antigamaglobulina humana de:'con
por inmunizacifin subcutfnea en conejos-Nuev

al siguiente protocolo:

Dia Inoculaci®n vehfculoc.

ml de ACF.

o Primera 0.5 :
0.5 ml de PBS, 7.

7 Descanso e m———

14 Segunda 0.5 ml de AIF+ ‘ T limg.
0.5 ml de PBS, 7.2 L e

21 Tercera 0.5 ml de AIF+ ST mg.
0.5 ml de PBS, 7.2 . i

28 Sangrado

El suero fue separado por centrifugacidn a- 2000 r.p-m.

Yy almacenado en alfcuotas a -20°C hasta su uso.

Separacifn de la Antigamaglobulina por DEAE-celulosa.

Se dializaron 60 ml de suero inmune durante un perfodo
de 24 horas contra 8 litros de solucién salina amortiguada con

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

determinar la cantidad de anticuerpos presentes.



icuosa muy’ espesa’ con

de celﬁibsa.j

zado a la suspensi&nfae@ié.gei

Se dejs reposar 1la mezclé»dﬁ:anp

libre el suero.

Se adicioné 100 ml. de soluciénnsaliﬁa'amérﬁiéuadabempleando

agitacifn constante.
Se filtro la mezcla en un embudo Buchner por succifn y se -~
recoge el filtrado que se etigueto como fraccidn I, estd so-

lucidn contiene la antigamaglobulina bastante puta.

La fracéidn II se obtuvo lavando la celulosa contenida en un
Buchner con 100 ml. de solucibn salina amortiguada.
Se mezcld la fraccién I y II y se redujd el volumen por perxr

vaporacifn a solo 35 ml.



Se dializd la antlgamaglobullna asf ¢cmo la mues tra de
”'mort;guada de

l0.
suero diallzado contra una;s 1uc16n sallna

boratos.

ro crudo dializa

da, para calcular &

Inmunoelectroforesis

El proced;mlento cons

de la p1 gammaglobuliﬁé

rética en medio de agarosa, !
e dlferentes lndmvzduos

purificada y suero total provenlent
después de la migracifn se coloca entre ambos pozos el

sanos;
Yy por difusién se forma;an.en la placa 1%

anticuerpo a probar,
neas o arcos visibles en las zonas donde se unen el antigeno y

el anticuerpo, de tal forma gque las fracciones se distinguen -

per su posicidn caracteristica.
de agdarosa en 100 ml de solucifn amoxrti-~

El m&todo es el siguiente:

1. Se disolvid 1 g.
guadora de Michaelis (RS), con ayuda de calor y se agregd

0.2 g de azida de sodio.

Se sellaron los portacbjetos aplicando la solucidn con un
Se -

pincel de tal manera que se forma una capa delgada.

dejo solidificar.
3. Se aplicaron 3 ml. de la misma sclucidén procurando que la
capa de gel quede lo mis uniforme posible.



4. Se dejo solidificar y se guardo en c&mara himeda, en re—-—

frigeracién media hora antes:de usarse.. -

dora’

coneccidn

8. Se efectuo el corrimien

por 15 minutos.

9. Al té&rmino del corrimiento, se cclocé,eh eliéé

cuerpo anti-gammaglobulina cobtenido y sé:mé{;pvo,l
nilla en c&imara himeda por espacio de 24 é'?é‘h

PO en el cual se completa la difusidn.

8. M&todo para preparar el conjugado FITC

1. Se dializ6 la fraccif6n antigammaglobulina de el antisuero
contra una solucidn amortiguada de Carbonato/Bicarbonato

pH = 9, 0.25 M usando una columna de Sephadex G-25.

2. Se Qetermind la concentracién de protefnas de la solucién

Yy se ajust8 a 20 mg/ml.
3. Se adicion$ 0.05 mg. de Isotiocianato de Fluorescefina por

mg. de protefina total.




4. Se mezcld toda la noche a 4°C. .

'Qfluoresgéin§,>el fluo

-por una. -

tiguada ge fosfatq$

Titulacidn del Conjugado’

reactivo desde 1:5 hasta‘l,_

tema ya establecido, y utiiizando sueros

dilufdo 1:100.

9. T&cnica de Inmunofluorescencia Indireecta (28)

l. Se marcS cada portaobjetos con 10 circulos, y se depositf —-
una gota de antfigeno en cada uno de ellos excepto en el del

suerxo testigo.

2. La gota de antigenc es fijada a la flama con alcohol etflico.

3. Despu&s se hacen diluciones del suero a estudiar desde 1:10

hasta 1:5120 en placas de microtitulacién incluyendo el
suero testigo negativo y el suero testigoe positivo.
4. Posteriormente, se coldca una gota de cada dilucisn del --

suero sobre cada circulo, incluyendo la del suero positivo

y la del guero negativo, salvo la del testigo del antigeno.



10.

1i0.

Se dejaron en contacto 30 minutos a 37°C en una atmSsfera

himeda para evitar la desecacidn.

En seguida se practicaron 2 lavados de 5. .min ﬁos

solucifn amortiguada de fosfatos.

Posteriormente, se depositd una gofa;d

humana conjugada a la fluoresceindidi;uida

tro de cada circulo.

Se deja nuevamente 30 minutos a 37°¢ éh‘pama:a htmeda

En seguida las placas son lavadas con soluciSn amortiguada

de fosfatos 2 veces durante 5 minuto.

Finalmente, las laminillas son montadas utilizando una  so-

Jucidn amortiguada de glicerina.

Titulacidn del suero

Una vez establecida la concentraci&n del antfgeno y -

la dilucisSn del conjugado a emplear, se realizé la titulacibn

del suero, utilizando para ello suero de un individuo sano y un

paciente con diagndstico clinico serol8gico de brucelosis de los

cuales se realizaron diluciones dobles, desde 1:10 hasta 1:5120.



IV. 'Resultados

Puesto que uno de 1los objetivos de la tesis fue la es-
tandarizacién del método de Inmunofluorescencia indirecta para
ser usado en el diagndstico de la brucelosis humana, el primer
egfuerzo se encamind a la preparacifn de los reactivos y al es-
tablecimiento de las condiciones Sptimas del mé&todo. Se deter-—
mind gue la concentracifn mas adecuada de cé&lulas, en la suspen
8i6n antigénica era de 109 bacterias/ml. El conjugado se traba
jo dilufdo 1:10 que fue la dilucibdn mixima a la gque se obtendria

fluorescencia homogénea y de buena intensidadg.

Todog los sueros fueron sometidos a las pruebas serold
gicas de rutina, recomendadas por el Comité& de expertos en bru-
celosis (30). Estas fueron aglutinacidén en tubo de Wright y --—
aglutinacidn en presencia de mercaptoetanol, en las cuales se —

emplean. suspensiones de B. abortus %99 s a 119-3) como antigeno.

Con la finalidad de facilitar el manejo de los pacien-—
tes y de sus sueros, se les clasific6 en base a 2 parSmetros; -
antaecedentes clfinicos y éxtulo de anticuerpos por el mé&todo de
-aglutinacidn de Wright, como se indico en Material y H&tqdoa.

/
Una vez e-tablecidas las condicione- de trabajo y los

grupos de individuos ‘en estudio, se realizd la prueba de Inmuno
fluorescencia indirecta. En general los resultados muestran --—

que en la mayorfa de los sueros estudiados se obtuvieron tftu--



los de anticuerpos mis elevados con Inmunofluorescencia indirec
ta gque con la de aglutinacidn, y la diferencia fue de 2 a 3 di-

luciones.

Por otro lado, se compararon a través de un estudio de
correlacifén los resultados obtenidos por el m&todo de Wriéht y
los de Inmunofluorescencia indirecta. En 1la gr&fic; sé‘ﬁggstra
la distribucidn de tfItulos obtenidos en ambas pruebés,gpééi,las
que se calculé el coeficiente de determinacifn (r =70;45):y la
digtribucién "T" de student encontrindose un vélor‘de°p:¥ 0.01.
En base a estos cflculos se concluy8§ que no habfa ninguna corre

lacidn entre los tftulos de ambos m&todos,.

Asf mismo se compararon los resultados obtenidos para
el conjugade IgG, con los obtenidos para la aglutinacién con --
mercaptoetanol. Obteni&éndose un coeficiente de determinacién -

{r = 0.47) y una distribucién de "T" student (p = menor de 0.01).

Por otro lado, se selecciono un grupo de paéientes, de
los cuales se tenfan como mninimo 2 muestras de sueros tomadas a
intervalos de 2 a 6 meses con la finalidad de déterminar la fre
cuencia de las diferentes clases de inmunoglobulinas en pacien-—
tes considerados sintom&ticos (activos) ¢ asintomfticos (no ac-
tivos), con el f£In de determinar si existla alguna correlacién,
eﬁtre 1a fespuesta inmune humoral (clases'de inmunoglobulinas)

Yy su diagn8stico clfnico.



Tabla T. El grupo control estuvo constituido de 40 muestras de

suero, procedentes de individuos3§§dcs} Se -les efectuaron las

pruebas diagn&sticas de,rﬁtiﬁa;a  "uélés‘resultaroh negati——
vas. Cuando se les déﬁét&ib’ or terpos especii
Anti-Brucella por IFI’
fueron negativas; Sf(lg

tftulos de 1:20.%

Total

. 8ueros’
40 . 32

Porcentaje 80%

El grupc de pacientes constitufdo por 160 mueétrés:de
suero, fué dividido en tres grupos como ya se indicé en 1a seg

cisn de Material y M&todos.

El primer grupc estuvo formado de 23 pacientes que re
sultaron negativos a la-prueba de AT. Encontrindose que 6 in-
dividuos dieron en IGI tftulo de 1:40, 4(1:80), 4(1:160),  -—-
7¢(1:320), 1(640), 1(1280).



EI.

G;afica 1

Distribu-

cibén y fre
cuencia de
tfitulos --
presenta--

dos en el

grupo 1 de
pacientes.




TABLA TII. SUEROS DE PACIENTES CON AT NEGATIVA

1.

.

31

4

5.

62

7.

8.

9' e B Vo
10. T 1.80
11. o f:iéb
12. L 1:160
13. 1:160
l4. 1:160
1s. 1:320
16. 1:320
17. 1:320
1is. 1:320
19. 1:320
20. 1:320
21. 1:320
22. 1:640

23. 1:1280



El segundo grupo estuvo formado de 68 pac1entes con an

tecedentes clInicos sugestivos de brucelosxs quE»presentaron un

les obten

Grafica II

Distribu--
eisn yffrg
cuencia'de.
tftulos =-~-
presénté*e
dos en el

grupo 2 de
pacientes.




TABLA TIII. SUEROS DE PACIENTES CON AT 1:80

IFI IGM

1. 1:10

2, 1:10

3. 1:10

4. 1:20 TIZo

5. 1:20 1:40

6. 1:20

7. 1l:20

8. 1:40 I:Z0

9. 1:40 1:=:40
10. 1:8B0 l:20
11. 1:80 1:40

12. 1:80
13, 1:80 I:80
1l4. 1:80 1:20
15. 1:80 1:80
16, 1: 80 1:80
17. 1:80
18. 1:80 Iz20
19. 1:160 1l:40
20, l:160 1:10
21. 1:160 1220
22, 1:160 1:160
23, 1:160 1:40
24, 1:160 1l:80 1:40 1: 40 59. 1:320 1:20 11:80
25, 1:160 1l:20 1:80 60. 1:320 1:80 IzZo
26. 1:160 1l:20 1:80 =10 6l. l:=640 l:160 1:40
27. 1:160 1:80 1l:40 62, 1:640 1:160
28. 1:160 1:80 I:=20 63. 1l:640 I:T60 1:10 I:z40
29, 1:160 TY:B0 1:20 64. 1l:640 1l:160 1l:10 1:40
30. 1:160 1:80 l1:20 65. l=640 1:160 1:40 1:40
31l1. 1:160 1:80 l:40 66. l:640 1l:40 1:80 1:40
32. 1:160 1l:40 1:80 67. l1:640 1:40 1:80 1:40
33, 1:160 1:80 l:20 68. 1:1280 1:40 1:320 1:40
34. 1:160 1:80 1:20 69.

35. 1:160 1:40 1:80



El tercer grupo estuvo formado por 68 pacientes con -=
diagn@stico clinico de brucelosis con sueros de un titulo mayor

de 1:160 por aglutinacifn en tubo.

Tabla IV.

Gr&fica III

Distribucidn
y frecuencia
de tfitulos -
presentados

en el grupo

3 de pacien-
tes.




1:320
1:320
1:320
1:320C
1:320
1:320
1:320
1:640
1l:640
1:640
1:640
1:640
1:640
1:640
1:640
1:640 H

1:640 Iz 40 1:80
1:640 1:40 l1:160
1:640 1:40 1l:160

TABLA IV. SUEROS DE PACIENTES CON AT == 1:160

1:640 1:80

1:640 1l:320

1:640 T:do 1l:320

1:640 1:20 12160 5 1:640
1:640 1:20 1:160 1:10 58. 1:2560 1:20

1:640 1:80 1:40 1:40 59. 1:2560 1:320
1:640 1:80 1l:40 60. 1:2560

1:640 1:80 1:80 61. 1:2560 T:320
1:640 1:20 1:320 T: 4o 62. 1:2560 1:320
1:640 1:320 1:40 63. 1:2560 1:640
1:640 T:20 1:160 1:20 64. 1:2560 1:20

1:640 1:40 1:320 1:20 65. 1:2560 1:640 H
1:640 1:160 1:80 66. 1:2560 1:80 1:320
1:1280 1:320 - T: 30 67. 1:2560 1:12801:80

1:1280T:20 1:320 1:80 68. 1:5120 1:20 1:1280



Tabla V. Para dQeterminar la especificidad de la prueba se traba
j& con 39 sueros que resultaron positives a pruebas febriles para

Salmonella con tiltulo mayor o iéual'a 1280.

Tifico "0O"

Tifico "H"

Paratifi "A%™

Paratifi "B*

Total




Tabla VI. Tambi&én se realiz8 una prueba empleandd Yersinia en=

terocolitica 0:9 y Salmonella typhi como antfigenos y sueros‘ posi'

tivos a Brucella con tftulos mayores de 1:160 en aglutinac

tube. Se trabajaron 10 sueros para cada género.

Yersinia Salmonella typhi
enterocolitica: 09 . .

IFI IGG IFI .

1. 1:80 1:20
2. 1:20 .
3. 1:20 - 264
4. 1:20 1:1280
5. 1:20 " 1:640
6. 1:20 1:2560
7. 1:40 = . . 1:320
8. 1:40 ;;_; . 1:640
9. l:=40 l=10 — 1:640
il0. 1:20 S R 1=128.0



Gr&fica.

Estudio comparativo de las pruebas de Inmung
fluorescencia indirecta Y aglutinacisn.




Grafica 6. Estudio comparat:.vo de la ‘prueba ‘de Inr'L.no
(conjugaao Igc) Y
ptoetanol.
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Tabla VII. Correlacifn entre IFI (conjugado estdandar) y el
d;agndstico clinico :




Tabla VIII. Correlacibn entre IFT (conjugado IgG) ¥ el
diagnéstico clinico B

/11280

-

3.4 1:2560




Tabla IX. Correlacidn entre IFI (conjugado IgM) y el
diagn6stico-clin ico - o




Tabla X. Correlacién entre IFI (Conjugado IgA) y el
d:.agndstico clin:.co
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Grafica 7. Correlaci®fn entre IFT (conjugado estan
dar) y el diagnéstico clfnico.

=T

Grafica 8. Correlacifn entre IFI (conjugado IgG)
Y el diagnSstico clfinico.
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Grafica 8. Correlacién entre IFY (conjugadcoc IgM}
¥ el diagnSstice clinico.

Grifica 10. Correlacidn entre IFI (conjugado IgAa)
v el diagnSstico clinico.




Figura 1. Fotograffa por Inmunofluorescencia in-

directa de un suero centrol positivo.

Figura IT. Fotograffa por Inmunofluorescencia in-—
directa de un suero control negativo.




Figura 1. Fotograffa por Inmunofluorescencia in-

directa de un suero control positivo.

Figura 1II. Fotograffa por Inmunofluorescencia in-
directa de un suero control negativo.




v. Discusién

La brucelosis es una enfermedad infecciosa transm;tlda

de animales al hombre gue mayor impacto econSmico ha cobrado y

un mayor riesgo a la salud humana (31).-

En el hombre, el aislamiento del agente etdi

la prueba gue garantiza el diagnSstico de bruCEIGSis

© no siempre resulta positiva, hay qgque recurrir a lo

indirectos basados en la demostracidn de ant;cuerpos especifl—-

cos frente a antigeno de Brucella (32).

Sin embargo, con el incremento del uso de antibisSticos
indiscriminadamente antes de obtener una muestra para cultivo,y al
" hecho de que la brucelosis tiende frecuentemente a la cronici--

dad, han colaborade a aumentar la prevalencia de la enfermedad

(33).

Por otro lado, de acuerdo con los criterios expuestos
por la OMS el diagnSstico de la brucelosis humana se basa en da
tos epidemiolSgicos, en la obsexrvacién clfnica y en los ex3me-—-—
nes de laboratorio. Cuando el diagnéstico de laboratorio falla
en apoyar la opinidn clfinica debido al gran polimorfismo que --
pPresente esta afeccifn el diagnéstico definitivo se dificulta -

por la falta en la elaboraci®n de un diagn8stico certero (23).

La existencia de un gran ndmero de pruebas seroldgicas

Y variantes que han sido empleadas para el diagnéstico de bruce



losis y la falta de un acuerdo general respecto al método de =

eleccibén da como resultado una diffcil ‘interpretacidn (22)..

reciente {(34).

método de Inmunofluorescencia indirecta en'dife

de individuos con cuadro clinico sugerente de :bru

Se selecciond B. melitensis como antigené:en
gue los biotipos de Brucella gue se encuentran cohimgy
‘"lencia en la zona metropolitana (B. melitensis bioﬁiﬁoii,
B. abortus biotipo 4) tienen como antfigeno dominanteVAl‘églutéd
nédgeno de tipo M (36). .El empleo de las pruebas convencionales
de aglutinacién sirvié cémo una referencia y como un eriterio

para la clasificaci6n de los pacientes.

P
De esta manera, se tuvo un grupe de pacientes sin ni-

veles detectables de anticuerpos, s8lc con antecedentes clini-



cos; otro grupo con niveles no considerados como diagndstico y
un tercer grupo de pacientes con titulo de anticuerpos signifi

cativamente elevados.

Adem&s se incluy6 en el estudio, un grupo control, =--
constitufdo por 20 individuos (tabla 1) sanos de loé cuales el
80% resultd negativeo en todas las pruebas efectuadas; él 20% -
restante resultd positiva a la prueba de Inmuncofluorescencia —-
indirecta, con un titulo mayor de l:20. Sin embargo,rdespués
de analizar los resultados obteniddsLénregte ﬁfagajo se'detefmi
né que se considerarfa a partir de ﬁn/titﬁ}o'de lgéoicbmo suero

positivo.

El primer grupo de individuog,;con diagnéstico clinico
sugestivo y serologfa negativa {(tabla II) mostrS resultados muy
hetercg&éneos, ya gue se obtuvieron titulos desde 1:40 hasta —-
1:1280 y todo tipo de combinaciones con respecto a las clases
de inmunoglobulinas individuales. Es importante hacer notar en
este punto que este grupo de pacientes solo contaban con el —---
diagnSstico cllnico; va gue ningtin dato de las demds pruebas de
laboratorio efectuadas fue dtil para clasificarlos como pacien-

tes brucelosos.

Es importante sefialar gue la positividad de los sueros
encontrados en este grupo con titulos mayores o iguales a 1:80

no es debida a la presencia de reacciones cruzadas. Como se

pudo demostrar por los resultados obtenidos con sueros positivos



para Salmonella (tabla V). AquI se encontro que solo 16 ‘sSueros

e descarta la

presentaron un titulo m&ximo de 1 40, por ‘1o que

real de esta bacteria, por lo gue no se deséart

" portancia.

Al analizar este primer grupo de 1nd;v1dues (tabla II)

se observa gque 12/17 (70%) presentaron antlcueroos de tlpo Iga

y 17/17 (1l00%) presentaron anticuerpos de tipo IgG. Este hecho

es de suma importancia ya que muchos autores (13) han reportado

gue los anticuerpos no aglutinantes o incompletos pertenecen a
la clase IgG e IgA por lo cual s6lo se podran poner de manifies

to por la reaccidn de Coons © por algln otro método come la In-

munofluorescencia indirecta. Por lo anterior se resalta la im

portancia de este mé&todo propuesto gue ofrece la posibilidad de

iatectar a estos individuos gue por la metodologfa habitual pa-



sarfan inadvertidos:
Adem&s de la dlflcultad en. la 1nterpretac16n de los

laffrecuente presenc;a del fenomeno de . pro-

resultados debldo a;

(40) lnvestzgar

humana y que es;

a la de los ahticuerpos

Por otro lado 1 ] =
que es la respcnsable mayorndeilas

tan anticuerpos ae tipo'IgM,
reacciones de'aglutinaciSn. Algunos autores (41) han postulado

gque la presenc1a de anticuerpos de tipo IgM sugiere una brucelo
sis aguda en las fases tempranas de la enfermedad y que la pre-—

sencia de anticuerpos de tipo IgG estaban asociadas a un estado

cr8nico de la enfermedad. En base a nuestros resultados no fue
posible hacer una correlacidén similar, ya gue los pacientes es-—

tudiados en este trabajo, fueron muestreados una vez y es nece-
sario un seguimiento para observar la evolucidn de la enferme--
dad para saber si este pardmetro de inmunidad humoral in vitro
tiene alguna relacién con un estado agudo, subagudo o crénico -
de la enfefmedad, basado en la proporcifn relativa de las inmu-—

moglobulinas individuales (42).

Ademfs es interesante saber si despu&s de una terapia



adecuada y una cura aparente de uvna infeccidn aguda,

los anti—-

cuerpos de tipo IgG que; son. los responsables de una 1nfecc16n -

una alternativa aceptable,

acertado (44) .

Por lo general,

pero-éﬁandofeStds

se observan titulos de anticuerpbs-

tipo IgM aumentados posiblemente por contactos recientes con

guna cepa de B. melitensis gue por
pueden ser detectados debido a qgque
estas pruebas es un antigeno de B.
ta una proporcidn muy limitada del
la sensibilidad que la metodologia

la posibilidad de detectarlos.

Ademss,

m&todos convencionales no

el antfgeno gue se emplea

en

abortus biotipo 1 gue . presen

aglutinSgeno M por lo tanto

habitual ofrece no perﬁitir&

existe otro grupo de individuos gue presentan



preferentemente anticuerpos de la clase IgG e IgA, 135‘cuales

como ya se menciond anterlormente no son antzcuerpos,aglut;nan—
tes y no podrin ser determlnados por: las pr ‘cbnven 1onales.

Estos anticuerpos llamados ancmpletos ‘o-blogueadores

totalidad de los enfermos.

Como se muestra en los resultados,-se hizo un estudio

comparativo de las pruebas diagnésﬁicas de aglutinacidn de

Wright e Inmunofluorescencia indirecta (conjugado est&ndar) en—-
contrindose un coeficiente de correlacidn (r = 0.45; p 0.01) ¥

aglutinacidn con Z-mercaptoetanol con el conjugado IgG con un --—
coeficiente de correlacidn (r = 0.47; P 0.01) revelando en am-
bos casos gue existe una pobre correlacidn al probar los sueros

por aglutinacién y por Inmunofluorescencia indirecta.

Los casos donde se observan los titulos mas altos es

la t&cnica de Inmunofluorescencia indirecta debide a la mayor



ente

ja, esto debido prlnc1pa
estos antlcuerpos med’d
los pacientes y su relac on“co

pueda dar a astasgevalua_;ones

prondstico.



VI.

CONCLUSIONES

Es posible gue exista una correla

tudiada y el cuadro clinico, sin embargb, para verlflcario

es hecesario un seguimiento 11neal de los pac;entes en bus—

ca ¥y la evolucidn del cuadro clinico.



vII. Apé&ndice

Ry

R, Splu;iéﬁ saturada.d
100g de (NH4)2‘594”gw’ L
con agitacién‘a 50°C,*hésta

disuelva, posteriormente se

Solucidn Amortiguada'de'agratos

amortiguador de boratoéﬁpH»
scido bérico L
Na,B40,. 10 H, (bé??*{f

HZO

_PH B:0

R4 Amortiguador Tris gCL;6104}M_ F

solucisn concentrada AL’ ﬁiéélvef*24.2c fﬁidrg-
ximetil amino metano) 0.2 M e o
solucidn concentrada B. Acido clorﬁiaricqu‘Z:M :
mezclar S0 ml de la solucifn A con éd;sfmifde, éélucidn

B v se afera a 200 ml.



0.05 M

Reactivo A; soluci e 5

Reactivo B:‘$61uci§nial 0.5% de’cuso

Reactivo de Folin

Folin Ciocalteu Phenolreagenz.
ra:2 N. en

En el m&todo de Lowry se ehple

ye -volumen' a

la presentacidn comercial, por lo

volumen con agua detilada:

Glicerina
HidrSxido de sodio
Cloruro de sodio
Azida de sodio
Disolver en 500 ml. de agua destilada y ajustar a pH = 8.2

llevarlo a un volumen de 1000 ml.



R, ' Solucién Amortiguada de Dietilbarbiturate-Acetato

pH ~ 8.2 ‘M'Rugrié*i§h1§afbfd5
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6.
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