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" LA HEMAGLUTINACION INDIRECTA APLICADA
AL DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOS!S
HUMANA



INTRODUCCION

La brucelosis es una antropozoonosis de distribucion mundial que
afecta principalmente a los palses con ganado caprino y/o bovino. Es una
enfermedad infecciosa causada por bacterias del género Brucella, dentro de
éste, se consideran tres especies como patdgenas para los animales y el
hombre: B. abortus con 9 biotipos, B. melitensis con 3 biotiposy B. suis con
cuatro; sin embargo, se conocen otras tres especies: B. neotomae, B. ovisy B.
canis (10,20,25,32).

EnMéxico, el 907 de los casos tienen su origen en 10s caprinos, stendo
B. melitensis el agente causal mas importante de ia brucelosis humana en
nuestro péis, No obstante, se ha comunicadoe e! aislamiento de cuatro de las
especies de Brucella: B. melitensis que es la especie mas patégena para el
hombre y cuyos hospederas animales son cabras y borregos, 8. abortus, menos
patdgena, infecta principaimente bovinos, B. suis comparable a 8. melitensis
en cuanto a su virulencta, se encuentra en cerdos, y B. canis en perros (10,

- 23,32,33,39).

Se transmite de los hospederos animales al hombre mediante ingestién
de productos procedentes de dichas animales como leche y sus derivados no
pasteurizados; por contacto con animates enfermos o sus tejidos tales como
sangre, placenta, fetos abortadosy ortna Tambiénse hareportado transmision
mediante transfusién de sangre de Individuos enfermos, por inoculacion
accidental enel laboratorioy por inhalacién a través de las mucosas (6,20,25,
32).

El periodo de incubacién es de dos a trjes semanas, aunque pueden
observarse periodos mas larges, hasta de tres a cuatro meses (25,35). La
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brucelosis presenta sintomas agudos como fatiga, escalofrios, dolor de
cabeza y sudoraciones nocturnas, que se presentan durante un tiempo que
dependera de las condiciones del individuo, asicomo de lavirulenciade lacepa
£stos casos de brucelosis que se podrian cataiegar como tipices, son faciles
de identificar; sin embargo, la enfermedad puede presentarse en otras dos
formas: la subclinica, en 1a cual los sintomas son Inexistentes o rhuy leves
y puede cursar en forma inaparente; en algunos pocos casos se resuelve en
forma favorable stn ningun tratamiento, pero en la gran mayoria no sucede asi
ysedesarrollalaotraformaque espersistenteyqueeslacronica Estaditima,
también puede ser el resultado de una brucelosts aguda tratada en forma
tnadecuada

En vista de que la brucelosis puede simular una gran variedad de
enfermedades, el diagndstico ciinfco sélo podra confirmarse con pruebas de
lanoratorio, principaimente en aquellos casos en que se sospechen formas
crénicas o subclinicas de ta enfermedad (32,35).

Se realizan pruebas seroldgicas para determinar 1a presencia de
anticuerpos especificos en el suero y para observar el incremento del titulo
en 13 brucelosis aguda.

Se usan en general cuatro pruebas para cubrir 1as posibilidades de una
enfermedad aguda o crénica, las cuales son: aglutinacidn enplaca conantigeno
tefiido con rosa de bengala, aglutinacion estandar en tube, agiutinacion en tubo
con 2-mercaptoetanol y 12 prueba de Coombs; el comportamiento de éstas es
diferente en 10s casos de brucelosis aguda o crénica, y los resultados no son
siempre faclles de interpretar, debido a que ninguna es especifica y se
requiere realizar por lo menos dos de ellas para establecer un diagnéstico
(19,35).



Durante el curso de 12 infeccidn se producen anticuerpos de las clases
IgM, 1gG e 1gA. Las aglutininas contra Brucelia aparecen 2l Tinal de laprimera
semana y alcanzan sumaximo entre la segunday la cuarta. Estas aglutininas
corresponden a3 igG e IgM. Los anticuerpos 1gG practicamente desaparecen
después de los se1s meses de evolucidn del padecimiento, persistiendo los IgM
(7,22,23,32).

Lo anterlor ha conducido al desarrolio de metodologia gque eiimine los
inconvenientes mencionados y para ello se han empleado otros métodos como:
inmunodifusiéndoble, inmunoelectroforesis (46), contrainmunoelectroforesis
y recientemente otros métodos de mayor sensibilidad como el
radiotnmunoanalisis (27) y el analisis inmunoenzimatico (5,7,22,29,39,47).

En el presente trabajo se realizara la estandarizacion de la técnica de
hemaglutacién indirecta, 1a cual es sensible y facil de realizar por 1o que su
empleo se ha difundido ampliamente para el diagndéstico de un gran nimero de
enfermedades, yaque se utilizaracomparandotacon las técnicasde aglutinacion
enplaca con antigeno tefifdo con rosa de bengala y microaglutinacién en placa
para la cuantificacién de anticuerpos presentes, aun en cantidades muy
pequeias



OBJETIVOS

Estandarizar la técnica de hemaglutinacion indirecta como una prueba
mas en el diagnostico de la brucelosis humana.

Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos, a
través de tablas de contingencia.

Determinar la reproducibilidad de la técnica de hemaglutinacién
indirecta en el diagnéstico de 1a brucelosis humana.



CAPITULO !
GENERALIDADES
A ANTECEDENTES
™Mundiales

Durante 1a Guerra de Crimea (1854-1856) se observaron numerosos
casos de flebres prolongadas y ondulantes que no se podian comparar a las
enfermedades conocidas hasta entonces, por lo que se sospeché que se trataba
de una nueva enfermedad. Algunos autores consideran que la brucelosié erauna
enfermedad conoclida desde Hipécrates (400 A.C.), pero sus primeras
descripciones 1as realiza Cleghorn en 1751 (44).

En 1863, J.A. Marston presenté una descripcién detallada de 1a
enfermedad tal como ocurria enMalta, por 13 observacion de diversos sujetos
e incluso en &l mismo, al realizar una expedicién como cirujano de! Ejército
Britanico a esta Isla; desde entonces se le considera como padecimiento
endémico de los pafses del Mediterraneo, recibiendo los nombres de Fiebre de
Maita, Fiebre del Medlterraneo o Fiebre Ondulante (10,20,44).

D. Bruce en 1887, descubri6 al agente causal de labrucelosis en el bazo
de personas muertas a causa de esta enfermedad, dandole el nombre de
Micrococeus melitensis (10,20,23,44).

-MJ. Huges, en 1897, realizé una monografia que se considera comouna
‘contribuctén importante sobre 1a materia (10).



E. wWrighty D. Semple, en 1897, desarrollaron un método de diagndstico
‘basado en la propiedad aglutinante del suero de enfermos sobre cultivos de
M. melitensis (20,44).

El Dr. D.T. Zammit, encontré aglutininas en el suero y en 1a leche de
cabras. Determind gue éstas eran la ruente de infeccion, que se Itevabaacabo
" através de los productos lacteos no pasteurtzados.

El Dr. Horrocks continué 1a investigaciény descubrid la presencia de
M. melitensis en leche y orina de cabras infectadas (20,44).

Los Drs. Bangy Stribolt en 1897 en Dinamarca, llevaron a cabo estudios
sobre la etlologia del aborto contagioso de bovinos, el agente causal de esta
infeccién se 11amo Bacilo de Bang, y asi se le conocié durante mas de 20 anos
(20,23,44).

Fué hasta 1918, que Alice Evans demostré 1a estrecha relacién entre
estos dos microorganismos (M. melitensis y Bacilo de Bang) al observar que
sumorfologiabacteriana, suscultivosypropiedades seroldgicas eransimilares
y en base a esto surgio ta poslbtlidad de que 12 leche contaminada de cabras y
vacas pudiera originar 1a enfermedad en el hombre, como efectivamente se
pudo comprobar 3ilos después (20,44).

En 1920, Meyer y Shaw, en base a 1a similitud de los caracteres
morfolégicos y bioquimicos de tos agentes etioldgicos de laFiebre de Maltay
del aborto infeccioso en vacas, establecen €1 género Bru}:ella en homenaje a
David Bruce, denominandose a la especle presente en cabras como Brucella
melitensis y Brucella abortus a la presente en vacas (44). '



. Un tercer miembro del género Brucella, fué aisiado por Traum a partir’
de fetos de cerdos infectados, dandole el nombre de 8rucella suis (20,23,44)

En 1953, Buddle y Boyer aislaronaBrucella ovis apartir de enfermedades
genitales en borregos. Asimismo, en 1957 Lackman y Stoener aislaron a otro
miembro del género Brucella a partir de ratas del desierto en Utah, dandole
el nombre de Brucella neotomae (44).

El aitimo miembro det género Brucella fué aislado por Carmichel y
Bruner, de fetos de perros infectados, al que se le di6 el nombre de Brucella
canis (10).

Nacionales

En México se tenia noticia que desde el siglo pasado la enfermedad
estabadiseminadaporvartos Estados, el primer aislamiento del agente causal
1o logré Placeres en 1921, en Puebla.

Los primeros reportes formales acerca de la incidencia de ia infeccion
humana aparecieron a finales de 10s afi0s treinta, ya que se habta incluido 2 la
brucelosis en la lista de padecimientos transmisibles de aviso obligatorio.
Con esto, se Intensificé el estudio de 1a brucelos!s en todo el territorio
nacfonal.

. El investigador mexicano Maximiltano Ruiz Castafieda, promovié
reuniones naclonales e internacionales (en 1939, el Primer Congreso Nacional
deFiebredeMaltayen 1946 1aPrimera Reunlbn Intera.mertcana de Brucelosis),
para el analisis y estudio de esta enfermedad. Aporto elementos primordiales



para el alslamiento, diagndstico y tratamteﬁto de la brucelosis humana.
Fundo el orimer laboratorto de estudio e investigacion de este padecimiento,
considerado por 1a Organizacion Mundial de 1a Salud, por muchos afos, como
Laboratorio de Referencia (36).

[.2-  BREVE DESCRIPCION DEL GENERO BRUCELLA Y DE SUS ESPECIES

Losmiembrosdel género Brucella sonparasitosobligados, intracelulares
y Ltenen laceapactaad de invadir 1os te fidos antmales. Causan aborto contagioso
en cabras, vacas y cerdos; en el hombre pueden producir infeccion sistémica
¢ localizada en huesos, tejidos y algunos érganos, y son un gran riesgo para
veterinartos, trabajadores de laboratorio y rastros (23)

£ste microorganismo se puede aislar de productos lacteos no
pasteurizados, de muestras clinicas y de animales infectados.

Comosemencionéanteriormente, se conocen seisespecies: 8. melitensis,
B. abortus, B. suls, B. canis (que infectan al hombre), B. ovis y B. neotomae.

Variaciones en su comportamiento permiten clasificarlas en
ciovariedades, de las cuales sélo se conocen 16 en 12 actualfdad (20,32,33).

La identificacién de 1as especles y biovariedades del género Brucella,
sebasaen lacombinacionde los resultados de produccién de 3cfdo sulrhidrico,
ureasa, catalasa y oxidasa, requerimiento de biéxido de carbono, crecimento’
en presencia de colorantes (tionina y fucsina), aglutinacion con sueros
monovalentes y 1isis con diferentes fagos (33). '



"1.2.1. TAXONOMIA

Parte 7 de Bergey (43)

Bacilos y Cocos aerobios Gram (=)
orden: Eubacteriales

Familta: Parvobacterfaceae

Tribu: Brucellaceae

Género: Brucella

Especies: Brucella melitensis (3 biotipos)
Brucella abortus (9 biotipos)

Brucella suis (4 biotipos) -

Brucella canis

Brucella ovis

Brucella neotomae



1.2,2. MORFOLOGIA
Microscopica

Las brucetas son cocobacilos Gram negati\)os que miden de longitud 0.6
a15por05S a0.8micras de ancho, se presentan aisladas, unidas en parejas
o ocasionalmente en cadenas cortas, (de 4 a 6 miembros especiaimente en”

mecios tiquidos) (2,23,32,33).

Sonaerobios, inméviies, noesporulados, nopresentanpill, sonparasitos
intracelulares obligados. Aunque no poseen capsula evidente, se hanreportado
esiructuras semejantes a una capsula en preparactones tratadas con sueros
a2ntiespecie o en las variantes lisas y mucoides (20,23,30,32,33).

In vivo se observa la forma cocoide en pequenos racimos dentrd det
citoplasma de las células infectadas. /n vitro las células tefldas por Gram se
observan como bacilos pleomoérficos, que escasamente captan el colorante de
contraste, por lo que se aplica durante un tiempo mayor. No son acido-alcohol
resistentes, retienen ciertacantidad de fucsinabasica enpresencia de acidos
0 alcalts diturdos (2,36).

Colonial

El crecimiento sobre l1a superficie del agar aparece después de 2 dlas
de incubaciény las colonias llegan a medir de 2 @ 3 mm a los 4 dias (34).

Las cepas lisas (S) producen colonias circulares, convexas, con bordes
regulares, transparentes y con coloracién ambar que a 1a luz reflejada son
britlantes.
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L.as cepas rugosas (R) producen colontas semejantes en tamano y forma
pero varfan considerablemente en color, consistencia y textura; son menos
transparentes con superficte granuiar y color que va del blanco mate al
amarillo 0 amarillo café.

Las colonias lisas son suaves, se emulsifican facilmente y forman
suspensiones estables en solucién saitna, mientras que las rugosas son
frecuentemente viscosas, dificiles de desprender del agar, no forman
suspensiones homogéneas en solucion salinay producen agregados granulares
o filamentosos. Las colonias mucoides (M) son similares a las R en color v
opacidad pero presentan textura mucoide (2,35).

Las colonias no son hemoliticas ni pigmentadas. Para su crecimientc
prefieren una presion parcial de oxigeno o ligeramente reducida con 10% de
€0, (23,33).

En gelosa sangre se observa 1a misma morfologia colonial que en agar
soya tripticasa(T.5.A.)y ausencia de hemélis1s, 1as cepas que crecen enMac-
Conkey no fermentan la lactosa, ademas de observar lamorfologia colonialen
T.S.A. esposible determinar en este medio {a produccion de catalasay oxidasa.
Las brucelas producen ambas (2)

Requerimientos Nutricionales

Las brucelas estadn adaptadas a un habitat intracelular y sus
requerimientos nutritivos son complejos. Algunas cepas s¢ han cultivado en
medios sintéticos compuestos de 18 aminoacidos, vitaminas, salesy glucosa
(30). ’



Crecen pobremente en los medios peptonados, 1o hacen mejor en los
que contienen triptosa o tripticasa soya, o tripticasa con suero (1 2 SR). Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y su pH 6ptimo es de 6.6 a 7.4
(23,33).

Las brucelas utiiizan diversos carbohidratos, pero no producen zcido ni
ges en cantidades suficlentes como para aprovechar esta prueba en su
clasificacion

Muchas cepas producen acido sulfhidrico, 1os nitratos los reducen a
‘ratritos excepto B. ovis, hidrolizan la urea, no utilizan el citrato ni producen
1ngol

Requieren para su crecimiento tiamina, niacina y bfotina y algunas
cepas, ademas, necesitan suero en el medio para crecer (2,30,32,33).

1.2.3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
Alstamiento

El diagnostico definitivo de la brucelosis requiere del aislamiento del
microorganismo; aunque no siempre s posible, ya que la brucelosis humana
tiene un periodo de incubaciénvariable, el inicio de 1a enfermedad es Insidioso
y no hay signos que orienten hacia la sospecha de este padecimiento

Por 1o generai, todos ios casos de brucelosis confirmados se basan en
pruebas de laboratorio. Aunque el diagnéstico por cultivo.es el Ideal, muchas
veces puede dar negativo, por lo que el método mas adecuado consiste en
realtzar pruebas serolégicas (8,33).



En el periodo febril encontramos alabrucela en circutacion, no es facil
de recuperar ya que sus requerimientos nutrictonales son comple)os y se
encuentra en pequefio nimero, debido a su tendencia intraceiular

Existen medios de cultivo enriquecidos que facilitan el aislamiento,
por lo que se resuelve el problemade recuperar al microorganismo. El segundo
problema se resuelve cultivando grandes cantidades de sangre, en proporcién
de 'S a 1:10 sangre:caldo, o realizar cultivos seriados por varios dias. La
sangre s la muestra mas empleada para la bUsqueda de brucelas, cuando se
obtiene en lafase septisémica(fase aguda), pero ird perdiendo valor 2 medida
que avance laenfermedad, yaque interfierenlosprocesos naturaies de defensa
o el tratamiento con antlbiotléos, que provocan la disminucion del contenido
bacteriano en la sangre de estos pacientes (23) '

Otros productos donde puede aislarse Brucella es el cultivo de médula
dsea, ganglios linfaticos, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, liquido
pleural, 1{quido pericardico, abscesos de te jidos blandos, otros tejidos como
hueso y pulmén o tejidos que contengan lesiones granulomatosas como el
higado (20,23,32).

Eil medio de cultivo més recomendado es el bifasico de Ruiz Castaieda,
el cual tiene polianeto! sulfonato como anticoagulante y que ademas inactiva
alggnos antibidticos. También pueden emplearse medios liquidos que deben
subcultivarse periédicamente en medios solldos (2,20,33).

Cuando son hemocultivosdepaclentes tratados conantimicrobianos, se
recomienda emplear medios enriquecidos para el primoaisiamiento, tales
como Gelosa chocolate, Bordet Gengou, Gelosa sangre, etc.



Para la recuperacién de formas L en brucelos!s humana, se deben
emplear medios con altas concentraciones de suero (20%), tioglicolato o un
estabitizador osmoético.

Stlasmuestrasacuitivar procedende productos lacteos nopasteurizados
y que se sospeche de gran contaminacioén, se recomienda el uso de medics
selectivos como el disefiado por Farell (36).

Caracteristicas de Cultivo

Las muestras para el primoaisiamiento deben sembrarse en un medio
bifasico (Ruiz Castafieda modificado) a partir del cual periddicamente se
hacen resiembras por duplicado en medios enriquecidos.

El desarrollopositivopara Brucella ocurre entre iasegunda y tercera
semanas, aunque el cultivo debe mantenerse en Incubacidn durante seis
semanas antes de descartarlo como negativo.

Los medios enriquecidos que se emplean en las resiembras pueden ser:
agar Eugdn, agar chocolate, agar sangre, agar Brucella, tamblén se resiembran
en agar soya tripticasa mas suero negative (que no contenga anticuerpos
antibrucela) al 5% y agar Mac-Conkey.

Estas placas se siembran por duplicado y se incuban un2 serie en
atmosfera parcial de CO, (5 al 10 %) ybla otra en aerobiosis, durante un
periodo de siete dfas minimo, a 37°C. El desarrollo bacterfano se presenta
entre el tercer y cuarto dias. Una vez aobtenidas las colonias caracteristicas
se procede a la observacién microscopica
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identificacion

A partir del aislamiento que se obtuvo de 1os medios enriquectcos, se
procede a la siembra por duplicado de tubos inclinados con medio de agar soya
tripticasa con suero, Incubando un tubo en atmésfera parciat de CO, y el otro
en aerobiosis a J37°C durante 48 horas, se efectia la prueba anterior
inmediatamente después del primoaislamiento, antes de que se desarrollen
mutantes independientes de CO, y previo al desarrollo de otras pruebas
bioauim:cas para evitar resultados negativos faisos; esto se realiza para
determinar si &) microorganismo requiere de CO, para su crecimiento,

A partir del crecimiento bacteriano obtenido se hace una suspensién en
caldosoyatripticasao caldobrucela, aunaconcentracion de aproximadamente
107 bacterias por milititro (tubo 4 de 1a curva nefelométrica de Mac Farland).
De esta suspensién se hacen todas las pruebas de identificactén que son
(2,33,36).

Medio ce Kligler
Paraver la incapacidad de fermentacion de azicares (glucosay lactosa)
observando la ausencia de acido y gas.

Urea de Christensen .
Se mide el tiempo que tarda envirar el medio, debido a la produccién de
ureasa.

Medlo de SIM
Se observa la inmovilidad de 1as brucelas, y 1a ausencia de produccion
de indol.



Citrato de Simmons

Observar 1ano utilizacion del citrato como fuente de carbono (éste se
debe de sembrar primero ya que ¢l arrastre de glucosa proveniente de otros
tubos puede dar lugar a reacciones falsas positivas).

Produccién de actdo sulfhidrico

Para observar la produccion de dcido sulfhidrico, se coloca enun tubo
con agar soya tripticasapapel filtro impregnado con acetato de plomo como
indicador.

Crecimiento en presencia de colorantes

Lasespeclesde Brucella muestransensibilidaddiferenciatl acolorantes
como tionina, safranina, fucsinayazul de tioninaadiferentes concentraciones,
que se incorporan a un medio base. Cuando se prepara un lote de colorantes,
éstos deberan probarse conlas cepasdereferenciaparaasequrar laconfiabilidad
de los resultados. Las concentraciones empleadas son Fucsina basica
1/50,000 Tionina 1/50,000, Safranina I/SO,bOO. Se slembra 12 cepa en
estudio asf como tres cepas de referencia. Se tomauna.asada de 1a suspensidn
y se hacen S estrias sobre el medio de cultivo con colorante, se Incuba a 37¢C
con y sin CO,, durante 4-5 dias, observar crecimiento o ausencia de él. Si el
crecimiento aparece sélo en 1a primera estria, se debe a que ahi estaba mas
cargado el indculo, y se considera negativa. Es positiva 1a prueba cuando el
crecimiento aparece en 3 o mas estrias (2,17,33,35).

Aglutinacion con suero monoespecifico

Se emplean rutinariamente los sueros anti Ay el anti M, el suero anti
Rse utiliza sélo cuando se sospecha de B. canis o de otra cepa rugosa natural.

16



Se prepara una suspension de 1a cepa con crecimiento de 48 horas, se
aflade 1 mi de solucidn salina con feno) al | %, se colocan en un portaobjetos
2 gotas de la suspension; 2 1a primera de ellas agregar | gota de suero anti A
y alaotra | gotade suero antiM, mezclar con un aplicador. La aglutinacion se.
lee durante el primer minuto de agttacion. Se coloca también un control
negativoy 2 cepasde referencia, | que aglutine conAyotraconM(2,33,35,44)

Susceptibilidad a Bacteridfagos

Existendiferentesbacteriéfagos con capacidad de causér lisisencepas
de Brucellay que son de utilidad para distinguir Brucella abortus (blovariedades
4ala9)de Brucella melitensis, con los que suelen confundirse cuando soio se
realizan pruebas bioquimicas y crecimiento en colorantes

Elprimerbacteridéfagoque se aisléfue el Thilisi(Tb)en 1950en1aURSS
y se considera como de referencia

Hoy en dia existen bacteriéfagos clasificados cuya actividad no se
restringe a cepas en fase lisa, sino que los hay también para cepas en fase
rugosa.

Las diluciones ordinarias a las que se manejan los fagos se describen
como RTD (ROUTINE TEST DILUTION) y es 1a mas alta dilucion del fago a 1a que
se observa lisis total de la cepa en estugdio. También en este caso se deben
inciuir cepas de referencia de 13s que se conoce su patrén de comportamiento
a fagos.
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La dilucién ruf!narla de prueba del.bacteriéfago Tb, lisara totalmente
10s cultivos 1150s de Brucella abortus, pero 10s cultivos de Brucellasulsy
Brucellamelitensis no se afectaran porestadiluciénbacteriofagica. Brucella
sufs se lisa parcialmente con una dilucién 10 000 veces la dilucién coman de
prueba, pero casi todas las cepas de Brucella melitensis tampoco se l1san con
esta dilucién (2,33,35).

1.2.4 AGENTES AMBIENTALES (SUSCEPTIBILIDAD Y RESISTENCIA)

Las brucelas sobreviven en el medio amblente cuando se encuentran en
condiciones apropiadas y durante periodos que pueden ser prolongados,
sobreviven igualmente al proceso de desecacion s! se encuentran en medios
con alto contenido de proteinas, permanecen viables en el polvo o suelo hasta
por 10 semanas. Cuando se encuentran en el agua sobreviven de 10 a 70 dias
en funcién de 1a disminuctén de ta temperatura, si se encuentran en tejidos
congelados persistiran durante anos. En te jidos necréticos, fetos y placenta,
esta bacteria es capaz de sobrevivir hasta 6 meses. Brucella se encuentra
presente en derivados lacteos por lo cual éstos deben pasteurfzarse ya que la
sobrevivenciade labacteriaen estos productos es larga abajas temperaturas.

St estan protegidas de la luz solar y, como se menciond antes; en
presencia de proteinas, 1as brucelas son infectivas por afos. Son sensibles a
temperaturas altas, ya que su exposicién a 60°C durante 30 minutos 1as mata,
también lo son a las radlaciones tonizantes, luz ultraviocletay a lamayoria de
losdesinfectantes comunes a las concentracionesnormalmente recomendadas.
St se encuentran en presencia de materia organica o a bajas temperaturas, la
susceptibtlidad a los desinfectantes se reduce (23,36).



1.2,5 CONSTITUCION QUIMICA Y ANTIGENICA

La envoltura celular de las Brucellas presentauna estructura general
~caracteristica de las bacterias Gram negativas, pero su composicion quimica
y propiedades fisicas hacenque lasbrucelasseandiferentes.Estan constituidas
per la membrana plasmatica interna, una capa intermedia de peptidoglicanoy
la membrana externa, éstas dos constituyen la pared celular. Dicha pared y la
membrana citopldsmica estdn separadas por el espacio periptasmico (18,51).

‘tamembranaexterna esunabarrerafisicay funcionalentre labacteria
Y su medio ambiente, es 12 primer estructura que entra en contacto con el
sistema {nmune del hospedero en et momento de la Infeccién.

Elcitoplasma es homogéneo y contiene granulos de 100 a 150 Amstrong
que aparentemente corresponden a 10s ribosomas. El nicleo se ha observado
como una estructura filamentosa (36).

+£) Membrana externa

Estd compuesta fundamentalmente por fosfolipidos, proteinas,
pciisacaridos y lipopolisacaridos (18).

A.l Lipopolisacéridos
El lipopolisacarido 1150 (S-LPS) es 12 molécula mas abundante (del 2.5
al 3 % det peso seco de 1abacteria). Estd compuesta de una cadenapolisacarida

o antigeno O especifico, unpolisacarido centraly el lipido A.Estamolécula se
encuentra expuesta hacia el exterior de l1a membrana externa, lo cuai facilita
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Ié induccién de anticuerpos girigidos contra el antigeno O y el oligosacérido
central, que son de gran valor en el diagnostico de 1a brucelosis y en la
identificacion serclégica de las especies de Brucella (36,51).

Los determinantes antigénicos Ay M presentes en las cepas lisas yvque
hansidode granvalorparadiferenciar iosbiotiposde lasprincipales especies,
son componentes del S-LPS(14,18,51). Actualmente se acepta que el antigeno
O polisacaridico de Brucella abortus 1119-3 estd constituido de un
homopolimero lineal de unidades D-manopiranos!i, 4-6 didesoxi 4-formamido,
ligadas por unién aifa 1-2 (14,18).

Laestructuradel polisacarido O de Brucelia melitensis estambiénun
homopolimero de D-manopiranosil, 4-6 didesoxi 4-formamido (o perosamina)
en apariencia simiiar a la de Brucella abortus.

En base a la similitud estructural se explica ia reaccion cruzada que
presentan estos microorganismos. Sin embargo, no aclara la especificidad
antigénica de A, diferente de M, que se puede demostrar serolégicamente

Se ha determinado que el antigeno M es un polimero lineal formado por
una unidad repetitiva de pentasacaride integrada por una perosamina ligada
por union 1-3 y cuatro perosaminas por unién alfa 1-2. Estas similitudes y

) diferencias determinan lareactividad cruzaday ladiferenctaantigénicaentre
Ay M

La fraccién lipidica del LPS de Brucella difiere de la del LPS de las
enterobacterias, ya que se ha encontrado que el LPS de £, coli posee 1o0s acidos
jaurico (C12), miristico (C14), paimitico (C16) y beta-hidroximiristico,
mientras que en Brucella los compon’entés principales son el acido paimitico
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€16 y el 4cido estedrico (C18) y, por lo menos, otros seis acidos grasos
saturados e insaturados de cadena larga (C18-C23); sin embargo, el acido
beta-hidroximiristico considerado comounmarcador de 1ipido Adel LPS de las
enterobacterias, noseha Ident.lflcado. Los azucares que se han encontrado son.
glucosa, manosa, quinorosamina, glucosamina y el KDO (18,40).

€l Lipopolisacarido Rugoso (R-LPS) se ha purificadoy sehaencontrado
que contiene menos de 1.5% de proteinasy relativamente grandes cantidades
de acidos nuclefcos. Contiene un antigeno denominado antigeno R el cual
comparten las cepas rugosas y se considera que es equivalente a las
determinantes antigénicas Ay ™M (18).

A.2 Polisacarido B

Llamado poli B o0 PB que es un carbohidrato de bajo peso molecular. Se
obtiene de Brucellaabortus y de Brucellamelitensis,después de tratarlas con
acldo tricloroacético. Los extractos obtenidos de esta manera apartir de la
cepa rugosa B. melitensis B11S contenian un polisacarido no téxico. Se
propuso el término hapteno nativoe (NH) para los polisacaridos haptenos
presentes en preparaciones endotdxicas de células lisas de Brucella y el
nombre de poli B para el polisacarido de fraccién citopldsmica aislado de la
cepa rugosa B. melitensis 8115 (13,18,36,51).

El analisis estructural ha identificado a este polisacarido B como a un
politmero ciclico que contiene entre 17 y 24 residuos de glucosa. Existen en
todas las especies de Brucella y en forma bura no es antigénico. No tiene
actividad endotdxica y no participa en las reacciones de aglutinacioén.
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A3 Proteinas de Membrana Externa

Los estudios sobre 12 composicion quimica, estructuray funcién de las
proteinas de membrana externa del género Brucella son muy recientes y
escasos (18)

Las mejor estudiadas son las del grupo 2 o porinas (35~40 KDa), del
grupo 3 (25-30 kDa) y 1a lipoproteina que se une covalentemente al
peptidogiicano con la membrana externa.

Laproteinadel grupo 2, constituida por proteinas de peso molecular de
35 a 40 000 aparentemente trimeros en su estado nativo, se propuso como las
porinas de Brucella en base a su comportamiento electroforético y a su
seme janza en la composicién de aminoacidos con las parinas OmpF descritas
en £. coli (18,36).

£1grupo 3, con bandas de peso molecular de 25 a 30 000 se ha sugerido
apesar de no modificarse por el calor, como equivalente en su compasicién de
2minoacidos a la proteina OMpA modificable por el calor, descrita-en £ coll.
La hpoproteina también comparte con E. coli varias caracteristicas como
punto isoeléctrico, composicién de aminoacidos, peso molecular, distribucion
de acidos grasos y algunos determinantes antigénicos. Aunque una diferencia
en la localizacién de ésta con respecto a £, coll, es que 12 de Brucella se
encuentra expuesta cuando estd en forma libre en la superficie celular,'
mientras que la de £. coli se sitla mas internamente. Por este motivo, a la
lipoproteina de Brucella puede reconocerla el sistema inmune.

Los dos grupos de proteinas forman comple jos con el LPS, Se cree que
algunas proteinas de membrana son de utilidad para el diagnéstico,ya que
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evitarianlos problemas que se presentan como consecuenciade lasreacciones
cruzadas (36).

" A4 Lipidos

Se encuentran los lipidos unidos (LPS y lipoproteina) y los lipidos
libres, como parte importante de la membrana externa. Se han realizado
- numerosos reportes de los lipides libres que describen su composicién
quimicay suusoconfines taxondémicos. Actualmente se desconoce el papel que
juegan en 12 unidn especifica de 1a bacteria a células epiteliales e inmunesy
alalocalizaciony desarrollo intracelular de 1as brucelas. La adsorcion de los
lipidos libres a los linfocitos B y macrdéfagos podria retlacionarse con el
lipopolisacarido o con los Ipidos que contienen ornitina, ambos se encuentran
en la membrana externa. Por otro 1ado, se supone que 10s ésteres de tipo cera,
los l{pidos neutros raros y el poce comun lipido A, asi como el alto contenido
de fosfatidilcolinapresentes enforma caracteristicaenlasbrucelas, tendrian
algunas.implicaciones enlaresistenciade la envolturacelularalaaccién de
enzimas lisosomales y en su adaptacion al desarrollo tntracelutar (36).

Cabe sefialar que existen otros componentes como acidos nucleicos y
exotoxinas de los que se conoce poco, ya que s6lo hay algunos reportes sobre
su uso como antfgeno.

B) Peptidoglicano
Elpeptidoglicano de Brucella es unacapahomogéneade grosor variable,
Estd compuesta de aminoazucares y aminoacidos como glucosamina, acido

muramico, alanina, acido glutadmico, y acido diaminopimético, los cuales se
han descrito en £. coli (18).
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- C) Componentes Citoplasmicos

Brucella contiene un gran nimero de antigenos citoplasmicos solubles
constderados especificos de género ya que sondiferentes a los encontrados en
otras bacterias Gram negativas. La mayorfa de estos antigenos se han
identificado en extractos obtenidos por numerosos métodos gue van desde 12
simple extraccidénconagua, solucidnsalina, ovariosreguladores, sometiéndolos
a ultrasonido y anatizandolos mediante técnicas de inmunoelectroforesis

(18,51}

Principalmente los extractos contienen acidos nucleicos, proteinas
citoplasmaticas, lipidos, ribosomasy cantidades variables de LPS. Empleando
estos extractos y el suero potivalente, se han puesto de manifiesto cuando
menos 30 componentes que precipitan.

1.2.6 PATOGENIA Y PATOLOGIA
Transmision

La brucelosis puede transmitirse al hombre a través de las siguientes
vias (20,35,36):

2) Contacto directo: Por el contacto con material altamente contaminado
(descargas del aborto, visceras, sangre, excretas), penetra a través dela
piel por escoriaciongs o por conjuntiva. Es la forma de infecciéon mas comdn
de veterinarios, ordefadores, caballerangos, trabajadores de rastros y

mataderos, etc.

b) Inhalacidn: Se lleva acabo al respirar substanclas desecadas contaminadas
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con brucelas provenientes de !os animales Infectados o de aeroscles. Las
brucelas pueden penetrar por la mucosa del tracto respiratorio superfor opor
ia del pulmén. ' )

* ¢) Ingestion: Es 1a mas frécuente debido al consumo de leche y sus derivados
no pasteurizados. Penetra la bacteria a través de 1a mucosa intestinal. Existe -
mayor riesgo de adquirir unabrucelosis cuando 1a leche esta contaminada con
B.melitensis y B. suls que con B. aportus, ya que ésta se destruye con el
jugo géastricoy es 1abil al 4cido lactico de 1a leche. También se ha sugerido que
ias aglutininas de 1a ieche de vaca Infectada ejercen'erecto atenuante en el
crecimiento de Brucella o en su infectividad.

d) Accidental: Se realiza otro mecanismo de transmisién de las brucelas al
hombre durante la vacunacmh animal. En el laboratorio se puede adquirir
l:frucelosls por salpicaduras que contaminan lapiely conjuntiva, por inyeccién
o ingestion accidental de cultivos ya traQés de aerosoles.

e) Via transplacentaria: Las brucelas pueden transmitirse de una mujer
- embarazada con prucelosis activa a su producto, a través de 13 placenta,
provocando aborto o brucelosis en el recién nacido.

Cualquiera que sea la via de entrada de la bacteria, 12 ingleren los
leucocitos polimorfonucieares en los que se multiplicay es transportada por
medtio de 10s vasos linfaticos hasta los ganglios linfaticos regionales(7,17).
Una vez llegado a éstos, una pérte de las bacterias se destruye, liberando
material antigénico que activa el mecanismo formador de antlcuerpos, mas

- tarde, como resultado de 12 migracion bacteriana y de 1a diseminacion del
antigeno, se desarrollara hipersensibilidad generalizada, en esta etapa es’
cuando la Iinfeccidn se detiene, volviéndose incontinua. Las bacterias que no
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se destruyen, s& multiplican dentro de los macréfagos y una vez que 10 han
hecho, se hacen Mmas resistentes a la accion bactericida del suero normal, son
mas facilmente fagocitadas e incrementan su capacidad para sobrevivir y
multiplicarse dentro de los fagocitos (23,32).

Una véz superada la barrera linfatica, liegan a la circulacion a través
del conducto toracicoy se localizanprincipalmente en las células del sistema
reticuloendotelial del higado, bazo, médula 6sea, gangilos linfaticos y rifon.
Las células invadidas tlienden a agruparse formando nddulos en ios que
aparecen células epitelioides y se rodean de linfocitos, formando lesiones
granulomatosas con focos de necrosis central (20,23,32,44).

Las manifestaciones clinicas de 1a enfermedad las determina, en gran
parte, la liberacién de una potente endotoxina y el grado de hipersensibilidad
alos antigenos brucelares.La liberacion de bacterias de 1as células necréticas
puede sobrepasar lacapacidadfagocitica, llegando aunafase de multiplicacién
extracelular, ocasionando el cortejo sintomatico. Cuando los mecanismos
tnmunes, humoral y celular, ayudados por el desarrollo de tolerancia a la
endotoxina y por desensibilizacion parcial de los tejidos debido al-exceso de
antigeno controlan la infecéién, ésta vuelve a ser predominantemente _
intracelular. St las bactertas no se eliminan por completo, persisten pequenos
focos de infeccién de localizacién Intracelular inaccesibles péra los
antibtoticosy paralosmecanismos de defensacelularesyhumorales; entonces,
estos focos pueden liberar hxcroorganlsmos y endotoxinas a la ctrculacién en
forma periddica, lo cual prolonga ta sintomatologia y 1a enfermedad adquiere
un caracter cronico.

Laevoluciénde 1a enfermedad dependera de la respuesta inmunocelular
del hospedero y de la capacidad del agente para evadir los mecanismos
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tntracelulares para su destruccién. La brucelosis humana presenta un periodo

de tncubacién que varia, dependtendo de 1a virulencia del microorganismo, de

suviade entraday de 12 dosis infectante. Se considera un pericdo promedto de

1=3 semanas, aunque puede. alcanzar algunos meses, 12 brucelosis adopta

principalmente dos formas, segun'su evolucion: brucelosis aguda y brucelosis
. crénica (23,32).

Brucelosis aguda

El inicio de la enfermedad es insfdioso, con sintomatologia vagay poco
especifica. Los principales sintomas son: flebre elevada e intermitente,
presentandose generalmente enlatardey noche, escalofrios, cefalea, sudoracion
profusa, malestar general, dolor articular, dtaforesis; 10s signos que ayudan
a esclarecer el diagnostico son 1a esplenomegalia, hepatomegalia discretay
linfadenopatia, princlpélmente cervical o axilar, sobre todo en los pacientes
que presentan fiebre elevada de larga evolucidn.La fiebre continua por dos o
tres semanas y remite espontaneamente con o sin tratamiento; el enfermo
permanece asintomatico durante varios dias después de lo cual reaparece la
fiebre (fiebre ondulante o recurrente) algunos autores consideran a estaetapa
como brucelosis subaguda. El padecimiento remite espontaneamente después
de 6 a'12 meses en aproximadamente el 80% de 10s casos (20,23,32,44).

Brucelosis cronica
La frecuencia de la brucelosis crdnica es dificil de precisar, ya que se

d8be descartar inicialmente que la evolucién sea debido a un tratamiento
inadecuado. Se considera cronica a esta enfermedad cuando los sintomas
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persisten por mas de un aio. Por o general existe una historta recurrente en
la que se presentan cuatro sintomas principales: decalmiento, cefalea,
mioartiralgias y diaforesis. Las manifestaciones mas comunes (10,23,32,44)
qQue se conocen en brucetosis crénica son: '

Sindrome febril: habituaimente de poca intensidad en 1a mayor parte de los
casos

Osteoarticulares artritis, sacrolitis, granulomas éseos.

Siquicas: sindrome depresivo, nerviosismo e irritablligad.

Digestivas: hepato-esplenomegalia, hepatitis.

Neurolégicas: meningobrucelosis, polineuritis, mononeuritis, sindrome
radicular y ciatico.

Respiratorias. bronquitis, bronconeumonia, neumonta.

Genitourinarias: orquieptdidimitis, cistitis, amenorrea.

Hematolégicas: anemia hemolltica; anemia ferrocitica.

Cutaneas: dermatitis, urticaria, eritema nodoso, eccema.

Oculares: dlceras corneales, queratitis, ;'etinltts

Cardiacas: endocarditis.

1.2.7 DIAGNOSTICO

El cuadro ctinico de labrucelosis, aungue en occasiones poco especifico,
puede orientar hacia la posibilidad de-'la enfermedad, apoyandose en los
antecedentes ocupacionales y en la ingestién previade productos lacteos
no pasteurizados. Ei diagnéstico de sospecha debe confirmarse mediante
diversas pruebas de laboratorio, éstas se llevan a cabo en el momento en que
el paciente se presente con un cuadro febril y sintomas sugestivos.

Los examenes mas empleados en el diagndstico de labrucelosis se
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basan principaimente en 13 deteccidn y titulaciéon de- anticuerpos contra
Brucella en el suero. La mayoria de los pacientes con brucelosis presentan
esquemas hematolégicos normales, en algunos casos 1a biometria hematica
puede orientar enel diagnostico, 1a leucopeniacon leucocitosisrelativapuede
considerarse como sugestivadebrucelosis.Lavelocidad de eritrosedimentacién
se encuentra elevada en la brucelosis aguda y es normal en 1a cronica
(10,23,36). ’

Diagnéstico bacteriolégico

El método definitivo de diagndstico de la brucelosis se establece de
manera especifica y con certeza cuando se cultiva, aisla e identifica al
agente etiologico. La sangre, obtenida durante 1a fase septicémica de la
enfermedad, es uno de los medtos principales en que puede aislarse al agente
etiolégico; el método mas usado es el hemoculitivo, sin embargo, éste es
positive en un porcentaje bajo.

‘Hay que tener en cuenta que el éxito de 10s cultivos depende del tipoy
frecuencia de las muestras, del momento en el que se obtienen, de 1a especie
de Brucella , de) tiempo de incubacién, dei medio y de las condiciones de
cultivo. Se sugiere el cultivo de otras muestras, como meédula dsea, para
aumentar la probabilidad de aisiamiento (32,36).

Diagnéstico Serolégico

La fase septicémica de 1a brucelosis induce niveles importantes de
anticuerpos en el suero de individuos Infectados. Ya que es baja la proporcién
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de aislamientcs de Brucella, el diagndstico serologico de laboratorio se apoya
enlademostracidn de anticuerpos especificos mediante diversos métodos,
Lamayoriadeellos empleancomo antigeno alabacteriacompletae inactivada
y determinan la presencia de anticuerpos aglutinantes, que son los primeros
en aparecer. Son inducidos por el LPS e involucran ia formacion de ag.lutinlnas
de las clases IgM e [gG. Se ha reportado la presencia de IgA especifica que
también participa en reacctones de aglutinacién (3).

L2s pruebas serclégicas usadas ampliamente para e} diagnostico son
agluttnacién en placa con antigeno tefifdo con resa de bengala, aglutinacidn
estangar en tubo, aglutinacidn en tubo con 2 mercaptoetanol, fijactén de
ccmplemento, prueba de Coombs (prueba de 1a antiglobulina) y fijacion en
s.gerficie (23,35,36).

Pruepa de aglutinacién en placa con antigeno tefiido con rosa de bengala (RB)

Es una prueba de aglutinacién en placa, rapida y cualitativa, ha
reemplazado a la prueba de Huddleson- que da resultados inespecificos.

" Rose y Roepke (1957) emplearon para el diagnéstico de brucelosis
bovina, un antigeno acidificado, con )2 finalidad de tnhibir a bajo pH las
aglutininas no especificas. Posteriormente, Pietz en 1966, introdujo dos
modificaciones: suspendi6 las células en un amortiguador a pH 3.6 y 1as tind
con rosa de bengala.

Esta prueba ha sido adoptada por muchos laboratorios ya que es bé_]a a

proporcion de resultados falsos negativos. Detecta anticuerpos especificosde
cualquiera de las clases IgM, 1gG e IgA, dando positiva desde el inicio de la
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enfermedaq. Presenta unabuena correlacion al comparariaconlaaglutinacién
en tubo por 1o que se ha empleado en estudios epidemiolégicos.

Puede darreacciones falsaspositivas consueros de individuos infectados
con Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica 0:9, F. tularensis, Salmonella,
o individuos vacunados contra célera. Si la prueba fue positiva, deben de
empliearse meétodos cuantitatives complementarios, ya que no distingue una
infeccion pasada de una activa en curso (15).

Prueba de aglutinacién estandar en tubo (SAT)

£s la prueba mas usadé, determina anticuerpos aglutinantes de las
clases IgM, 1gG e IgA. Los resultados falsos negativos pueden deberse a
fenomenos de prozona, que se presentan en un porcentaje bajo de sueros y en
diluciones no mayores de |: 20 por 1o que no es causa importante de estos; es
nositiva desde finales de la primera semana de 1a enfermedad.

Se deben tomar muestras seriadas, pero un titulonico de 11160 o mas,
en presencia de sintomatologia, es altamente sugestivo de enfermedad aguda
o reciente. Asimismo, la elevacién progresiva de estos titulos en muestras
posteriores se considera dlagnostica. Aunque no es posible seleccionar un
titulo, ya'que éstevariaconforme lapoblacidn de estudio, sobre todo en zonas
endémicas en donde se presentan niveles elevados de anticuerpos (>1.160) que
poarian considerarse como indicativos de enfermedad. También hay casos en
tos gue los titulos de anticuerpos no son significativos (< 1. 80) a pesar de
haberse aislado 8Brucella.

Si no es posible contar con una segunda muestra que nos indique un
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incremento en el nivel de anticuerpos, se toman en cuenta 10S aspectos
ctinicos y epidemiolégicos para dar un diagnéstico definitivo
(2,11,23,24,31,51).

Prueba de aglutinacién en tubo con 2~-mercaptoetanot (ME)

Se emplea un agente reductor para disociar 1a macroglobulina IgM, con
10 que se inactiva su actividad aglutinante. St se observa que aun después de
utilizar el ME persiste el fenomeno, éste se debe a lapresencia de anticuerpos
aglutinantes IgG e igA. Se considera Util para evaluar pacientes conbrucelosis
crénica y para contrastar la eficacia de la quimioterapia, ya que en forma
paralela a la mejora clinica se deben alcanzar valores negativos de 1gG para
considerar que el tratamiento fué adecuado (2,12,23,36,51).

Losmétodos de aglutinacién en tubose han adecuadoparausar cantidades
‘minimas de reactivo. Se conocen como métodos de microaglutinacion en piaca
(MAP) los cuales se realizan en poco tiempoy no requieren equipo ni reactivos
costosos. Se han obtentdo resultados semejantes al compararlos con los
métodos en tubo (11,31,36). '

Prueba de fijacién de complemento
Esta prueba se basa en la presencia de anticuerpos fijadores de

compiemento de tipo 1gG e 1gM y se uttliza durante 12 etapa aguda y cronica
del padecimiento.
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Prueba de Coombs {prueba de 13 antiglobulina)

EstapruebavaadetectaranticuerposdelasclasesigGe!gA(anticuerpos
Incompletos) desarroilados en 12 fase cronica de 1a enfermedad, que no son
capaces de aglutinar a su antigeno especifico, sino que sdlamente se fijana
€1, Para poner de manifiesto 1os anticuerpos, se utiliza el suero de Coombs
{anti-gamma globulina humana) para producir 1a aglutinacién. Es decir, que se
ponen en contacto los anticuerpos incompletos con el antigeno (Brucella ),
estos se fijan a los determinantes antigénicos de 1a pared celular y al afadir
el suero de Coombs se produce aglutinacion.

Prueba de fijacion de superficie

Es un método en el que se usa papel filtro con un antigeno teiido, que
2l ponerse en contacto con el suero problema se produce una reaccion antigeno
anticuerpo, la cual se hace visible a través de una coloracion. €l grado de
corrimientodel sueroes inversamente propercional al contenido de anticuerpos
presentes en éste, por lo que un desplazamtiento de O % corresponderia a un
100% de fijacion, la reaccion que manifiesta porcentajes superiores 2 70 se
considera de valor diagnéstico.

Lainmunoprecipitacién detecta ant!cuerposbcontra otros constituyentes
solubles de Brucella que no se demuestran por los métodos de agiutinacion
convencionales. Para tal efecto se han empleado mezcias complejas de
antigenos citoplasmicos, asi comopolisacaridos semipurificados comoeipoli
B.Laprincipal ventaja es sugransensibiiidad. Como e jemplo de estosmeétodos
tenemos el de contrainmunoelectroforesis y el de doble difusion en gel.
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- Los métodos inmunoenzimaticos y el radioinmunoanalisis (RIA) son
muy sensibles’y especificos, identifican anticuerpos en muchos casos en 10s
que 1as pruebas convencionales fueron negativas; asimismo, se confirma la
presencia de anticuerpos de la clase 1gM en procesos agudos con pruebas
positivas de aglutinacion directa y de clase 1gG e IgA en casos crénicos, con
pruebas de fijacién de complemento y de Coombs positivas.

Se han empleado diferentes tipos de antigenos en la prueba de ELISA
como brucelas completas Inactivadas o rotas por ultrasonido, extractos
celulares, fraciones extracelulares, lipopolisacarido crude o purificado,
proteinas de membrana externa crudas o purificadas, etc. (3,4,29,39,47,51).

Se recomienda tener culdado para la interpretacion de los resultados,
ya que en lugares donde 1a brucelosis es endémica hay individuos sin
antecedentes clinicos, ni sintomatologia que pueden dar resultados positives
que solamente reflejarian una enfermedad subclinica pasada y no una activa
presente, por lo que se deben establecer los niveles normales para la
ccmunidad de cada zona geografica, ya que es de especial importancia para
determinar la sensibilidad y especificidad de 1a prueba.

El diagnostico de Ja brucelosis se necesita hacer tomando en cuenta la
informacionepidemiolégica, clinicay de laboratorio.Enausenciaderesultados
positives en el cultivo, lapresenciaen cualguier paciente, de un cuadro febril
y una prueba de aglutinacion en tubo > 1:160, es suficiente para establecer
un diagnéstico presuntivo (36,51). )

1.3 HEMAGLUTINACION [NDIRECTA O PASIVA

Algunos antigenos solubles pueden adsorberse sobre materiales inertes
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comoparticulas ¢e latex o bentonitay actuar como antigenos formesy dar una
reaccién de aglutinac:on, cuando se adsorben a 10s antigenos en particulas
ineries, se le ilama a este proceso aglutinacién Indirecta o pasiva En lz
hemaglutinacion indirecta o pasiva, 1os eritrocitos de carnero, ¢ 10s humanos
tipo O, se utilizan como soporte debido 2 que son faciles de obtener y de
conservar en el laboratorio bajo ciertas condictones (37,41).

Las moléculas que mas faciimente se adsorben a 10s eritrocitos ya sea
28 manera espontane2 ¢ por acoplamiento quimico a su superficie, son
polisacaridos que se hanconjugado con lipidos o protefnas, los lipopolisacaridos
scnejemplocaractenistico Senecesitancantidadesminimas depolisacaridos
arigénicos, alrededor de 100 ng/ 10 células, lo cual equivale a unas 2,000
molécylas por eritrocito. El acoplamiento quimico se lleva a cabo cuando los
erltrocﬂlos se tratan con substancias tales como el acido tanico, mediante

[

r1én por atraccion electrostatica o uniendo covalentemente el antigenc
roteicc usando por ejemplo glutaraldehido, bencidina, cloruro cromico, etc.

(a2

v

Cuando se emplea acido tanico es auna concentraclén final de 1:20,000
a i.4b,ooo y actGa aumentando la aglutinabilidad de los eritrocitos y
estabil1zando su membrana,

Para llevar acabo la sensibilizacién, el antigeno se incuba con los
eritrocitos, yunavez cublertospor éste, se lavanparaeliminar suexceso. Para
conocer 1a cantidad de anticuerpos presentes en un.suero, se hacen reaccionar

" diluciones seriadas con cantidades constantes de 1a suspensién de eritrocitos

sensibilizados con el antigeno especifico; 1a dilucion mas alta del suero que
determina una clara hemaglutinacién, se considera como punte final de la
reaccion y representa el titulo de anticuerpos La prueba puede realizarse
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medlante una macrotécnica, (en tubo de ensayo, en volimenes de 0.2 - 0.5 m1)
o una microtécnica (en placa de microtitulacién) con 1a cual hay una gran
sensibllidad y se usan cantidades mas pequefias de react:vos; bast2 una
cantidad minima de anticuerpos del orden de 0.003 ug (dado en N, 'prote‘co)
para un resultado positivo (9,49). ) »

Las ventzjas de emplear eritrocitos pararecubririos con antigeno, son
sudisponibilidad iInmediata, susensibilidad como indicadoresy su pos1b-ihdad
de almacenamiento. Los eritrocitos pueden tratarse cocn formaling,
glutaraldehido, aldehido pirGvico y almacenarse durante tiempo prolongado a
4°C. Aunque esto no se aplica a todos 10s antigenos, el tratamiento con estos
preservadores puede efectuarse a menudo, ya sea antes o después del
acoplamientoconelantigeno.Enlossueroscontitutos muyaltos deaglutinacison,
puede ocurrir un fenémeno de prozona, dando reacciones falsas negativas
(1,21,26). '

Como algunos sueroshumanos contienenanticuerposheterdfilos capaces
de aglutinar eritrocitos de carnero, se debe incluir unf control de eritrocitos
de carnerosinsensibilizar (testigonegative). Siexiste aglutinacion, laprueba
se repite con el suero previamente absorbido con eritrocitos de carnero
frescos (50).

Enlas pruebas de hemaglutinacidén pasiva intervienen tanto 1a IgG como
ta IgM. Esto se debe a la buena respuesta de la IgG frente a a’ntlgenos
proteinicos y a la respuesta de IgM frente a antigenos de tipo pollsacarido
(10,48).
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1.4 . TRATAMIENTO

Laantibloticoterapia especifica, instituidaenformatemprana, reducira
significativamente la morbilidad y 1as complicaciones. El tratamiento de 1a
brucelosis humana implica un problema debido a 12 localizacion intracelular
de la bacteria dentro de! sistema reticuloendotelial del hospedador, sitio en
donde 1as concentraciones del antibidtico pueden no ser dptimas.

Las tetraciclinas son 10s agentes terapéuticos mas eficaces, las.cenas
de Brucella son sensibles a concentraciones minimas inhibitorias La
clortetraciclina y la oxitetraciclina son las mas efectivas considerandose
que la dosis de 2g diarfos de clortetraciciina es lacantidad optima para
obtener resultados efectivos. Los mejores resuitados se obtienen con la
doxiciclina que es una tetraciclina de tercera generacién que se dostfica en
concentraciones menores de 200 mg diarlos.

Se recomienda el tratamiento asociado con algun aminoglucésido como
ia amikacina, 1a kanamicina o 1a estreptomicina, 12 dosis recomendada es de
g dlario. E1 uso de sulfas comblnadas, como el trimetoprim-sulfametoxasol
hamostrado alta eficacia; 1a dosis recomendada es de 160 mg de trimetoprim
y 800 mg de sulfametoxasct 2 veces a2l dia durante 21 dias, aunque los
resultados han sido mejores cuanto mas se prolonga al tratamiento

Larifampicina se ultiliza para tratar brucelosis, ya que tiene una gran
capacidad para penetrar al interior de 1as células fagociticasy alcanzar el
sistema reticuloendotelial donde persisten las brucelas. Se ha reportado que
es 85 % eficaz cuando se administra sélo durante 21 dias; sin embargo, no se
prescribe como unico medicamento, ya que 10s mejores resultados se obtienen
al asociarla con trimetoprim-suifametoxasol o con la tetraciclina. No se
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recomienda el uso de cloramfenicol, por su efecto sobre 12 médula 6sea, las
penicilinas son poco efectivas.

Se han utilizado otros métodos para el tratamiento de la brucelosis
crénica, 1a desensibilizacion con extractos de la bacteria ha dado resultados
“variables, por lo que su utilidad no estd plenamente reconocida. Existe
controversia con respecto a 12 terapia con antigenos debido a 1as reacciones
severas que pueden desencadenar.

Como regla general, se debe usar una combinacidn de antibidticos para
el tratamiento de la brucelost!s, st se quieren evitar las recaldas se debe de
incluir cuando menos uno que seacapaz de penetrar dentro de las células
fagociticas. La duracton del tratamiento debe ser como minimo de 21 dias en

_ forma ininterrumplda, aunque algunos autores recomiendan un perfodo minimo
ge 28 dlas.

Se aconseja hacer un seguimiento de los pacientes para vatorar la
eficacia de! tratamiento. Se esperarfia en general, que durante la primera
semana hubiera una disminucién de los sintomas y que los titulos de los
anticuerpos descendieran al finalizarlo, sobre todo de ias 196G, sin esperar que
sehagannegativosa corto plazo. Se debe asegurar que yano existenbrucelas,
a través dei mielo o del hemocultive. Se recomienda seguir controlando a los
paclentes aln después de concluidoel tratamiento, durante 6 a2 12 meses, para

‘ asegurar 1a ausencia de recaidas (23,32,34,36). '

1.5 CONTROL Y PREVENCION

Laprevencion se logra mediante la erradicacion de labrucelosis en los
animales, eliminando a los infectados y vacunando a los sanos, evitando asi
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1a enfermedad en humanos. Existen programas especificos para este fin; sin
embargo, enMéxico estonohasidoposible debldoadiversos factores soclales,
econoémicos y por la imposibilidad de ejercer un control adecuado en el
consumo de leche y productos derivados de este principal medio de difusién de
1a enfermedad

Algunos autores han sugerido como medida preventiva lavacunacton de
individuos considerados en alto riesgo por su convivencia continua con los
animales Infectados. Este método profilactico se ha utilizado solo enalgunos
paises con resultados favorables (10,23). )

1.6 REACCIONES CRUZADAS

Todas las cepas lisas de Brucella muestran una gran reactividad
cruzada que se pone de manifiesto cuando se realizan pruebas de aglutinacion
Larazén de este comportamiento se debe al lipopolisacérido (LPS) que es el
principal antigeno de superficie, 1apresencia comin de una o varias moléculas
de perosamina en el LPS de cepas lisas de bacterias como £. coli 0:157,0:116
y0:117; Salmonelia del grupo Nde Kauffman & White, Pseudomonas maltophila,
Francisella tularensis, Vibrio cholerae y Yersinia enterocolitica 0:9, es ia
razon por la que se presentan reacciones cruzadas con Brucella (2,13,16)
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CAPITULO 1]
PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Material
Material de uso normal

Aplicadores de madera

Guantes

Micropipetas de SO, 100, 200 pl

Microplacas de fondo en U Costar Cat. No.3797
Microplacas de fondo en V Costar Cat No.3897
Placas para aglutinacion

Pipetas de 1,5, i0m)

Pipetas Pasteur

Tubos para centrifuga

Equipo

Batanza analitica
Balanza granataria '
Bafio de agua a 37°C
Bano de agua a 56°C
Centrifuga
Incubadora de 37°C
Lampara

Espejo



Reactivos

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.2 (0.15M)
Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 6.4 (0.15M)
Acido tanico (1:20,000 y 1:40,000}

Formaldehido al 40%

Solucion salina fenolada al 0.5%

Solucién de Alsever

Reactivos biolsgicos

Antigenos proporcionados por el Lab. de Brucelosis del INDRE.

-Antigeno 8. abortus (99S) tefiido con rosa de bengala para ia prueba de
aglutinacién en placa. ) ‘
-Antigeno 8. melitensis (M-16)para la técnica de Hemaglutinacioén indirecta.
-£ntigeno B. melitensis diluido en solucién salina fenolada para la prueba de
~croaglutinacion en placa.

Zritrocitos de carnero

gritrocitos humarnos tipo “0"

Suero normal de conejo

Muestras Analizadas

150 sueros de personas clinicamente sanas que acuden a consulta externa del
Hospital Angeles del Pedregal, para la determinacion del valor de corte para
a prueba de hemaglutinacion indirecta. )

214 suercs de personas de varios estados del pais que acudeh al laboratorio

41



ceBrucelosis del INDRE para larealizacion de sudiagnostico, seleccionandose
para la validacion de la prueba de hemaglutinacion indirecta.

31! sueros de personas con dlagndstlcb de cdleraque acudieron al laboratorio
de. produccién de sueros del INDRE, para la determinacion de reacclones
cruzadas de la prueba de hemaglutinacién indirecta

20 sueros de personas con diagndstico de salmonelosis (tifoidea) con cultivo
positivo, del Banco de sangre del IMSS, para determinaciéon de reacciones
cruzadas de 12 prueba de hemaglutinacton indtrecta.

28 'sueros de personas aparentemente sanas del estado ce Puebla (zona
considerada de alta prevalencia de brucelosis), para determinar la presencia
de anticuerpos contra Brucella mediante la prueba ge nemaglutinacion
indirecta.

2.2 Metodologia

Las pruebas realizadas para todos los sueros (443) fueron las siguientes

1.- Aglutinacion en placa con antigenc tefildo con rosa de bengala

2.- Microaglutinacién en placa

3.- Hemaglutinacion indirecta

1.~ Aglutinacién en placa con antigeno tefiido con rosa de bengala
Enunaplacadevidriocuadriculadase colocan conunamicropipeta 40ul

del suero, se agrega una gota de! antigeno con un gotero calibrado que equivale

a 30ut, se homogeniza con un aplicador, se agita la placa con movimientos

rotatorios durante 4 minutos y Se observa frente a una lampara la presencia
o ausencia de aglutinacion, colocando a ta vez un suero testigo positivo y uno
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negativo. Los resultados se interpretan, si hay aglutinacion, como positivoy
no aglutinacién (al cabo de 4 minutos) como negativo. La prueba tiene validez
cualitativay se invalidzel resultado si se lee después de pasago 10s 4minutos
Si laprueba es positiva se procede a titularel suero realizando diluciones de
1:8021.320 paraver el titulo maximo del sueroy poder comparar con las otras
pruebas

2.- Microaglutinacion en placa

Se colocan 180ul de solucidn salina fenciada en 1a primera nilera de 2
microplaca con fondo enUy 100u1 al resto de 10S pozos de 1a microplaca, se
ponen 20yl de suero al primer pozo (| suerc / pozo), se toman 100u 1 del primer
pozo y se hacen diluciones seriadas con micropipeta, desechando al final det
ultimo pozo 100ul. Se agregan 100u de antigeno diluido en solucidn fenoiada
a todos los pozos, colocandose también un suero control positivo y un suero
control negativo. Posterformente se incuban las placas a 37°C durante 24
horas. Se colocan 1as placas en un espejo y se observan con ayuda de una
lampara.

Semide el grado de agluttnacién por lamayor o menor clarificacion que
se haya producido en comparacién conel testigonegativoy el testigopositive
El titulo corresponde al Gltimo pozo donde hubo clarificacion.
3.~ Hemaglutinacién indirecta

3.1 Tanado de los eritrocitos

2)- Los eritrocitos de carnero suspendidos en solucion de Alsever (Anexo) se
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iaven 3veces con FBS apH 7.2 Se centrifugan a 2,000 rpm durante 5 minutos.
Se ajusta 2 232 la suspension, con PBS a pH 7.2.

b)- Se aaiciona un volumen igual de la solucion de acido tanico 1 20,000
(~nex0), mezciando bien e incubando 1a mezcla en bafio de agua a 37°C durante
1S minutos

c)- Se retiran las células tratadas con dcido tanico del bafio de agua y se
centrifugan a 2,000 rpm durante 5 minutos. Se decanta el sobrenadante y se
lavan tres veces con PBS a pH 7.2, se resuspenden las células con PBS apH 6.4,
cara tner-nuevamente la concentracién inicial de 2.5%.

22 Sensibilizacién de los erftrocitos con antigenc de 8. melitensis M-16
. (PTM-BM).

2)- LOS eritrositos tanados al 2.5% se sensibilizan afadiendo tgual volumen de
ta atlucidn optima de antigeno disuelto en PBS pH 6.4. Se incuba la mezclaen
. bafo de agua a 37°C durante 15 minutos.

bj~ Se retiran del bafio de agua las células tratadas con antigeno y se
centrifugan a 2,000 rpm durante S minutos. Se decanta el sobrenadante y se
lavan tas células 2 veces con PBS a pH 7.2 adicionado de suero normal de cone jo

(SNC) al 1% (Anexo).

<)~ Se ajustan las células a una suspension de 1.5% con el mismo diluyente.
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3 2 Determinacion ge la concentracion éptima de antigeno

a)- Se preparan dlluciones de antigeno en PBS a pH 6.4 (1:20, 1:40, 1:80,
1:160)

b)- Se sensibilizan las células con cada dilucién de antigeno, como se indicéd
anteriormente.

c)- Cada suspension de eritrocitos sensibilizados se hace reaccionar con
diluciones seriadas de un suero positive y uno negativo conocidos, empleados
como controles.

d)- La masbaja concentracién de antigeno que dé el mas alto titulo con el
suers inmune y no reaccicne con el suero negativo, se considerara éptima.
3.4Determinactondeanticuerposantt Brucella por lapruebade hemagiutinacion
indirecta

a)- Se inactivan los sueros probiema a S6°C durante 30 minutos.

b)~ A todos 10s pozos de la microplaca de fondo en U se les agregan con una
micropipeta, 25u] de PBS a pH 7.2 adicionado de suero normai de conejo al
1% .

c)- Se colocan 25ul de suero problema-en el primer pozo, se mezcla y se

transfieren25u1al siguiente pozorealizandodtluciones seriadasy desechando
al final 25ui (diluciones de 1:2 a 1:1024). )
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d)- A cada dilucién de suero, se agregan 2511 de 1a suspensién sensibilizada
de células al 1.5%.

e)- Se coloca laplaca-en e} rotor de | a 3 minutos y posteriormente se deja
reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 horas cubriéndola; por Ultimo,
se realiza la lectura observando sobre un fondo blanco ¢ con la ayuda de un
espejo.

Controles requeridos:

a) Control de! diluyente

1.~ Se depositan 25 ul de PBS a pH 7.2 adicionado de suero normal de cone jo
al 1% en una hilera de pozos y se agregan 25 il de 12 suspenstén de células
sensibilizadas al 1.5%. Esta reaccién debera ser negativa.

b) Centrol de suero

1.- Se prueban las mismas diluclones del suero problema con eritrocitos sin
sensibitizar.

2.- Sehacen lasmismas diluctones del suero control positivo agregando 25ul
de eritrocitos sensibtlizados.

3.- Se realiza la misma operacian con un suero negativo conocide.

Interpretacion de resultados

Se leen los patrones de las células en el fondo de 10S pozos.Unareaccidn
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positiva se indica por una aglutinacion en forma homogénea en el fondo del
pozo. Una prueba negativa es aquella en la cual las células forman un botén
compacto o un anillo en el centro del pozo.

En los pozos correspondientes al testigo negativo con eritrocitos
sensibilizados no debe haber reaccion. En 1os pozos del testigo positivo de la
prueba debe presentarse una hemaglutinacién completa de los eritrocitos.
En los pozos correspondientes a los que tienen el suero problema con
eritrocitos no sensibilizados no debe haber reaccién. En los pozos que
corresponden a 1as diluciones del suero problema, el titulo de anticuerpo es
tgual a 1a mayor dilucién en la que aun se presenta hemaglutinacién.

Variables analizadas en 1a prueba de hemaglutinacion indirecta
Amortiguadores

Paralapreparaciondel acido tanicodtluidoy del sueronormal de conejo
al 1%, asf-como para el 1avado de los eritrocitos y su tanado, se probaron los
amortiguadores de fosfatos apH 7.2y 6.0 (0.15 M).

Para la sensibilizacién de los eritrocitos y 1a dilucion del antigeno se
probaron los amartiguadores de fosfatos a pH 6.4y 8.0 (0.15M).

Eritrocitos

Se realizd la prueba de hemaglutinacion utilizando eritrocitos de
carnero y eritrocitos de humanos tipo "0, conservados en solucion de Alsever. .

47



Soluciéri de acido tanico

Al mismo tiempo se prueban diferentes concentraciones del acido
tanico para el tanado de los eritrocitos, con las diluciones 1:20,000 y
1:10, 000.

Diluyente

Se emplean 2 diferentes diluyentes, suero normal de conejo al 1% en
P8BS a pH 7.2 y gelatina al 1% en PBS a pH 7.2. El suero normal de
conejo se utiliza inactivado a S6°C durante 30y 40 minutosy sin inactivar;
también se prueba absorbiendo durante 1 hora con agitacién suave con un
volumen fgual de paquete de eritrocitos de carnero.

Tiempos de incubacién
Se reallzan pruebas en donde se emplen diferentes tiempos de
incubactién para el tanado y la sensibilizacion de los eritrocitos: 15 minutos

a 37°C en bafio de agua, 15 minutos a 37°C en la Incubadora, 30 minutos a 37°C
en bano de agua y 30 minutos a 37°C en incubadora.

Sueros humanos

Ya mencionados en material.
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Placas para microtitulacién

Se emplean dos diferentes tipos, placas de fondo en U clave 3797 y
placas de fondo en V clave 3897, ambas de marca Costar.

Antigeno

Se prueban los siguientes antigenos, extracto salino de 1a cepa 995 de
Brucella abortus Rulz CastafedaModificado (RCM-BA) a una concentracion de
5.4 mg/mi, extracto salino de la cepa M-16 de Brucella melitensis Ruiz
Castafieda Modificado (RCM-BM) a una concentraciéon de 10.7 mg/ml. Los
antigenos se usan a diferentes concentraciones y diluciones:

8. melitensis M=16: 1:10 (1,070ug/m1), 1:20 (535ug/ml), 1:40 (267.5pg/
ml), 1:80 (133.75ug/m1), 1:160 ( 66.87ug/ml).

B. abortus 99S: 1:10 (S40ug/ml), 1:20 (2704g/ml). 1:40 (135ug/ml), 1:80
(67.519/ml), 1:160 (33.7Sug/m.

Lecturas
Las placas se dejan reposar diferentes tiempos, durante 2 horas

2 temperatura ambiente, | hora a 37°C y 14 horas enrefrigeracién, 2 horas
a temperatura ambiente y 14 horas en refrigeracién.

Obtencién del antigeno 8. melitensis M-16

El antigeno utiiizado es el RCM-BM, que es un extracto crudo de 12 cepa
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"M-16 de B. melitensis obtenido por el método de Ruiz Castaieda modificado
(RCM). La cepa de B. melitensis 'M-16 se encuentra congelada a -70° en
criotubos los cuales tienen 2 ml de la suspension bacteriana en glutamato de
sodio como soporte crioprotector.

Elprimer diase descongela el criotuboprocediéndose a sembrar 7 tubos
con medio Inclinado (medio cuenta en placa 0.85% marca Difco, Dextrosa 1%,
Glicerol 1%, Agar 2%), colocando una gota de la suspension y girandolos para
que se cubra toda la superficie, se siembran también dos placas de agar soya
tripticasa (TSA) por estria con una gota de 1a suspension bacteriana. Se
incuban a 37°C durante 24 horas y se determina la pureza por morfologia
microscépica y colonial; verificar si el cultivo estd puro y en fase lisa por
aglutinacion con acriflavina, se realiza aglutinacién con suero polivalente
para verificar que las bacterias son del género Brucella.

Se agregan 3 ml de caldo Brucella a los tubos inclinados para
resuspender el crecimiento inoculandose 0.5 mi a 10 frascos con el mismo
medio de cultivo mencionado anteriormente, se agitan de manera que la
superficie del medio quede bafada por 13 suspension, sembrandose también dos
nlacas de TSA para pruebas de control, se incuban a 37°C durante 24 horas.

Después de 1a incubacion se realizan 1as pruebas de purezamencionadas
anteriormente. Se revisa que lamorfologia del crecimiento en los frascos sea
la caracteristica.

Se agregan 6 m! de caldo Brucella a cada frasco para resuspender el
crecimiento, se toman 2 m1 de 12 suspensién y se inocuian 1as botellas de Roux
con el mismo medio de cultivo que se incuban a 37°C durante 48 horas.



‘Se exarnina el crecimlento de las botellas de Roux y se cosechan
agregando 20 ml de solucion salina fenolada al 0.5% (SSF) a cada una para
tnactivar lasbacterias, sefiltranatravésdealgodony gasaestéril colectandole
en un matraz. A 1a suspension asi obtentda se le realizan 13s mismas pruebas
de pureza.

Las células cosechadas se dejan en refrigeracion durante tres dias,
después se centrifugan a 6,000 rpm durante 20 minutos descartando el
sobrenadante, el paquete celutar sé resuspende con SSF y as{ se realizan dos
lavados mas con solucién sallna tsoténica (SSI) para eliminar los restos de
medio de cultivo, se colocan en un matraz conteniendo perlas de vidrio,
de jandose en agitacion durante 24 horas a 4°C, se centrifugan para separar el
sobrenadante, al que se le cuantifican 1as proteinas por el método de Lowry,
se distribuye enviales y se almacena a -20°C. De igual manera, e} antigeno 995
RCM-BA se obtiene por el mismo procedimiento.

2.3 Analisis Estadistico

Paralavaloracion de los resultados obtenidos se utilizé 1a estadistica
descriptivaasoctada alas tabias de contingencia o de doble entrada, mediante
ias cuales se determinan los valores de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos.

Sensibiltdad. En inmunoserologia este término denota la capacidad de
unprocedimiento para detectar muy pequenas concentraciones de una sustancia.
E]1 método de prueba ideaimente sensible es aquél que encuentra un resultado
positivo, cuando el verdadero estado de la muestra es positivo. Un resultado
negativo falso ocurre cuando 1a prueba es negativa pero el verdadero estado de
la muestra es positivo. :
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Especificidad. Tiene dos caracteristicas, la primera es aquélla que
determina su capacidad para encontrar un resultado negativo de la prueba,
cuando elverdadero estado de lamuestraesnegativo.Lasegunda caracteristica
del concepto es el refacionado con la presencia de las llamadas reacciones
cruzadas.

Los valores predictivos describen el valer de 1as pruebas tomando en
cuenta la prevalencia real de 1a infeccién en 12 poblacion que se analiza Por
lo tanto, el valor de una prueba puede no depender de su sensibilidad y su
especificidad, tanto como depende de la poblacion analizada.

El valor predictivo positivo es 1a frecuencia de {ndividuos infectados
entre todas las personas con resultados positivos.

Eivalorpredictivonegativoeslafrecuenciade individuosno infectados
entre todas las personas con resultados negativos.

Reproducibilidad. Representa la magnitud de las diferencias entre los
resultados cuantitativos enrepetidos ensayos en lamismamuestra, sin tomar
en cuenta el valor verdadero de 1a sustancia medida. Entre menores sean las
diferencias entre los resultados obtenidos con los ensayos repetidos, mas
grande sera la precision del procedimiento.
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TABLA DE CONTINGENC!A O DE DOBLE ENTRADA

MAP
+ -
A B
.
PV NF
HAP
C D
PF NV
A
SENSIBILIDAD= ~————— X 100
A+ C
D
ESPECIFICIDAD= e X 100
D+B
A
VALOR PREDICTIVO POSITIVO= X 100
A+ B
D
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO® —————— X 100
D+ C

PV = POSIT!VO VERDADERO = A
NF = NEGATIVO FALSO =B
PF = POSITIVO FALSO =C
NV = NEGATIVO VERDADERO =D
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CAPITULO 11T
RESULTADOS

Como parte de! desarrollo de nuevos métodos diagndsticos, en el
Laboratoric de Brucelosis del INDRE, se llevé a cabo la estandarizacion y
evaluacién de la técnica de Hemaglutinacién indirecta (H1) con la finalidad de
contar con otra prueba de diagnéstico de rutina,

' Los resultados se presentan en tablasde 12 t ala 15,y los contenidos
de las mismas se describen a continuacion:

Determinacion del valor de corte para 1a prueba de hemaglutinacion
indirecta. Dicho valor se obtuvo sometiendo a la prueba de hemaglutinacion
indirecta los 150 sueros de personas clinicamente sanas, que acudieron a
consulta externa del Hospital Angeles del Pedregal y que no cursaban con
ninguna infeccion. E1 valor de corte correspondi6 a la dilucion 1:32, es decir,
los sueros que dieron un titulo mayor o igual a esta dilucién se tomaron como
positivos y l1os que dieron un titulo menor se constderaron como negativos.
También se lesrealizd las pruebas de aglutinaciénenplacaconantigeno tefido
con rosa de bengaia (RB) y microaglutinacion en placa (MAP) obteniéndose
resuitados negativos, TABLA 1.

Se procedi6 a evaluar 1a prueba de hemaglutinacién indirecta, para elio
se emplearon 2',4 sueros de personas gue acudieron para el diagnéstico al
Laboratorio de Brucelosis, los cuales se trabajaron simultaneamente con 12
pruéba de microaglutinacién en placa y aglutinacion en placa con antigeno
tefiido con rosa de bengala. Se correlacionaron los resultados de 1a prueba de

_H! con los de 1a prueba de MAP para determinar la relacion entre ambas
obteniéndose 1os resultados que se muestran en la TABLA 2.
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Se.correlacionaron también los resultacos de la prueba de H! con los.
resultados obtenidos en laprueba de RB, determinando larelacion entre ambas
pruebas, 10s resultados se muestran en ta TABLA 3,

Se de'termlnb la sensibilidad, especificidad y valores predictivos para
1a prueba de Hi tomando como prueba patrén el método de MAP a una dilucidn
de 1:160, como valor de corte y de significado diagnéstico. Se utiitzé la
estadistica descriptiva mediante las tablas de contingencia o de doble
entrada, obtenténdose unasensibilidad del 97% y unaespecificidad del 927 asi
como un valor predictive positivo del 95% y un vaior predictivo negativo del
95%, los resultados se muestran en la TABLA 4.

Para la determinacién de reacciones cruzadas con la prueba de HI, se
sometieron a dicha prueba 31 sueros con diagnéstico de célera trabajados
simuitaneamente también por las técnicas de RB y MAP, en donde 27 sueros
fueron negativos por las tres pruebas y 4 fueron positivos para Hl con titulos
de 1'32y 1:64, los resultados se muestran en 1a TABLA 5.

También se analizaron 20 sueros positivos para Salmonella por las tres
pruebas(HI,RB,MAP) paraladeterminaciondereacciones cruzadas obteniéndose
resultados negativos paraMAP y RB, por Hl se obtuvieron titulos de }:2, 1:4
y 1.8 los cuales se consideran negat!vos; los resultados se muestran en la
TABLA 6. Losresultados de ambos grupos de sueros positivos a Saimonella y V.
cholerae , por 1a prueba de H! se muestran en 12 TABLA 7.

Se estudiaron 28 sueros de personas clinicamente sanas de un area
endémica del estado de Puebla para determinar 1a presencia de anticuerpos
anti-Brucella obteniéndose titulos de 1:2a 1:16, los resultados se muestran
en la TABLA 8.



Se trabajaron 26 sueros de personas con cultivo positivo para Brucella
par las tres pruebas {(HI,RB,MAP), ya que como sabemos el aislamiento de la
bacteria es 1a prueba que realmente confirma la infeccion por Brucella, los
resultados se muestran en la TABLA 9.

Se calculo la reproducibilidad de 1a prueba de H! con 115 sueros
positivos escogidos al azar de os demas sueros trabajados, se corrieron en
dos distintos dias, obteniéndese un 85% de reproducibilidad, los resultados se
muestran en 1a TABLA 10.

Se determind el nUmero de muestras en que coincidieron los titulos de.
cada uno de 10s S grupos de sueros analizados, trabajados por 1as tres pruebas
(HI,RB,MAP) los resultados se muestran en 1as TABLAS 11 a 15.



TABLA1

DETERMINACION DEL VALOR DE CORTE PARA LA PRUEBA DE
HEMAGLUTINACION INDIRECTA (H!) EN 150 SUEROS

DE PERSONAS CLINICAMENTE SANAS.

HI NEG 1:2 14 - 18 1:16 132 | 1:64

SANOS| 127 6 10 4 3




TABLA 2

CORRELACION DE VALORES OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS DE

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (Hl) Y MICROAGLUTINACION

ANTICUERPOS ANTI-Brucella.

EN PLACA (MAP) EN LA DETERMINACION DE

Hl| NEG 1:4 1:8 [ 1:16 | 1:32 | 1:64 |1:128(1:256(1:512{1: 1024
MAP {*")

NEG () 21 7 5 7

1:40 11 6 1 3 1 1

1:80 3 5 7 1 1 2

1:160 1 1 5 3 7 13 i3 2
1:320 1 1 3 6 19 12
1:640 1 5 5 7.
1:1280 ' 1 14
1:2560 4 7
1:6120 1
TOTAL 37 18 14 11 6 6 11 28 40 43

() INCLUYE DILUCION 1:10y 1:20

(**) INCLUYE DILUCION 1:2




TABLA 3

CORRELACION DE VALORES OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS DE
HEMAGLUTINACION INDIRECTA (H1) Y ROSA DE BENGALA
(RB) EN LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS

ANTI-Brucella.

HI INEG | 14 | 1:8 | 1116 | 1:32 | 1:64 [1:128(1:256]1:512(1: 1024
RB (&)

NEG (°} 17 11 2 1 1

1:40 17 4 8 2 1 1 1 2

1:80 2 4 5 5 8 1
1:160 1 3 1 2 3 7 4 2
1:320 1 2 5 2 2 20 26 40
TOTAL a7 18 14 11 6 6 11 28 40 43

(*) INCLUYE DILUCION 1:10 Y 1:20
(**) INCLUYE DILUCION 1:2




TABLA 4

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS

DE tA PRUEBA HEMAGLUTINACION INDIRECTA (H).

MAP 1:160
+ - TOTAL
+ 128 6 134
HI 1:32 - 4 76 80
TOTAL 132 82 214
SENSIBILIDAD 97%
ESPECIFICIDAD 92.60%
VALOR PREDICTIVO POSITIVO 95.00%

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO 95%



TABLA S

RESULTADOS DE 31 SUEROS CON DIAGNOSTICO DE COLERA

AL ANALIZARLOS POR LAS 3 PRUEBAS (Hi, MAP, RB).

SUEROS HI MAP RB
1 0 0 0
2 0 1:20 0
3 [ 1:40 0
4 0 1:40 0
5 1:2 0 0
] 1:2 1:20 [
7 1:4 ] 0
8 1:4 0 0
9 1:4 0 0
10 1:4 0 [{]
1 1:4 ] 0
12 1:4 0 0
13 1:4 0 4]
14 1:4 1:20 0
15 1:4 1:20 0
16 1:4 1:20 4]
17 1:4 1:20 ]
18 1:4 1:20 0
19 1:4 1:20 0

20 14 1:40 0
21 1:8 1:20 0
22 1:8 1:20 0
23 1:8 1:20 0
24 1:8 1:20 1]
25 1:8 1:20 0
26 1:16 1:20 Q-
27 1:16 1:40 0
28 1:32 0 1:40
29 . 1:32 1:320 .1:320
30 1:32 1:640 1:320
31 1:64 1:80 1:40




TABLA 6

RESULTADOS DE 20 SUEROS POSITIVOS A Salmonella AL

ANALIZARLOS POR LAS 3 PRUEBAS (Hi, MAP, RB).

SUERO R8 MAP HI "o "H*
1 - - 1:4 1:80 1:160
2 - - - 1:20 1:80
3 - - 14 1:40 1:40
4 - - 12 1:40 1:40
5 - - 14 1:320 1:160
6 - - - 1:80 1:80
7 - - 1:2 1:20 1:80
8 . - 14 1:160 1:160
9 - - 1:2 1:80 1:80
10 - - 1:4 1:80 1:20
11. - - - - 1:80
12 - - 1:2 - 1:40
13 - - 18 1:20 11160
14 - - 1:2 - 1:40
15 - - 1:2 - 1:20
16 - - 1:2 1:20 1:160
17 - - 1:2 1:20 1:40
18 - - - 1:2 1:40 1:80
19 - - 1:4 1:80 1:320
20 - - 12 1:20 1:160




TABLA?7

RESULTADOS DE SUEROS POSITIVOS A Saimonella Y A Vibrio cholerse

ODTENIDOS POR LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI).

HI NEG ). 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

Salmonslla 4 9 6 1

V. cholerae 4 2 14 5 2 3 1




TABLAS

VALORES OBTENIDOS POR LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION
INDIRECTA (HI) EN 28 SUEROS DE PERSONAS SANAS
DEL ESTADO DE PUEBLA.

HI NEG 1:2 1:4 18 1:16 1:32 1:64

SANOS 3 7 8 8 2




TABLA S

RESULTADOS DE 26 SUEROS DE PACIENTES CON CULTIVO
POSITIVO A Brucella AL ESTUDIARLOS POR LAS 3 PRUEBAS

(Hl, MAP Y RB).
SUERO RB MAP Hi
1 1:320 1:320 1:64
2 1:80 1:80 1:1024
3 1:320 1:1280 1:1024
4 1:320 1:2660 1:1024
] 1:320 1:1280 1:1024
6 1:320 1:2560 1:2048
7 1:320 1:2560 1:2048
8 1:320 1:1280 1:2048
9 1:40 1:160 : 1:512
10 1:40 1:160 1:512
‘11 1:320 1:2560 1:1024
12 1:40 1:160 1:256
13 1:320 1:1280 1:2048
14 1:160 1:1280 1:2048
15 1:320 1:1280 1:2048
16 1:320 1:160 1:32
17 1:320 1:1280 1:1024
18 1:320 1:640 1:256
19 1:320 1:320 1:256
20 1:320 1:320 1:1024
21 1:320 1:320 1:1024
22 1:40 1:20 1:16
23 1:80 1:20 1:16
24 1:80 1:20 1:16
25 1:320 1:320 1:512
26 1:80 1:640 1:1024




TABLA 10

DETERMINACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LA PRUEBA

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) OBTENIDA DE 115

SUEROS DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS.

R ¢ NEG

R2

1.4

1:8

1:16

1:32

1:128

1:256

1512

1:1024

1:2048

NEG

33

1:4

18

1:16

1:32

1:64

1:128

1:256

1:512

1:1024

1:2048

TOTAL

36

14

16




TABLA 11

FRECUENCIA DE TITULOS OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS

(HI, MAP Y AIB) EN 214 SUEROS DE PERSONAS

CON DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS.

HI MAP RB FRECUENCIA
4] 0 [1]
1] [} 120
[ o . 1:40
4] 1:20 []
0 1:20 120
[]] 120 1:40
0 40 [1]
[]] :40 1:40
[ 40 1:80
[1] 80 1:40
1] 80 1:80
1:2 [1] ]
1:2 20 1]
1:2 20 1:40
1:2 40 1:40 3
1:2 :80 ] 2
1 1:80 1:40
1% 1:320 1:40
1: 1:640 1:320
14 0 0
14 ] 1:40 2
1:4 1:20 1:20
1:4 120 1:40 1
1:4 40 )] 3
14 40 1:20 1
1:4 40 1:40
4 80 []] 4
4 80 1:40
4 80 1:160
4 1:80 1:320 2
:8 1] [1] 1
13 120 ]
i 20 1:40
18 40 1:40
8 80 40 4
8 :80 80 3
:B 1:160 80
1: [ 0 1
1% 1:20 1:40 1
B 120 180 5
i 1:40 1:40 1
6 1:40 1:160 2
116 1:160 1:160 1




TABLA 11

CONTINUACION
1:32 1:40 1320 1
1:32 1:160 2150 1
1:32 1:160 1320 4
1:64 1:40 1:40 1
1:64 1:80 120 1
64 1:160 1:180 2
64 1:160 1:320 1
b4 1:320 1:320 1
1:128 1:80 1:160 1
1:128 ;160 1:80 4
1:128 160 1:160 2
1:128 1160 1:320
1:128 :320 1:40
1:128 320 1:80
1:128 1:320 1:320
1:256 1180 1:40 1
1:256 1160 1:160 7
1:256 <160 1:320 5
1:256 320 1:320 [
1:256 640 1:320 5
1:256 1:2560 1:320 4
1:512 1:160 1:40 2
1:512 1:80 1:80 2
512 1:160 1:80 4
512 1160 1:320 7
512 320 1:80 2
512 1320 1:160 2
512 320 1:320 15
512 1:640 1:160 2
512 1:640 1:320 3
512 1:1280 320 1
1:1024 1:160 1160 1
1:1024 1160 320 1
:1024 320 1160 1
:1024 320 320 11
11024 840 1:80 1
11024 B840 1:320 [
21024 11280 320 14
11024 320 7
11024 :5120 1320 1




TABLA 12

fHECUENCIA DE TITULOS OBTENIDOS EN 31 SUEROS DE
PERSONAS CON DIAGNOSTICO DE COLERA POR LAS

3 PRUEBAS (Hl, MAP Y RB).
HI MAP RB FRECUENCIA
[ 0 o 1
0 1:20 0 1
0 1:40 0 2
12 [ )] 1
1:2 120 [ 1
1:4 0 0 7
14 1:20 [ 6
14 1:40 0 1
18 1:20 [} 5
1:16 1:20 0 1
1:16 1:40 [} 1
132 0 1:49 1
1:32 1:320 1:320 1
132 1:640 1:320 1
1:64 1:80 1:40 1




TABLA 13

FRECUENCIA DE TITULOS OBTENIDOS EN 20 SUEROS DE
PERSONAS CON DIAGNOSTICO DE SALMONELOSIS
POR LAS 3 PRUEBAS (HI, MAP Y RB).

Hi MAP RB ) FRECUENCIA
0 0 ] 4
1:2 o 0 9
1:4 0 g 6
18 0 0 1




TABLA 14

VALORES DE FRECUENCIAS OBTENIDAS POR LAS
3 PRUEBAS (HI, MAP Y RB) CON 28 SUEROS DE
PERSONAS SANAS DEL ESTADO DE PUEBLA.

HI MAP RB FRECUENCIA!
o 0 0 2
0 1:20 0 SR
1:2 0 0 6
1:2 1:80 o 1
1:4 0 0 7
1:4 1:80 0 1
1:8 0 o 8
116 0 o 2




TABLA 15

FRECUENCIA DE VALORES OBTENIDOS POR LAS 3
PRUEBAS (Hi, MAP Y RB) EN 150 SUEROS

DE PERSONAS SANAS.
HI MAP RB FRECUENCIA
0 (] 4] 112
0 1:20 0 13
1] 1:40 0 2
1:2 0 0 (]
1:4 0 0 10
1:8 0 [\ 3
1:8 1:20 0 1
1:16 ] 0 2
1:16 1:20 0 1




CAPITULO 1V
DISCUSION DE RESULTADOS

Durante la ejecucion de la prueba el amortiguador de fosfatos que se
selecciond parael tanado de loseritrocitos fué el PBS apH 7.2, yaque se probé
el de pH 6.0 observandose que los eritrocitos son dificiles de resuspender, a
pH 7.2 no se dificulta esto; {gualmente es Util tanto para 1a preparaci6n del
acido tanico como de la del suero normal de conejo al |R.

Paralasensibilizaciénde los eritrocitos se selecciond el amortiguador
de fosfatos apH 6.4, ya que cuando se trabajé el de pH 8.0 se observéd que
habia un cierto grado de hemdlisis en los eritrocitos, asociado-con la
dificultad de resuspender 1as células en los lavados; Incluso, se tenfa que
preparary sensibilizar nuevamente, por 1o que se decidié utilizarel pHde 6.4
al no observarse dificultad en la resuspensién ni en l‘a hemélisis.

La preparacién de los amortiguadores de fosfatos se hacla cadavez que
se montaba la técnica, preparando sélo lo necesario para trabajar, aunque
ocasionaimente se puede almacenar a 4°C, comprobando que al usarlos no estén
contaminados por hongos y que el pH no haya variado.

Para este trabajo se emplearon eritrocitos de carnero y eritrocitos
humanos tipo 0", 1os cuales se colectaron asépticamente en igual volumen de
solucion de Alsever y se refrigeraron a 4°C por 1o menos de 3-4 dias antes de
usarse. Los resultados obtenidos con ambos fueron similares, aunque los
eritrocitos humanos son mas sensibles para el tanado.

Se dec!di¢ trabajar con los eritrocitos de carnero ya que fueron 10s mas

56



faciles de obtener en cantidad y 1os mas satisfactoriamente probados por
"varios autores

Serecomiendatrabajarconeritrocitos de lamismaespecie paraevitar
dificultades causadas porlapresencia, enel suero, de aglutihlnasnohom()logas
contra los eritrocttos; se absorbieron los sueros trabajados con un paquete
celular, y de esta manera, quitar 1as aglutininas no especificas que podrian
lisar a los eritrocitos. ‘

Se empled &cido tanico en una concentracion final de 1:20,000 a
1:40,000 para estabilizar 1a membrana de los eritrocttos Se decidié uttlizar
ladiiucién 1:20,000 ya que con la segunda se observé aglutinacion espontanea,
ademas de que los erftrocitos se lisaban.

Serecomienda tratar 10s eritrocitos tanados con formol para evitar su
lisis, en el presente trabajo no se realizd, ya que se preparaban cada vez que
se montaba la técnlta, utflizando acido tanico dilutdo fresco, ya que éste
tiende a oxidarse y no funciona para tanar otro lote de células.

Elacido tanico se prepard con PBS apH 7.2 puesto que a éste no se lisan
los eritrocitos. £l tanado se tleve a cabo a 37°C aunque también se observd que
es efectivo a temperatura ambiente y durante un periode de 15 minutos,
lavando posteriormente para eliminar el exceso de acido tanico. ’

El suero normal de conejo al 1% es el diluyente que se selecciond para
trabajar, éste actUa como protector de los erttrocftos durante los lavados que
se hacen después de haberios sensibilizado evitando que éstos se lisen. El
suero normal de conejo se diluyd al 1% con PBS apH 7.2 ¥ se inactivo a S6°C
durante 30 minutos, se absorbié con igual volumen de paquete de eritrocitos

57



de carnero lavados durante una hora a temperatura ambtente con agitacion
suave, esto se realiza ya que hay proteinas presentes en el suero, que pueden
acscrperse en los eritrocitos o reemplazar varias de las moléculas de
antigenos soore la superficie de éstos y aglutinarlos, dando reacciones
inespecificas.

También se trabaf6é con gelatina, la cual es una proteina que actla
1guaimente que el suero normal de conejo, los resultados obtenidos fueran
semejantes a los del sueronormal de cone jo, perono se trabaj6 conéstayaque
se decidi¢ sequir la técnica de Boyden.

Los sueros que se trabajaron se inactivaron a 56°C durante 30 minutos
yaque elcomplemento lisalos eritrocitos sensibllizados ocastonando errores
en 2 técnica Inicialmente se probaron sueros sin desactivar y se observd
aglutinacidn, por lo que se decidio inactivarlos, ademas de que es mas seguro
trabajarios er esta forma ya que 2l mismo tiempo se inactivan los virus que
c.ucieran estar presentes.

Los sueros se absorbieron con el paquete de eritrocitos de carnero
tzsagos (volumen a volumen durante 10 minutos a temperatura ambiente),
estoserealizéparaeliminar los anticuerpos heteréfilos que podrian aglutinar
tnespecificamente a los eritrocitos.

Los sueros que se contaminaron se filtraren a través de una membrana
de 0.45um ya que si se hubleran trabajado contaminados los resultados

obtenidos tendrian alterado el titulo dando falsns negativos.

Igualmente, se pudo observar que cuando 10s sueros se descongelaban
para hacer una determinacién y se volvian a congelar huevamente, los titulos
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bajaban, por 10 que se tomaron alicuotas y se congelaron en forma individual,
- con'lo cual, cuando se requeria, se tomaba la alicuota de manera que 1as que
no se trabajaran se mantuvieran congeladas.

El antigeno que se selecciond fué el extracto salino de lacepaM-16 de
B.melitensis Ruiz CastafiedaModif icado (RCM-BM) auna concentraciénde 10.7
mg/ml. Para la determinacién de la concentracién optima se realizaron

“diluctones (1:10, 1:20, 1:40, 1:80) sensibilizandose 10s eritrocitos con cada
dilucidn del antigeno. Ladilucidon éptima que dié me jor resultado fué 1ade 1:20
(0.535mg/mi)yaque fué 1lamas baja concentracién de antigeno que did el mas
alto titulo con el suero inmune y no reacciond con el suero negativo.

La sensibilizacion de los eritrocitos tanados con el antigeno se ilevd a
cabo entre 10 y 30 minutos de incubacidn a 37°C, observandose resultados
satisfactorios, aunque se decidié dejar 1S minutos para que se adsorbiera
completamente, también se observé que la temperatura ambiente es efectiva
para adsorber el antigeno.

Se realizaron tres lavados con SNC al 1% (PBS 7.2) después de la
sensibilizacion para eliminar el antigeno libre, ya que de otra manera se
podrian ocasionar aglutinaciones inespecificas puesto que el antigenc estaria
en exceso.

La prueba se llevo a cabo en microptacas de fondo en Uy de fondo en V,
selecionando la primera ya que se aprecia mejor 1a aglutinacién y el botén
compacto, puesto que en 1as sequndas se observaunadiferenciaeniaforma detl
sedimento; 1a aglutinacién se observa como puntos discretos, mientras que la
no aglutinaciénse observa como una linea, no distinguiendo claramente estos
sedimentos en lade fondo en V. Las lecturas de 1as microplacas se realizaron
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. después de dos horas a temperatura amblente, no encontrando variacion en los
resultados obtenidos con respecto a las otras lecturas, los resuitados
cambtaron un titulo después de refrigerar tas placas

En los 150 sueros de tndividuos clinicamente sanos y que no presentan
infeccion alguna o sintoma especifico, no se excluyd 1a posibitidad de que
presentaran anticuerpos contra alguna de las especies de Brucella, por 10 que
se les realizaron las pruebas serolégicas de rutina que se emplean para el
diagndstico de brucelosis (RB y MAP), resultando negativas.

Estos sueros se corrieron por Hi para determinar el valor de corte de la
técnica, encentrando los titulos entre 1:2 y 1:16, como todavia tres fueron®
positivos a ésta Ultima dilucidn, se decidié tomar 1a siguiente 1:32, como la
de valor con significade diagnoéstico o valor de corte para la técnica de Hi, ya
que 3 esta dilucion ningun suero resuitd positivo; considerando los titulos
1guales omayoresa 1:32 como posttivosy 1os sueros con titulos menores como
negativss.

Una vez establecido el valor de corte se analizé el grupo de 214 sueros
encontrandose que los resultados de HIl muestran correlacioncon ios obtenidos
en MAP, a partir de los titulos de significado diagnéstice, es decir que a la
dilucion 2n que se consideran como positivoes, correlacionan mas. De los
valores obtenidos, 128 resultaron positives con ambos métodos, 76 negativos
y 10 no coincidieron, observandose que el nimero de sueros falsos negativos
25 bajo

Por el contrario, no se observé l1aexistencia de buena correlacion entre
12s pruebas de H! y RB, ya que {32 resultaron qosltlvos con ambas pruebas, 26

negativos y 56 no coincidlieron, por lo gue la dispersion de los datos es muy
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_ grande, existiendo ademas un censiderable porcentaje de falsos negativos,
debido probablemente a que se utilizan diferentes antigenos

SeobtuvoparalatécnicadeHiunasensibilicad de 97%, unaespecificidad
de 92%, un valor predictivo positivo de 95% y un valor predictivo negativo de
95%, usando como prueba patrén iaMAP a una dilucion de 1-160 como valor de
significado dlagnoéstico, usandose la estadistica descriptiva mediante las
tablas de contigencia o de doble entrada. Los porcentajes obtenidos son
aceptables ya que se encontrd una relaciéon porcentual estrecha entre
sensibilidad y especificidad, 10 que le confiere confiabilidad a 1a prueba.

Enel trabajorealizado anteriormente por Renouxen 1980 conlatécnica
de HI, trabajando sueros de humanosy animales, encontrd que 1a técnica
es altdmente sensible y especifica para ia deteccion de anticuerpos contra
Brucella abortus, empleando como pruebas Da[rqﬁ a la de fijacion de
complemento y de aglutinacién en tubo. Igualmente, Corbel y Day en 1973,
determinaron que la HI es mas sensible que 125 pruebas de fijacion de
complemento, de aglutinacion en tubo y de agluttnacisn en placa con antigeno
tefildo con rosa de bengala, empleando antigenos dtrerentes (LPS vy
intracelulares) de Brucella abortus con suergs de ganado.

No obstante lo mencionado, no se pueden comparar los resultados
obtenidos en este trabajo con 10s de otros autores, debido a que ellos reportan
que la prueba es sensible y especifica, pero no mencionan los porcentajes que
obtuvieron, ademas de que se emplearon diferentes antigenos al utilizado en
este trabajo y se usé como prueba patrén la MAP.

Como se sabe, el lipopolisacarido se considera, por suinmunodominancia,
el antigeno de primeraeleccién para usarse en pruebas serolégicas, aunque se
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ha cemostrado que hay reacciones cruzadas del Hpopollsécérmo liso de
brucela con los lipopolisacéaridos de varias enterobacterias, las reacciones
cruzadas resultan de la presencia comun del N-acetii 4-amino-4,6-dideoxi~
D-manosa (N-acetil D-perosamina) en unidades repetitivas en la cadena O de}
LPSoantigeno somatico, tantoparabrucelacomo paraalgunas enterobacterias. -

Paradescartar laposibilidadde que sepresentaranreacciones Cruzadas
en 13 técnica de HI, se corrieron 31 sueros de individuos con diagndstico
de célera, donde 27 sueros fueron negativos y 4 sueros resultaron positives
(1:32y 1:64) paraHl y de estos mismos, 2 resuitaron positivos aRByMAP, cen
titulos de 1:320y 1:640respectivamente, y 1os otros dos fueron negativos.Los
titulos obtenidos en H)l estan cercanos al valor de corte, debiéndose
probatbliemente a una reacctén cruzada en un porcentaje bajo o a una mayor
sensiblitdad de HI. Por otro lado, l0s titules que se obtuvieron enMAP y RB son
significativos no descartando también la posib{lidad de una reaccion cruzada.
Se debe tomar en cuenta el tipo de antfgeno que se utiliza en cada pruebay su
pureza,yaque entremas puroestémas especifica seralaprueba, disminuyendo
13s reacciones cruzadas.

Conrespecto a los sueros de Salmonella, 1as pruebas serolégicas MAP
y RB dieron negativas, obteniendo también titulos bajos en H!, 1:2 2 1:8, que
no se consideran como positivos, se descartan asi la postbilidad de una
reaccién cruzada. Se eligieron 1os géneros Salmonella y Vibrie debido a que,
como previamente se menciond, presentan reacciones cruzadas con el género
Brucella .

Se estudié un grupo de sueros de personas del Estado de Puebla

aparentemente sanas, por serun areaendémica,enquienesnohabiaantecedentes
conocidos de contacto con Brucellapero gue tenlan probabllidades de haberlo
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;stauo. Se les'determing lapresenciade anticuerpos anti-brucela, obteniéngose

: t‘ltulos bajos de 1:2 a 1116 que se consideran como normales, por lo cual se
considera ausencta de anticuerpos anti-Brucella. Se podriapensar que hubiera
una alta incidencia, relacionandose con la ganaderia que se practicaen dicha
entidady con larelativa deficiencia en el contro! sanitario de 10s productos
carnicos y lacteos que 2111 se mane jan. Debido 2 que sélo se pudo obtenerun
pequefio grupo de sueros, estos resultados no son deter‘mlnantes. siendo
deseable reallzar un estudio con mas muestras, para tener valores mas
representativos y certeros.

Ya que la prueba definitiva para el diagnostico de brucelosis, eés el
aislamfento del agente'etlolégico. se trabajaron 26 sueros con cultivo
positivo para Brucella, realizandoles las pruebas serolégicas, RB, MAP y Hi'
encontrando que 1a mayorfa presentaba titulos altos por los tres metodos, con
excepcién de tres sueros que resultaron negativos, debido probablemente, 2
que cuando se relizaron las pruebas serolégicas los titulos habian bajado

Se determind la reproducibilidad de la técnica Hi obteniéndose un 85%
Los 11S sueros positives conocidos tomados al azar, se probaron en dos
diferentes dfas, paraobservar si 10s tftulas semantenian igual o semodificaban,
encontrando que 16 sueres cambiaron s¢lo un titule por arriba o por abajo de}
obtenido en la primera determinacién. Como estos representan un bajo
porcentaje de los sueros trabajados, se consideraaceptable lareproducibilidad
de 1a técnica; sin embargo seria recomendable realizarla en los 7 dias de
obtenida la muestra para evitar, en lo posibtle, este problema.

Se analizaron 1os sueros de personas con diagndstico de Brucelosis,
TABLA 11, queobtuvieron el mismo tftulo enlapruebade Hi, observandose que
los valores de los titulos con las pruebas RB y MAP rfueron diferentes,
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agemas de que presentan poca similitud en las tres pruebas por lo que 1a
frecuencia es muy variada, esto se puede deber principalmente, a que el
antigeno utilizado asi como ta escala de dilucion no sor 10s mismos, también
se tomaenconsideracion que 12 sensibilidady la espectficidad de cada téentca
son diferentes, por lo que es de desearse -y en algunos laboratorios asi se
realiza- se deben tomar en cuenta sélo los titulos que se consideran positivos
para cada método y para dar un diagnéstico, tomar en cuenta el titulo
que presenta el suero en dos técnicas. Se encontré ademas, que los titulos
se van incrementando en MAP y RB a medida que también van aumentando los
titulos en Hi, es decir que hay un aumento en el nimero de sueros con tituto
seme jante que se consideran como positivos, asi como en los titulos de los
sueros considerados como negativos, disminuye el nitmero con 1gual titulo

Al:xallzanqo 10s resultados de la TABLA 12, se encontro que en la
frecuencia presentada en los 31 sueros de célera trabajados, no se observa
similitud, por lo que ésta varia. También se encontré que 4 sueros presentan
titulos con valor diagnéstico en Hl, podria pensarse en la posibilidad de que
se trate de una reaccion cruzada; sin embargo, se aprecia que con las otras dos
técnicas (MAP y RB) los titulos de estos mismos sueros son attos, por 10 que
queda mucho en duda la presencia de antigenos comunes.



CONCLUSUIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio realizado con
las diferentes poblaciones de sueros, la técnica de Hemaglutinacién
Indirectz mostro ser conflable, sensible, especifica, reproducivle

y con valores predictivos satisfactorios.

La prueba de He_maglutlnaclén Indirecta es facii de realizary
econdmica, pudiéndose implementar en cualquier laboratorio QE
diagnostico ya que no requiere de equipo y reactivos costosos,
siende una opcidn mas para el diagnéstico de la brucelosis humana.
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ANEXO

Reactivos:
Eritrocitos de carnero

L2 sangre de un carnero se colecta en condiciones estériles en un
volumen fgual de solucién de Alsever, se conserva en refrigeracion a
temperaturas entre 4y 8°C
Sciucion salina~amortiguador ae fosfatos, pH 7.2 y pH 6.4
Se preparan 3 soluciones concentradas:

@, Solucion A

Nz HPO,.. 2030 g
~5.3 destilaca.. .. ..1000 m}
£) Solucién B

KHZPO s e, 2040 g

Agua gestilada......... 1000 mi
c) Solucién C

NaCh. ... o .88 @

Agua destilada................ 1000 ml



PBS pH 6.4 (0.15M)

Solucidn de Alsever

Dextrosa
Citrato de sodio (dihidratado)................
Acido citrico (monohidratado)..

Cloruro de sodio..
- Agua destilada

420 g
1000 - ml

- Se esteriliza en autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos,
se ajustael pHa6.1.Conestasolucion se puede preservar las células (gidbulos
rojos de carnero) hasta un mes después de su cbtencién, empleandose volumen
a volumen.

Solucién de dcido tanico 1:20,000

Se prepara una solucidn fresca de acido tanico al disolver 10 mg de
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acfdo {grado reactive) en 10ml de PBS, pH 7.2 Estasoluctén 1:10,000 se
diluye 1:20 para obtener la dflucion 1:20,000 usada en la prueba ( 2.0 ml de
1.10,000 en 38 ml de PBS, pH 7.2). Si las células no muestran efecto de
tanizado o si ocurre aglutinacién espontanea, se deben probar otras
concentraciones de acido tanico para determinar l1a optima dilucién para
tanizar un lote de células en particular,

Solucién de suero normal de conejo 2l 12 (SNC)

Se inactiva el suero de conejo por calentamiento a S&°C durante 30
minutos y se absorbe durante una hora con agitacion suave, con un volumen
fgual de paquete de eritrocttos de carnero lavados.

E! suero inactivado se guarda en refrigeracion y antes de usarse se
vuelve acalentar a 56°C, 10 minutos. Se diluye 1:100 con PBS pH 7.2. St el
diluyente reacciona con los eritrocitos tanizados o los sensibilfzados,
osscartarlos y reemplazarlos con suero de conejo no tnactivado.

Suero humano

El suero por probar debe calentarse a S6°C durante 30 minutos y
absorberse con unvolumen igual de paquete de eritrocitos de carnero tavados,
durante una hora a 37°C y con agitacién suave.
Antigenos

Se realizan previamente pruebas con distintas concentraciones del

antigenoy un suero conocido para determinar la concentracidn sensibiiizante
optima.
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