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" LA HEMAGLUTINACION INDIRECTA APLICADA 

AL DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOSIS 

HUMANA" 



1NTRODUCC1 ON 

La brucelosls es una antropozoonosls de distribución mundial que 

afecta principalmente a los paises con ganado caprino y/o bovino. Es una 

enfermedad Infecciosa causada por bacterias del género Bruce/la, dentro de 

éste, se COf!Slderan tres especies como patógenas para los animales y el 

hombre: B. abortus con 9 blotlpos, B. me/ftensls con 3 blo\lpos y B. suis con 

cuatro; sin embargo, se conocen otras tres especies: B. neotomae, B. ovis y B. 

can Is e 10,20,25,32). 

E.n México, el 90% de los casos tienen su origen en ios caprinos, sleMo 

B. me/ftensls el agente causal más Importante de la brucelosls humana en 

nuestro pals. No obstante, se ha comunicado el aislamiento de cuatro de las 

especies de Bruce/la: B. melltensts que es la especie más patógena para el 

hombre y cuyos hospederos animales son cabras y borregos, B. abortus, menos 

patógena, Infecta principalmente bovinos, B. suis comparable a B. me/1tensis 

en cuanto a su virulencia, se encuentra en cerdos, y B. cants en perros C lo, 

23,32,33,35). 

Se transmite de los hospederos animales al hOmbre mediante ingestión 

de productos procedentes de dichos animales como leche y sus derivados no 

pasteurizados; por contacto con animales enfermos o sus tejidos tales como 

sangre, placenta, retos abortados y orina También se ha reportado transmisión 

mediante transfusión de sangre de Individuos enfermos, por Inoculación 

accidental en el laboratorio y por Inhalación a través de las mucosas (6,20,25; 

32) 

El periodo de Incubación es de dos a tres semanas, aunque pueden 

observarse periodos más largos, hasta de tres a cuatro meses (25,35). La 



brucelosls presenta slntomas agudos como fatiga, escalofrlos, dolor de 

cabeza y sudoraciones nocturnas, Que se presentan durante un tiempo Que 

dependera de las cono1c1ones del Individuo, asl como de la virulencia de la cepa 

!;stos casos de brucelos1s que se podrlan cataiogar como tiplcos, son rácll~s 

de Identificar; sin embargo, la enfermedad puede presentarse en ~tras dos 

formas: la subclfnlca, en la cual los slntomas son Inexistentes o muy leves 

y puede cursar en forma lnaparente; en algunos pocos casos se resuelve en 

forma favorable sin nlngun tratamiento, pero en la gran mayorla no sucede asl 

y se desarrolla la otra forma que es persistente y que es la crónica. Esta úl t lma, 

también pue~e ser el resultado de una brucelosls aguda tratada en forma 

Inadecuada 

En vista de que la brucelosls puede simular una gran variedad de 

enfermedades, el diagnóstico clfnlco sólo podrá confirmarse con pruebas de 

laoorator10, prlnc1palmente en aquellos casos en que se sospechen formas 

crónicas o subclfnlcas de la enfermedad (32,35). 

Se realizan pruebas serológlcas para determinar la presencia de 

anticuerpos especfflcos en el suero y para observar el Incremento del titulo 

en la brucelos1s aguda. 

Se usan en general cuatro pruebas para cubrir las posibilidades de una 

enfermedad aguda o crónica, las cuales son: aglutlnac 1 ón en placa. con anti geno 

teñido con rosa de bengala, aglutinación estandar en tubo, aglutinación en tubo 

con 2-mercaptoetanol y la prueba de Coombs; el comportamiento de éstas es 

diferente en los casos de brucelosls aguda o crónica, 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 diagnóstico 

( 19,35). 
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Durante el curso de la Infección se producen anticuerpos de las clases 

lgM, lgG e lgA. Las aglutlnlnas contra Bruce/la aparecen al final de la primera 

semana y alcanzan su maxlmo entre la segunda y la cuarta. Estas aglutlnlnas 

corresponden a lgG e lgM. Los anticuerpos lgG prácticamente desaparecen 

después de los se1 s meses de evo lución del padeclm lento, perslst iendo los lgM 

(7 ,22,23 ,32). 

Lo anterior ha conducido al desarrollo de metodologla que elimine los 

inconvenientes mencionados y para ello se han empleado otros métodos como: 

lnmunodl f uslón doble, 1nmunoe lectrof ores Is (46), contra lnmunoe lectrororesls 

y recientemente otros métodos de mayor sensibilidad como el 

radlolnmunoanallsls (27) y el análisis lnmunoenzlmátlco (5,7,22,29,39,47). 

En e.1 presente trabajo se realizará la estandarización de la técnica de 

hemaglutaclón Indirecta, la cual es sensible y fácil de realizar por lo que su 

empleo se ha difundido ampliamente para el diagnóstico de un gran número de 

enfermedades, ya que se utl llzarácomparándola con las técnicas de aglutinación 

en placa con anti geno teñido con rosa de bengala y mlcroaglutlnaclón en placa 

para la cuantificación de anticuerpos presentes, aún en cantidades muy 

pequeñas 
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OBJETIVOS 

Estandarizar la técnica de hemaglutlnaclón Indirecta como una prueba 

mas en el diagnóstico de la brucelosls humana 

Determinar Ja sensibilidad, especificidad y valores predictivos, a 

través de tablas de contingencia. 

Determinar Ja reproduc1b111dad de Ja técnica de hemaglut1nac1ón 

Indirecta en el diagnóstico de Ja brucelos1s humana. 



CAPITULO 

GENERAL 1 DADES 

l. 1 ANTECEDENTES 

1'1undlales 

Durante la Guerra de Crlmea C 1854-1856) se observaron numerosos 

casos de fiebres prolongadas y ondulantes que no se podlan comparar a las 

enfermedades conocidas hasta entonces, por lo que se sospechó que se trataba 

de una nueva enfermedad. Algunos autores consideran que la brucelos1s era una 

enfermedad conocida desde Hlpócrates (400 A.C.), pero sus primeras 

descripciones las realiza Cleghorn en 1751 (44). 

En 1863, J.A. Marston presentó una descripción detallada de la 

enfermedad tal como ocurrla en Malta, por la observación de diversos sujetos 

e Incluso en él mismo, al realizar una expedición como cirujano del Ejército 

Británico a esta Isla; desde entonces se le considera como padecimiento 

endémico de los paises del Medlterraneo, recibiendo los nombres de Fiebre de 

Malta, Fiebre del Mediterráneo o Fiebre Ondulante ( 10,20,44). 

D. Bruce en 1887, descubrió al agente causal de la brucelosls en el bazo 

de personas muertas a causa de esta enfermedad, dándole el nombre de 

N/crococcus me//tensls C 10,20,23,44). 

· M J. Huges, en 1897, realizó una monograf la que se considera como una 

·contribución Importante sobre la materia C 1 Ol. 
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E. Wrlght y D. Semple, en 1697, desarrollaron un método de diagnóstico 

basado en la propiedad aglutinante del suero de enrermos sobre cultivos de 

N. mel/tensts <20,44) 

El Dr. D.T. Zammlt, encontró aglutlnlnas en el suero y en la leche de 

cabras. Determinó que éstas eran la ruente de infección, que se llevaba a cabo 

a través de los productos lácteos no pasteurizados. 

El Dr. '"lorrocKs continuó la Investigación y descubrió la presencia de 

N. melltensts en leche y orina de cabras Infectadas (20,44). 

Los Drs. Bang y Strlt¡olt en 1897 en Dinamarca, llevaron a cabo estudios 

sobre la et lo logia del aborto contagioso de bovinos, el agente causal de esta 

Infección se! Jamó BacJ lo de Bang, y as! se Je conoció durante más de 20 años 

(20,23,44). 

Fué hasta 1918, que Allce Evans demostró la estrecha relación entre 

estos dos microorganismos <N. mel/tensis y Bacilo de Bang> al observar que 

su morro logia bacteriana, sus cultivos y propiedades serológlcas eran slm ! lares 

y en base a esto surgió la posibilidad de que la leche contaminada de cabras y 

vacas pudiera originar la enrermedad en el hombre, como efectivamente se 

pudo comprobar años después (20,44). 

En 1920, Meyer y Shaw, en base a Ja s1m111tud de los caracteres 

morfológicos y bloqulmlcos de los agentes etiológicos de la Fiebre de Malta y 

del aborto Infeccioso en vacas, establecen el género Bruce/la en homenaje a 

David Bruce, denominándose a la especie presente en cabras como Bruce/la 

melitensls y Bruce/la abortus a la presente en vacas (44). 
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Un tercer miembro del genero Bruce/la, fué aislado por Trauma partir· 

de retos de cerdos Infectados, dándole el nombre de Bruce/la suls (20,23,44) 

En 1953, Buddle y Boyer aislaron a Bruce/la ov/s a part Jr de enfermedades 

genitales en borregos. Asimismo, en 1957 Lackman y Stoener aislaron a otro 

miembro de_I género Bruce/la a partir de ratas del desierto en Utah, dándole 

el nombre de Bruce/la neotomae C44l. 

El último miembro del género Bruce/la rué aislado por Carmlchel y 

Bruner, de fetos de perros Infectados, al que se le dló el nombre de Bruce/la 

can/s C IOl. 

Nacionales 

En México se tenla noticia que desde el siglo pasado la enfermedad 

estaba dlsem !nada por varios Estados, el primer aislamiento del agente causal 

lo logró Pláceres en 1921, en Puebla. 

Los prlmeros reportes formales acerca de la 1ncldenc1a de Ja 1nfecc1ón 

humana aparecieron a finales de los años treinta, ya que se habla Incluido a la 

brucelosls en la llsta de padecimientos transmisibles de aviso obllgatorlo. 

Con esto, se Intensificó el estudio de la brucelosls en todo el territorio 

nacional. 

El Investigador mexicano Maxlmlllano Rulz Castañeda, promovió 

reuniones nacionales e Internacionales Cen 1939, e 1 Primer Congreso Nacional 

de Fiebre deMal tay en 1946 Ja Primera Reunión 1 nteramerlcana de Bruce Jos Is), 

para el análisis y estudio de esta enfermedad. Aportó elementos primordiales 
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para el aislamiento, diagnóstico y tratamiento de la brucetosls humana. 

Fundó el orlmer laborator10 de estudio e Investigación de este padecimiento, 

considerado por la Organliaclón Mundial de la Salud, por muchos años, como 

Laboratorio de Rererencla CJ6l. 

1.2 BREVE DESCRIPCION DEL GENERO BRUCELLA Y DE SUS ESPECIES 

Los m lembrosdel género Bruce/ la son parásl tos ob 1 lgados, In trace tu lares 

¡tienen la capacidad de Invadir los tej Idos animales. Causan aborto contagl oso 

en cabras, vacas y cerdos; en el hombre pueden producir 1nreccl6n sistémica 

e localizada en huesos, tejidos y algunos órganos, y son un gran riesgo para 

veterinarios, trabajadores de laboratorio y rastros (2J) 

Este microorganismo se puede aislar de productos lácteos no 

pasteurizados, de muestras cllnlcas y de anima les lnrectados. 

Como semenc1onóanterlormente, se co.noéen seis especies: 8. melttensis, 

B. abortus, B. suts, B. cants (Que lnrectan al hombre), B. ovts y B. neotomae. 

Variaciones en su comportamiento permiten claslílcarlas en 

c10varledades, de las cuales sólo se conocen 16 en la actualidad (20,32,J3l. 

La 1dentir1caclón de las especies y blovarledades del género Brucella, 

se basa en la combinación de los resultados de producción de ácido sulíhldrlco, 

ureasa, catalasa y oxldasa, requerimiento de bióxido de carbono, creclmento· 

en presencia de colorantes (tlonma y fucsina), aglut1nac1ón con sueros 

monovalentes y llsls con dlrerentes ragos (33). 
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1.2.1. TAXONOMIA 

Parte 7 de Bergey (451 

Bacilos y Cocos aerobios Gram C-l 

Orden: éubacterta/es 

Fam 1 lta: Parvobacterlaceae 

Tribu: Brucellaceae 

Género: Bruce/la 

Especies: Brucel/a melltensls (3 blotlposl 

Brucel/a abortus C9 blotlposl 

Brucel/a suts (4 blotlposl 

Brucel/a canls 

Brucel/a ovls 

Brucel/a neotomae 
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J.2.2. MORFOLOGIA 

M1croscóp1ca 

Las bruce las son cocobact los Gram negativos que m lden de to~gttud 0.6 

a 1 5 por O 5 a 0.8 micras de ancho, se presentan aisladas, unidas en parejas 

u ocastonalmente en cadenas cortas, (de 4 a 6 miembros especialmente en 

medios lfqutdosl (2,23,32,33). 

Son aerobios, lnmóvt les, no esporulados, no presentan pi 11, son parasltos 

intracelulares obl lgados. Aunque no poseen capsula evidente, se han reportado 

estructuras semejantes a una capsula en preparactones tratadas con sueros 

anttespecle o en las variantes lisas y mucoldes (20,23,30,32,33). 

/n ·1ivo se observa la forma cocolde en pequeños racimos dentro del 

citoplasma de las células Infectadas. In vltro las células teñidas por Gram se 

observan como bacilos pleomórflcos, que escasamente captan el colorante de 

contraste, por lo que se aplica durante un tiempo mayor. No son acldo-alcohol 

resistentes, retienen cierta cantidad de fucsina básica en presencia de ácidos 

o álcalis diluidos C2,36l 

Colonial 

El crecimiento sobre ta superficie del agar aparece después de 2 dlas 

de Incubación y tas colonias llegan a medir de 2 a 3 mm a los 4 dlas (34). 

Las cepas lisas (5) producen colonias circulares, convexas, con bordes 

regulares, transparentes y con coloración ámbar Que a la luz reflejada son 

brillantes. 

10 



Las cepas rugosas (Rl producen colon tas semejantes en tamaño y forma 

pero varfan considerablemente en color, conslstenc1a y textura; son menos 

transparentes con superficie granular y color Que va del blanco mate al 

amarillo o amarillo café. 

Las colonias lisas son suaves, se emulsl!tcan fácilmente y forman 

suspensiones estables en solución salina, mientras que las rugosas son 

frecuentemente viscosas, dlflclles de desprender del agar, no forman 

suspens1ones homogéneas en solución salina v producen agregados Qranulares 

o filamentosos. Las colonias mucoldes (M) son s1m1 lar~s a las R en color y 

opacidad pero presentan textura mucolde (2,35). 

Las colonias no son hemolltlcas ni pigmentadas Para su crectmlentc 

prefieren una presión parcial de oxigeno o ligeramente reducida con 103 de 

co, (23,33). 

En gelosa sangre se observa la misma morfologla colonial que en agar 

soya trlpticasa CT.S.A.l y ausencia de hemóllsis, las cepas que crecen en Mac

Conkey no fermentan la lactosa, además de observar la morfologla colonial en 

T.S.A. es posible determinar en este medio la producción de catalasay oxldasa 

Las bruce las producen ambas C2l 

Requerimientos Nutrlclonales 

Las brucelas están adaptadas a un hábitat intracelular y sus 

requerimientos nutritivos son complejos. Algunas cepas se han cultivado en 

medios sintéticos compuestos de 18 am lnoácidos, vltam inas, sales y glucosa 

(30). 
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Crecen pobremente en los medlos peptonaoos, lo hacen mejor en los 

que contienen tr1otosa o trlpt1casa soya, o trlptlcasa con suero e 1 a sn>. su 

temperatura óptima oe crecimiento es de 37'C y su pH óptimo es oe 6.6 a 7.4 

(23,33). 

Las bruce las utl J izan diversos carbohldratos, pero no producen acldo ni 

gas en cantidades suficientes como para aprovechar esta prueba en su 

clas1r1cac1ón 

Mucnas cepas producen acldo sulfhldrlco, Jos nitratos los reducen a 

·n1~rltos excepto B. ov1s, h1dro11zan Ja urea, no utlllzan el citrato nl producen 

1nooi 

Requieren para su crecimiento tlamlna, nlaclna y blotlna y algunas 

cepas, además, necesitan suero en el medio para crecer (2,30,32,33). 

1.2.3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION 

Aislamiento 

El Olagnóstlco Oeflnltlvo de la brucelosls requiere del aislamiento del 

microorganismo; aunque no s1empre es posible, ya que la brucelosls humana 

tiene un periodo de Incubación variable, el Inicio de Ja enrermedad es Insidioso 

y M hay signos que orienten hacia la sospecha de este padeclmfento 

Por lo general, todos los casos de brucelosis confirmados se basan en 

pruebas de laboratorio. Aunque el diagnóstico por cultivo es el Ideal, muchas 

veces puede dar negativo, por lo que el método más adecuado consiste en 

real Izar pruebas serológ1cas C8,33l. 
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En el periodo febrl 1 encontramos a fa bruce la en cfrculac1ón, no es fác11 

de recuperar ya que sus requerimientos nutrfclonales son complejos y se 

encuentra en pequeño número, debido a su tendencia intracelular 

Existen medios de cultivo enriquecidos que facilitan el a1slam1ento. 

por lo que se resuelv"e el problema de recuperar al microorganismo. El segundo 

problema se resuelve cultivando grandes cantidades de sangre, en proporción 

de 1:5 a 1: 1 O sangre caldo, o realizar cultivos seriados por varios dfas. La 

sangre es fa muestra más empleada para la búsqueaa de brucelas, cuando se 

obtiene en fa fase septfsémlca (fase aguda), pero Ira pera1endo valor a medida 

que avance la enfermedad, ya que Interfieren los procesos naturales de defensa 

o el tratamiento con antibióticos, que provocan la disminución del contenido 

bacteriano en la sangre de estos pacientes (23) 

Otros productos donde puede aislarse Bruce/la es el cultivo de médula 

ósea, ganglios linfáticos, ffqutdo cefalorraqufdeo, lfquldo sinovial, lfqutdo 

pleural, liquido perlcárdtco, abscesos de tejidos blandos, otros tejidos como 

hueso y pulmón o tej Idos que contengan lesiones granulomatosas como el 

hfgado (20,23,32). 

El medio de cultivo más recomendado es el blfaslco de Rufz Castañeda, 

el cual tiene pollanetol suffonato como antlcoagulante y que además Inactiva 

algunos antibióticos. También pueden emplearse medios lfquldos que deben 

subcultlvarse periódicamente en medios sólidos (2,20,33l. 

Cuando son hemocuf ti vos de pacientes tratados con ant lm lcroblanos, se 

recomienda emplear medios enr1quec1dos para el pr1moalslamlento, tales 

como Ge losa chocolate, Bordet Gengou, Gelosa sangre, etc. 
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Para la recuperación de formas L en br1Jcelos1s humana, se deben 

emplear medios con altas concentraciones de suero c2om, t1ogllcolato o un 

estabi11zador osmótico. 

SI las muestras a cult1Var proceden de productos lácteos no past~urizados 

y que se sospeche de gran contaminación, se recomienda el uso de medios 

selectivos como el diseñado por Farell (36)._ 

Caracterlsti:as de Cultivo 

Las muestras para el prlmoalslamlento deben sembrarse en un medio 

bifásico CRulz Castañeda modificado) a partir del cual periódicamente se 

hacen resiembras por duplicado en medtos enr1quec1dos. 

El desarrollo posl.tlvo para Bruce/la ocurre entre la segunda y tercera 

semanas, aunque el cultivo debe mantenerse en Incubación durante seis 

semanas antes de descartarlo como neg_atlvo. 

Los medios enriquecidos que se emplean en las resiembras pueden ser: 

agar Eugón, agar chocolate, agar sangre, agar Bruce/la, también se resiembran 

en agar soya trlptlcasa más suero negativo (que no contenga anticuerpos 

ant1brucela) al sr. y agar Mac-Conkey. 

Estas placas se siembran por duplicado y se Incuban una serle en 

atmósfera parcial de co, es al 10 il) y la otr• en aerobios Is, durante un 

periodo de siete dlas mlnlmo, a 37'C. El desarrollo bacteriano se presenta 

entre el tercer y cuarto dlas. Una vez obtenidas las colonias caracterlstlcas 

se procede a la observaclón microscópica 
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Identificación 

A partir del aislamiento que se obtuvo de los medios enr1quec1oos, se 

procede a la siembra por duplicado de tubos inclinados con medio de agar soya 

tripticasa con suero, Incubando un tubo en atmósfera parcial de co, y el otro 

en aerob1osls a 37'C durante 46 horas, se efectúa la prueba anterior 

Inmediatamente después del prlmoalslamlento, antes de que se desarrollen 

mutantes independientes de C02 y previo al desarrollo de otras pruebas 

010'.Julm :ca:: para evitar resultados negativos raJsos; esto se reallza para 

determinar si el microorganismo requiere de C02 para su creclmlento. 

A partir del crecimiento bacteriano obtenido se hace una suspensión en 

caldo soya trlpt /casa o caldo bruce la, a una concentración de aproximadamente 

1 O' bacterias por mi 1111 tro (tubo 4 de la curva nef e !ométrlca de Mac Far!and). 

De esta suspensión se hacen todas las pruebas de Identificación que son 

(2,33,36). 

Medio ae Kligler 

Para ver la Incapacidad de fermentación de azúcares (glucosay lactosa) 

observando la ausencia de ácido y gas. 

Urea de Chrlstensen 

Se m lde el t lempo que tarda en virar e 1 medio, debido a la produce Ión de 

ureasa. 

Medio de SIM 

Se observa la Inmovilidad de las bruce las, y la ausencia de producción 

de Indo!. 
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Citrato de Slmmons 

Observar la no utilización del citrato como fuente de carbono (éste se 

debe de sembrar primero ya que el arrastre de glucosa pro•1enlente de otros 

tubos puede dar lugar a reacciones falsas positivas). 

Producción de acldo sulfhfdrlco 

Para observar la producción de ácido sulfhldrlco, se coloca en un tubo 

con agar soya tr1ptlcasa papel filtro Impregnado con acetato de plomo como 

Indicador. 

Crecimiento en presencia de colorantes 

Las especies de Bruce/la muestran sensfbl 11dad dlf erencl al a colorantes 

como t tonina, safranlna, fucsina y azul de t lonfna a dlf erentes concentraciones, 

que se Incorporan a un medio base. Cuando se prepara un lote de colorantes, 

éstos deberán probarse con las cepas de ref erencla para asegurar la conf iabil ldad 

de los resultados. Las concentraciones empleadas son Fucsina básica 

1 /S0,000 Tfonfna 1 /50,000, Safranlna 1 /50,000. Se siembra la cepa en 

estudio asf como tres cepas de referencia. Se toma una.asada de la suspensión 

y se hacen 5 estrlas sobre el medio de cultivo con colorante, se Incuba a 37ºC 

con y sin co,. durante 4-5 dlas, observar crecimiento o ausencia de él. S1 el 

crecimiento aparece sólo en la primera estrla, se debe a que ahf estaba más 

cargado el Inoculo, y se considera negativa. Es positiva la prueba cuando el 

crecimiento aparece en 3 o mas estrlas C2, 17,33,35). 

Aglutinación con suero monoespeclflco 

Se emplean rutinariamente los sueros anti A y el anti M, el suero anti 

R se utiliza sólo cuando se sospecha de B. canfs o de otra cepa rugosa natural. 
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Se prepara una suspensión de la cepa con crecimiento de 48 horas, se 

añade 1 mi de solución salina con fenol al 1 ?., se colocan en un portaobjetos 

2 gotas !'le la suspensión; a la primera de ellas agregar 1 gota de suero anti A 

y a la otra 1 gota de suero anti M, mezclar con un apllcador. La aglutinación se 

lee durante el primer minuto de agitación. Se coloca también un control 

negat lvo y 2 cepas de referencia, 1 que aglutine con A y otra conM (2,33,35,44) 

5uscept lbl l ldad a Bacteriófagos 

Ex Is ten dlf.erentes bacteriófagos con capacidad de causar l lsls en cepas 

de Bruce/ la y que son de utl ! Id.ad para distinguir Bruce/ la abortus (blovarledades 

4 a la 9) de Bruce/la me/ltens/s, con los que suelen confundirse cuando sólo se 

realizan pruebas bloqulmlcas y crecimiento en colorantes 

El primer bacteriófago que se aisló fue el Tbll 1s1 <Tbl en 1950 en la URSS 

y se considera como de referencia 

Hoy en dla existen bacteriófagos cla.slflcados cuya actividad no se 

restringe a cepas en rase 1 Isa, sino que los hay también para cepas e.n fase 

rugosa. 

Las dtluclones ordinarias a las que se manejan los fagos se describen 

como RTD <ROUTINE TEST DILUTIONl y es la más alta dilución del fago a la que 

se observa lisis total de la cepa en estudio. También en este caso se deben 

Incluir cepas de referencia de las que se conoce su patrón de comportamiento 

a fagos. 

17 



La dilución rut1naria de prueba del.bacteriófago Tb, l1sara totalmente 

los cultivos lisos de Bruce/la aDortus, pero los cultivos de Bruce/la suls y 

Brucellamelftensis no se afectarán por esta di lución bactertofágtca. Bruce/la 

suls se 1 Isa parcialmente con una dilución 1 oººº veces la dilución común de 

Prueba, pero casi todas las cepas de Bruce/la melltensfs tampoco se. llsan con 

esta dilución (2,33,35). 

1.2.4 AGENTES AMBIENTALES (SUSCEPTIBILIDAD Y RESISTENCIA) 

Las bruce las sobreviven en el medio ambiente cuando se encuentran en 

cond1ctones apropiadas y durante periodos que pueden ser prolongados, 

sobreviven Igualmente al proceso de desecación si se encuentran en medios 

con alto contenido de protelnas, permanecen viables en el polvo o suelo hasta 

por 10 semanas. Cuando se encuentran en el agua sobreviven de 10 a 70 dlas 

en función de la disminución de la temperatura, si se encuentran en tejidos 

congelados persistirán durante años. En tejidos necrótlcos, fetos y placenta, 

esta bacteria es capaz de sobrevivir hasta 6 meses. Bruce/la se encuentra 

presente en derivados lacteos por lo cual éstos deben pasteurizarse ya que la 

sobrevlvencla de la bacteria en estos productos es larga a bajas temperaturas. 

51 están protegidas de la luz solar y, como se mencionó antes, en 

presencia de protefnas, las bruce las son lnfect !vas por años. Son sensibles a 

temperaturas altas, ya que su exposición a 60ºC durante 30 minutos las mata, 

también lo son a las radiaciones Ionizantes, luz ultravioleta y a la mayor la de 

los deslnf ectantes comunes a las concentraciones normalmente recomendadas. 

51 se encuentran en presencia de materia orgánica o a bajas temperatl:fras, la 

susceptibilidad a los desinfectantes se reduce C23,36). 
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1.2.5 CONSTITUCION OUIMICA Y ANTIGENICA 

La envoltura celular de las Brucellas presenta una estructura general 

caracterlst1ca de las bacterias Gram negativas, pero su composlc16n qulmlca 

y propiedades f lslcas hacen que las bruce las sean diferentes. Están con.stltuldas 

pcr la membrana plasmática Interna, una capa Intermedia de peptldogllcano y 

la membrana externa, éstas dos constituyen la pared celular. Dicha pared y la 

membrana ci toplásm lea están separadas por el espacio perlplásm leo ( 18,51 l. 

La membrana externa es una barrera f lslca y funcional entre la bacteria 

'/ su medio ambiente, es la primer estructura que entra en contacto con el 

sistema inmune del hospedero en el momento de la Infección. 

El citoplasma es homogéneo y contiene gránulos de 1 oo a 150 Amstrong 

i::iue aparentemente corresponden a los rlbosomas. El núcleo se ha observado 

como una estructura filamentosa C36l. 

Al Membrana externa 

Esta compuesta fundamentalmente por rosfollpldos, protelnas, 

p~::sacáridos y llpopollsacárldos e 18). 

A. 1 Llpopol isacárldos 

El llpopol1sacárldo liso CS-LPSl es la molécula más abundante (del 2.5 

al 3\!!de1 peso seco de la bacteria). Está compuesta de una cadena poi isacárlda 

o ant lgeno o especl rico, un pol lsacárldo central y el lfpldo A. Esta molécula se 

encuentra expuesta hacia el exterior de la membrana externa, lo cuai facilita 
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la Inducción de anticuerpos dirigidos contra el antlgeno o y el ol1gosacértdo 

central, que son de gran valor en el diagnóstico de la brucelosls y en la 

ldent1flcac1ón serológlca de las especies de Bruce/la (36,51 ). 

Los determinantes anti génicos Ay M presentes en las cepas lisas y que 

han sido de gran valor para dif erenclar los blot !pos de las principales esoectes, 

son componentes del S-LPS < 14, 18,51 l. Actualmente se acepta que el anti geno 

O pollsacarldtco de Bruce/la abortus 1119-3 esta constituido de un 

homopoJlmero l lneal de unidades D-manoplranosl 1, 4-6 dldesoxl 4-formam ido, 

1 lgadas por unión alfa 1-2 < 14,18). 

La estructura del pollsacérldo o de Bruce/la melitens1s es también un 

homopollmero de D-manoplranosll, 4-6 dldesoxl 4-formamldo <o perosamlnal 

en apariencia similar a la de Bruce/la abortus. 

En base a la similitud estructural se explica la reacción cruzada que 

presentan estos microorganismos. Sin embargo, no aclara la especificidad 

antlgénlca de A, diferente de M, que se puede demostrar serológlcamente 

Se ha determinado que el antfgenoM es un pollmero lineal formado por 

una unidad repetitiva de pentasacárldc Integrada por una perosamlna ligada 

por unión 1-3 y cuatro perosamlnas por unión alfa 1-2. Estas similitudes y 

di ferenclas determinan la reactlvldad cruzada y la di f erencla antlgénlca.entre 

AyM. 

La fracción llpldlca del LPS de Bruce/la difiere de la del LPS de las 

enterobacterlas, ya que se ha encontrado que el LPS de E. colf posee los écldos 

láurlco (C12), mlrlstlco (Ct4l, palmitlco (C16> y beta-hldroxlmlrlstlco, 

mientras que en Bruce/la los compon.entes principales son el ácido palmltlco 
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ce 16) y el ácido esteárico ce 18) y, por lo menos, otros seis ácidos grasos 

saturados e lnsaturados de cadena larga CC 18-C23); sin embargo, el ácido 

beta-hldroxlmlrlst leo considerado como un marcador de 1 lpldo A del LPS de las 

enterobacterlas, no se ha Identificado. Los azúcares que se han encontrado son. 

glucosa, manosa, qulnorosamlna, glucosamlna y el KDO C 18,40). 

El Llpopol lsacárldo Rugoso CR-LPS) se ha purlf lcado y se ha encontrado 

que contiene menos de 1.5ii: de protelnas y relativamente grandes cantidades 

de ácidos nucleicos. Contiene un antlgeno denominado antlgeno R el cual 

comparten las cepas rugosas y se considera Que es eQuivalente a las 

determinantes antlgénlcas Ay M C 18). 

A.2 Pollsacarldo B 

Llamado poli B o PB que es un carbohidrato de bajo peso molecular. Se 

obtiene de Bruce/la abortus y de Bruce Tia melltensis, después de tratarlas con 

ácido trlcloroacétlco. Los extractos obtenidos de esta manera a partir de la 

cepa rugosa B. mel/tens/s BI IS contenlan un polisacárido no tóxico. Se 

propuso el término hapteno nativo CNHl para los polisacáridos haptenos 

presentes en preparaciones endotóxlcas de células lisas de Bruce/la y el 

nombre de poli B para el polisacárido de fracción cltoplásmlca aislado de la 

cepa rugosa B. me11tens/s B 115 el 3, 18,36,51) 

El análisis estructural ha Identificado a este polisacárido B como a un 

pollmero clcllco que contiene entre 17 y 24 residuos de glucosa. Existen en 

todas las especies de Bruce1/a y en forma pura no es antlgénlco. No tiene 

actividad endotóxlca y no participa en las reacciones de aglutinación. 
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A.3 Protelnas de Membrana Externa 

Los estudios sobre 1 a composición qulmlca, estructura y función de las 

protelnas de membrana externa del género Bruce/la son muy recientes y 

escasos ( 18) 

Las mejor estudiadas son las del grupo 2 o porlnas (35-40 KDa), del 

grupo 3 (25-30 kDa> y la llpoprotelna que se une covalentemente al 

oeot1dog11cano con la membrana externa. 

La proteina del grupo 2, constituida por protelnas de peso molecular de 

35 a 40 000 aparentemente trlmeros en su estado nativo, se propuso como las 

pormas de Bruce/la en base a su comportamiento electroforétlco y a su 

semejanza en la composición de aminoácidos con las porlnas OmpF descritas 

en é. coli < 18,36). 

El grupo 3, con bandas de peso molecular de 25 a 30 000 se ha sugerido 

a pesar de no modificarse por el calor, como equivalente en su composición de 

am1noac1dos a la protelna ompA modificable por el calor, descraa en é. col/. 

La l1poprotelna también comparte con é. coli varias caracterlstlcas como 

punto isoeléctrlco, composición de am lnoácldos, peso molecular, distribución 

de ácidos grasos y algunos determinantes antlgénlcos. Aunque una diferencia 

en la localización de ésta con respecto a é. co/1 , es que la de Bruce/la se 

encuentra expuesta cuando está en forma Jtbre en Ja superficie celular, 

mientras que ladeé. col/ se sitúa mas Internamente. Por este motivo, a la 

llpoprotelna de Bruce/la puede reconocerla el sistema Inmune. 

Los dos grupos de protelnas forman complejos con el LP5. Se cree que 

algunas protelnas de membrana son de utilidad para el diagnóstico, ya que 
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evltilrlan los problemas que se presentan como consecuencia de las reacciones 

cruzadas (36). 

A.4 Lfpldos 

Se encuentran los llpldos unidos (LPS y llpoprote!nal y los llpldcs 

libres, como parte Importante de la membrana externa. Se han realizado 

numerosos reportes de los llpldos libres que describen su composición 

qulmlca y su uso con r lnes taxonóm leos. Actualmente se desconoce el papel que 

juegan en la unión especifica de la bacteria a células epiteliales e Inmunes y 

a la localización y desarrollo Intracelular de las bruce las. La adsorción de los 

llpldos libres a los linfocitos By macrófagos podrla relacionarse con el 

l lpopol lsacárldo o con los llpldos que cont lenen ornlt lna, ambos se encuentran 

en la membrana externa. Por otro lado, se supone que los ésteres de tipo cera, 

los l!pldos neutros raros y el poco común llpldo A, as! como el alto contenido 

de rosratldl lcol lna presentes en rorma caracter!st lea en las bruce las, tendrlan 

algunas. lmpllcaclones en la resistencia de la envoltura celular a la acción de 

enzimas llsosomales y en su adaptación al desarrollo Intracelular (36l. 

Cabe señalar que existen otros componentes como ácidos nucleicos y 

exotox!nas de los que se conoce poco, ya que sólo hay algunos reportes sobre 

su uso como antlgeno. 

Bl Peptldogl !cano 

El pept ldogl !cano de Brucel/a es una capa homogénea de grosor variable. 

Está compuesta de amlnoazúcares y aminoácidos como glucosamlna, ácido 

murámlco, alanlna, ácido glutámlco, y ácido dlamlnoplméllco, los cuales se 

han descrito en E. co/f ( 18). 
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C> Componentes Cltoplásmlcos 

Bruce/la cont lene un gran número de antlgenos cltoplásm f cos solubles 

considerados especfflcos de género ya que son diferentes a los encontrados en 

otras bacterias Gram negativas. La mayorla de estos antfgeno!S se han 

Identificado en extractos obtenidos por numerosos métodos que van desde la 

simple extracción con agua, solución salina, o varios reguladores, somet f éndolos 

a ultrasonido y anallzandolos mediante técnicas de fnmunoelectroforesls 

(18,51) 

Principalmente los extractos contienen ácidos nucleicos, protelnas 

citoplasmat icas, 1 ipfdos, rfbosom.as y cant f dades variables de LPS. Empleando 

estos extractos y el suero polivalente, se han puesto de manifiesto cuando 

menos 30 componentes que precipitan. 

1.2.6 PATOGENIA Y PATOLOGIA 

Transm Is Ión 

La brucelosfs puede transmitirse al hombre a través de las siguientes 

vlas (20,35,36): 

a) Contacto directo: Por el contacto con material altamente contaminado 

(descargas del aborto, vfsceras, sangre, excretas>. penetra a través de la 

piel por escoriaciones o por conjuntiva. Es la forma de Infección más común 

de veterinarios, ordeñadores, caballerangos, trabajadores de rastros y 

mataderos, etc. 

b) Inhalación: se lleva acabo al respirar substancias desecadas contaminadas 
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con brucelas provenientes de los animales 1nrectados o de aerosoles. Las 

tirucelas pueden penetrar por la mucosa del tracto resplratorlo super1or o por . 

la del pulmón. 

c) Ingestión: Es la mas rrecuente debido al consumo de leche y sus derivados 

no pasteurizados. Penetra la bacteria a través de la mucosa Intestinal. Existe· 

mayor riesgo de adquirir una bruce los Is cuando la leche esta contam !nada con 

8. melitensts y 8. su/s que con 8. abortus, ya que ésta se destruye con el 

jugo gástrico y es labll al ácido lactlco de la leche También se ha sugerido que 

las aglutlnlnas de la leche de vaca lnrectada ejercen erecto atenuante en el 

crecimiento de 8rueel/a o en su lnfecttvldad. 

d) Accidenta!: Se realiza otro mecanismo de transmisión de las brui:elas al 

hombre durante la vacunación animal. En el laboratorio se puede adquirir 

bruce los Is por salpicaduras que contam lnan la piel y conjuntiva, por \nyección · 

o Ingestión accidental de cultivos y a través de aerosoles. 

e) Vla transplacentarla: Las brucelas pueden transmitirse de una mujer 

embarazada con brucelosls activa a su producto, a través de la placenta, 

provocando aborto o brucelosls en el recién nacido. 

Cualquiera que sea la vla de entrada de la bacteria, la Ingieren los 

leuco~itos pollmorronucleares en los que se multiplica y es transportada por 

medio de los vasos l lnfát leos hasta los gangl los l lnfatlcos reglonales"C7, 17). 

Una vez llegado a éstos, una parte de las bacterias se destruye. liberando 

material antlgénlco que activa el mecanismo formador de anticuerpos, más 

tarde, como resultado de la migración bacteriana y de la diseminación del 

antlgeno, se desarrollara hipersensibilidad generalizada, en esta etapa es· 

cuando la Infección se detiene, volviéndose Incontinua. Las bacterias que no 
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se destruyen, si: multiplican dentro de los macrófagos y una vez que lo han 

hecho, se hacen "las resistentes a la acción bactericida del suero normal, son 

más racllmente ragocttadas e Incrementan su capacidad para sobrevivir y 

mult1pllcarse dentro de los fagocitos C23,32l. 

Una vez superada la barrera linfática, llegan a la circulación a través 

del conducto toraclco y se localtzan principalmente en las células del sistema 

rettculoendoteltal del hlgado, bazo, médula ósea, ganglios llnfattcos y riñón. 

Las células invadidas tienden ª.agruparse formando nódulos en ios que 

aparecen células eptteltotdes y se rodean de linfocitos, formando lesiones 

granulomatosas con focos de necrosis central (20,23,32,44). 

Las manifestaciones cltntcas d.e la enfermedad las determina, en gran 

parte, la liberación de una potente endotoxlna y el grado de htpersenstblltdad 

a los antlgenos bruce lares. La ltberactón de bacterias de las células necróttcas 

puede sobrepasar la capacidad fagoclt tea, ! legando a una rase de multlpltcactón 

extracelular, ocasionando el cortejo slntomatlco. Cuando los mecanismos 

inmunes, humoral y ce.fular, ayudados por el desarrollo de tolerancia a la 

endotoxlna y por desenslbtltzactón parcial de los tejidos debido al·exceso de 

antlgeno controlan la Infección, ésta vuelve a ser predominantemente 

intracelular. 51 las bacterias no se el lm lnan por completo, persisten pequeños 

roces de Infección de local lzactón Intracelular Inaccesibles para los 

a.nt lbtót leos y para los mecanismos de defensa celulares y humorales; entonces, 

estos focos pueden 1tberarm1croorganlsmos y endotoxtnas a la ctrculaclón en 

forma periódica, lo cual prolonga la stntomatologla y la enfermedad adquiere 

un carácter crónico. 

La evolución de la enfermedad dependera de 1 a respuesta lnmunocelufar 

del hospedero y de la capacidad del agente para evadir los mecanismos 
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Intracelulares para su destrucción. La brucelosls humana presenta un periodo 

de Incubación que varia, dependiendo de fa virulencia del microorganismo, de 

su vi a de entrada y de fa dosis fnfectante. se considera un periodo promedio de 

1-3 semanas, aunque puede alcanzar algunos meses, la brucelosls adopta 

principalmente dos formas, según su evolución: brucefosls aguda y brucelosls 

crónica C23,32l. 

Bruce 1os1 s aguda 

El Inicio de Ja enrermedad es Insidioso, con slntomatologla vaga y poco 

especfrfca. Los principales sfntomas son: fiebre elevada e Intermitente, 

presentándose generalmente en fa tarde y noche, escalofrfos, cefalea, sudoración 

profusa, malestar general, dolor articular, diaforesis; Jos signos que ayu1an 

a esclarecer el diagnóstico son la espfenomegalia, hepatomegalla discreta y 

flnfadenopatla, principalmente cervical o axilar, sobre todo en Jos pacientes 

que presentan fiebre elevada de larga evolución. La fiebre continúa por dos o 

tres semanas y remite espontáneamente con o sin tratamiento; el enfermo 

permanece asintomático durante varios dJas después de Jo cual reaparece la 

fiebre Crtebre ondulante o recurrente) algunos autores consideran a esta etapa 

como brucelosls subaguda. El padecimiento remite espontaneamente después 

de 6 a· 12 meses en aproximadamente el 80% de Jos casos C20,23,32,44). 

Brucelosls crónica 

La frecuencia de la brucelosls crónica es dlffctl de precisar, ya que se 

debe descartar Inicialmente que fa evolución sea debido a un tratamiento 

Inadecuado. Se considera crónica a esta enfermedad cuando los slntomas 
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persisten por más de un año. Por lo general exis.te una historia recurrente en 
la que se presentan cuatro slntomas principales: decaimiento, ceralea, 

m1oartralg1as y dlaroresls. Las manifestaciones más comunes ( 10,23,32,44) 

Que se conocen en bruce1os1s crónica son: 

Slndrome febril: habitualmente de poca Intensidad en la mayor parte de los 

casos 

Osteoartlculares artritis, sacro litis, granulomas óseos. 

Slqulcas slndrome depresivo, nerviosismo e lrrltabll ldad. 

D1gest1vas: hepato-esplenomegalla, hepatitis. 

Neurológicas: menlngobrucelosls, polineuritis, mononeurltls, slndrome 

radicular y ciático. 

Respiratorias bronquitis, bronconeumonla, neumonla. 

Gen1tourlnar1as: orQuiepid1dimitis, cistitls, amenorrea. 

Hematológ1cas: anemia hemolltlca, anemia ferrocltlca. 

Cutáneas: dermatl tls, urticaria, erl tema. nodoso, eccema. 

Oculares: úlceras corneales, queratitis, retlnltls. 

Card lacas· endocardl t Is. 

1.2.7 DIAGNOSTICO 

El cuadro el In leo de la brucelosls, aunque en ocasiones poco especifico, 

puede orientar hacia la posibilidad de· 1a enfermedad, apoyándose en los 

antecedentes ocupacionales y en la Ingestión previa de productos lácteos 

no pasteurizados. El diagnóstico de sospecha debe confirmarse mediante 

diversas pruebas de laboratorio, éstas se llevan a caho en el momento en que 

el paciente se presente con un cuadro febril y slntomas sugestivos. 

Los exámenes más empleados en el diagnóstico de la bruce los Is se 
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basan principalmente en la detección y titulación de anticuerpos contra 

Bruce/la en el suero. La mayorla de los pacientes con brucelosls presentan 

esquemas hematológlcos normales, en algunos casos la blometrla nemátlca 

puede orientar en el diagnóstico, la leucopenia con leucoci tesis relativa puede 

considerarse como sugestiva de brucelosls. La velocidad de erltrosedlmentaclón 

se encuentra elevada en la brucelosls aguda y es normal en la crónica 

( 10,23,36). 

Diagnóstico bacteriológico 

El método definitivo de diagnóstico de la brucelosls se establece de 

manera especifica y con certeza cuando se cultiva, aisla e Identifica al 

agente etiológico. La sangre, obtenida durante la fase septicémica de la 

enfermedad, es uno de los medios principales en que puede aislarse al agente 

etiológico; el método más usado es el hemocultlvo, sin embargo, éste es 

positivo en un porcentaje bajo. 

Hay que tener en cuenta que el éxito de los cultivos depende del tipo y 

frecuencia de las muestras, del momento en el que se obtienen, ae la especie 

de Bruce/la , del tiempo de Incubación, del medio y de las condiciones de 

cultivo. Se sugiere el cultivo de otras muestras, como médula ósea, para 

aumentar la probabilidad de aislamiento (32,36). 

Diagnóstico Serológlco 

La rase septicémica de la brucelosls Induce niveles Importantes de 

anticuerpos en el suero de Individuos Infectados. Ya que es baja. la proporción 
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de aislamientos de Brucel/a, el diagnóstico serológlco de laboratorio se apoya 

en la demostración de anticuerpos especlflcos mediante diversos métodos. 

La mayor! a de ellos empf ean como ant !geno a 1 a bacteria completa e fnact lvada 

y determinan fa presencia de anticuerpos aglutinantes, que son los primeros 

en aparecer. Son fnduc Idos por el LPS e Involucran la formación de ag.lutlnlnas 

de las clases lgM e lgG. Se ha reportado la presencia de lgA especifica que 

tamolén participa en reacciones de aglutinación C3l. 

!.as pruebas serológlcas usadas ampliamente para el diagnóstico son 

aglutinación en placa con antlgeno teñido con rosa de bengala, aglutinación 

estar.~ar en tubo, aglutinación en tubo con 2 mercaptoetanol, fijación de 

cc.,,plemento, prueba de Coombs (prueba de la antlgfobullnal y fijación en 

:.;;fff1cle C23,3S,36l. 

Prueoa de aglutinación en placa con antlgeno teñido con rosa de bengala CRBl 

Es una prueba de aglutinación en placa, raplda y cuafftatlva, ha 

reemplazado a la prueba de Huddleson que da resultados fnespecff.fcos. 

Pose y Roepke < 1957) emplearon para el diagnóstico de brucelosls 

bovina, un anti geno acidificado, con la final ldad de Inhibir a bajo pH las 

aglutininas no especificas. Posteriormente, Pletz en 1966, Introdujo dos 

modificaciones: suspendió las células en un amortiguador a pH 3.6 y las tiñó 

con rosa de bengala 

Esta prueba ha sido adoptada por muchos laboratorios ya que es baja la 

proporción de resultados falsos negat lvos. Detecta anticuerpos especff lcos de 

cualquiera de las clases lgM, lgG e lgA, dando positiva desde el Inicio de la 
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enfe .. medao Presenta una buena correlación al compara:-la con Ja aglutinac16n 

en tubo por lo que se ha empleado en estudios epldem1ológ1cos. 

Puede darreacclones falsas positivas con sueros de mdivlduos 1nf ectados 

con Vtbrio cho/erae, Yersinla enterocollttca 0:9, F. tularensls, Sal.monella, 

o 1nd1v1duos vacunados contra cólera. Si la· prueba rue positiva, deben de 

emplearse métoaos cuant1tat1vos complementarlos, ya que no distingue una 

infección pasada de una activa en curso ( 15). 

Prueba de aglutinación estándar en tubo CSATl 

Es la prueba mas usada, determina anttcuerpos aglutinantes de las 

clases lgM, lgG e lgA Los resultados falsos negativos pueden deberse a 

fenómenos de prozona, que se prese.ntan en un porcentaje bajo de sueros y en 

01luc1ones no mayores de 1: 20 por lo que no.es causa Importante de estos; es 

::iosltiva desde finales de Ja primera semana de la enfermedad. 

Se deben tomar muestras seriadas, pero un titulo único de l · 160 o más, 

en oresencla de slntomatologfa, es altamente sugestivo de enfermedad aguda 

o reclente. Asimismo, Ja elevación progresiva de estos titulas en muestras 

posteriores se considera diagnóstica. Aunque no es posible seleccionar un 

titulo, ya que éste varia conforme la población de estudio, sobre todo en zonas 

endémicas en donde se presentan niveles elevados de anticuerpos(> 1.160) que 

ooarian considerarse como Indicativos de enfermedad. También hay casos en 

los que los titules de anticuerpos no son significativos(< 1. 80) a oesar de 

haberse aislado Bruce/la. 

51 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 los aspectos 

cllnlcos y epidemiológicos para dar un diagnóstico definitivo 

(2, 1 1,23,24,31,51 l. 

Prueba ce aglutinación en tubo con 2-mercaptoetanol <MEl 

Se emplea un agente reductor para disociar la macroglobullna lgM, con 

lo que se Inactiva su actividad aglutinante. SI se observa que aún después de 

utll Izar e 1 ME pers 1ste el fenómeno, éste se debe a la presencia de anticuerpos 

aglutinantes lgG e lgA. Se considera út 11 para evaluar pacientes con brucelosls 

crónica y para contrastar la eficacia de la quimioterapia, ya que en forma 

paralela a la mejora cllnlca se deben alcan?ar valores negativos de lgG para· 

considerar que el tratamiento rué adecuado (2, 12,23,36,51 l. 

Los métodos de aglut lnaclón en tubo se han adecuado para usar cantidades 

· mlnlmas de reactivo. Se conocen como métodos de m1croaglut1nac·1ón en o laca 

(MAPl los cuales se realizan en poco tiempo y no reauleren equipo ni reactivos 

costosos. Se han obtentdo resultados semejantes al compararlos con los 

métodos en tubo ( 1 1 ,31,36). 

Prueba de fijación de complemento 

Esta prueba se basa en la presencia de anticuerpos fijadores de 

complemento de tipo lgG e lgM y se utlllza durante la etapa aguda y crónica 

del padecimiento. 
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Prueba <le Coombs (prueba de la antlglobullnal 

Esta prueba va a detectar anticuerpos de las clases lgG e lgA <anticuerpos 

lncom.Pletos) desarrollados en la rase crónica de la enfermedad, oue no son 

capaces de aglutinar a su antlgeno especifico, sino que solamente se f1¡an a 

él. Para poner de manifiesto los anticuerpos, se utiliza el suero de Coombs 

(anti-gamma globullna humana) para producir la aglutinación. Es decir, que se 

ponen en contacto los anticuerpos Incompletos con el antlgeno <Brucel/a ), 

estos se fijan a los determinantes antlgénicos de la pared celular y al añadir 

el suero de Coombs se produce aglutinación. 

Prueba de fijación de superficie 

Es un método en el que se usa papel filtro con un antlgeno teñido, que 

al ponerse en contacto con el suero problema se produce una reacción anttgeno 

anticuerpo, la cual se hace visible a través de una coloración. El grado de 

corrlm lento del suero es Inversamente proporcional al contenido de anticuerpos 

presentes en éste, por lo que un desplazamiento de O % corresponderla a un 

100% de fijación, la reacción que manifiesta porcentajes superiores a 70 se 

considera de valor diagnóstico. 

La lnmunopreclpltaclón detecta anticuerpos contra otros constituyentes 

solubles de Brucel/a que no se demuestran por los métodos de aglutinación 

convencionales. Para tal efecto se han empleado mezclas complejas de 

ant lgenos cltoplásmlcos, asl como poi lsacarldos semipurlf lcados como el poli 

B. La principal ventaja es su gran senslbll ldad. Como ejemplo de estos métodos 

tenemos el de contralnmunoelectroforesls y el de doble dlruslón en gel. 
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Los métodos lnmunoenzlmatlcos y el radtolnmunoanal lsts CRIA) son 

muy sensibles y espectftcos, Identifican anticuerpos en muchos casos en los 

que las pcuebas convencionales fueron negativas; asimismo, se confirma la 

presencia de anticuerpos de la clase lgM en procesos agudos con pruebas 

positivas de aglutinación directa y de clase lgG e lgA en casos crónicos, con 

pruebas de fijación de complemento y de Coombs positivas. 

Se han empleado diferentes tipos de antlgenos en la prueba de ELISA 

como brucelas completas lnactlvadas o rotas por ultrasonido, extractos 

celulares, fraclones extracelulares, llpopollsacárldo crudo o purificado, 

protelnas de membrana externa crudas o purificadas, etc. (3,4,29,39,47,51 l. 

Se recomienda tener cuidado para la Interpretación de los resultados, 

ya que en lugares donde la brucelosls es endémica hay Individuos sin 

antecedentes cllnlcos, ni slntomatologla que pueden dar resultados posl t tvos 

que sólamer.te reflejarlan una enfermedad subclfnlca pasada y no una activa 

p•esente, por lo que se deben establecer los niveles normales para la 

ccmunldad de cada zona geograflca, ya que es de especial importancia para 

determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba. 

El diagnóstico de la brucelosls se necesita hacer tomando en cuenta la 

lnf ormac1ón epidemiológica, el In lea y de laboratorio. En ausencia de resultados 

positivos en el cultivo, la presencia en cualquier paciente, de un cuadro febril 

y una prueba de aglutinación en tubo > i · 160, es suficiente para establecer 

un diagnóstico presuntivo (36,51 l. 

1.3 HEMAGLUTINACION INDIRECTA O PASIVA 

Algunos ant lgenos so 1 ub les pueden adsorberse sobre materl a 1 es Inertes 
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como part lculas de latex o bentonlta y actuar ccm.o antfgenos formes y dar una 

reacción de aglutlnac•.ón, cuando se adsorben a Jos antlgenos en oartlculas 

tne~tes, se le llaMa a este proceso aglutmac1ón 1ndlrecta o pas1v2 En la 

hemaglut •nación indirecta o oas1va, los eritrocitos de carnero, e Jos humanos 

tipo o, se utilizan como soporte debido a que son fáciles de obtener y de 

conservar en el laborator10 bajo ciertas condiciones (37,41 l. 

Las moléculas que más facllmente se adsorben a los eritrocitos ya sea 

..,,:; nianera espc.ntánea o por acoolam1ento Qufm1:::0 a .su superf1c1e, son 

pollsacár1dos que se han conjugado con llpldos o protelnas, los 1 ipopollsacárldos 

s~r, e;emp Jo caracte""f suco Se necesitan cant Ida des m lnlmas de po 1 lsacárldos 

ar.t 1g~rn:os, alrededor de 100 µg/ 1 O células, lo cual equivale a unas 2,000 

moléc•.Jlas oor eritroclto. El acoplamiento quimlco se lleva a cabo cuando los 

er1troc1tos se tratan con substancias tales como el ácido tánlco, mediante 

ur.16r, oor atracción electrostática o uniendo covalentemente el antlgenc. 

;:;,rotelci; usando por ejemplo glutaraldehldo, be~c1dlna, clorur:o crómlco, etc. 

'.~2; 

Cuando se emplea acldo tánlco es a una concentración final de 1 :20,000 

a i .4'o,ooo y actúa aumentando la aglut inabl lidad de los eritrocitos y 

estab·111zando su membrana. 

Para llevar acabo la senslblllzaclón, el antfgeno se Incuba con los 

eritrocitos, y 1Jna vez cubiertos por éste, se lavan para el lm lnar su e)(ceso. Para 

conocer la cantidad de anticuerpos presentes en un suero, se hacen reaccionar 

.di luciones seriadas con cant ldades constantes de la suspens Ión de eritrocitos 

sensibilizados con el antlgeno especifico; la dilución más alta del suero que 

determina una clara hemaglutlnaclón, se considera como punto final de la 

reacción y representa el titulo de anticuerpos La prueba puede realizarse 
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med.1ante una macrotecnlca, (en :ubo de ensayo, en volúmenes de o.2 - o 5 mil 

o una mlcrotécnlca (en placa de mtcrotttulaclcnl con la cual hay una gran 

sensibilidad y se usan cantidades mas pequeñas de react,vos; baSt3 una 

cantida.d mlnlma de anticuerpos del orden de 0.003 µg (dado en N2 protetcol 

para un resultado pos.tttvo (9,49). 

Las ventajas de emplear eritrocitos para recubrirlos con anttgeno, son 

su dlsponlbl ltdad tnmedlata;su senslbtl tdad como rndlcadores y su postbi lldad 

de almacenam1ento Los er1troc1tos pueden tratarse ccn formal 1na. 

glutaraldehldo, aldehtdo plrúvtco y almacenarse durante tiempo prolongado a 

4'C. Aunque esto no se aplica a todos los antlgenos, el tratamiento con estos 

preservadores puede efectuarse a menudo, ya sea antes o después del 

acoplamiento con el ant !geno. En los sueros con t ltulos muy altos de aglutlnactón, 

puede ocurrir un fenómeno de prozona, dando reacciones falsas negativas 

( 1,21,26) 

Como a Jgunos sueros humanos conttenen anticuerpos heteróf 1 los capaces 

de aglutinar eritrocitos de carnero, se debe Incluir un control de eritrocttos 

de carnero sin senslbtl lzar <test tgo negattvol. SI existe aglutinación, la prueba 

se repite con el suero previamente absorbido con eritrocitos de carnero. 

frescos (50). 

En las pruebas de hemagluttnación pasiva Intervienen tanto la lgG como 

la lgM. Esto se debe a la buena respuesta de la lgG frente a antlgenos 

prot'elnlcos y a la respuesta de lgM frente a antigenos de tipo ooltsacárldo 

( 10,48). 
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1.4 TRATAMIENTO 

La antlblot lcoterapla especlf lca, Instituida en forma temprana, reduclra 

significativamente la morbilidad y las complicaciones. El tratamiento de la 

brucelosls humana Implica un problema debido a la localización Intracelular 

de la bacteria dentro del sistema retlculoendotellal del hospedador, sitio en 

donde las concentraciones del antibiótico pueden no ser óptimas. 

Las tetracicllnas son los agentes terapéuticos mas eficaces, las cepas 

de Brucella son sensibles a concentraciones mlrolmas Inhibitorias La 

clortetraclcl\na y la oxltetraclclina son las mas efectivas conslderandose 

que la dosis de 2g diarios de clortetraclcl\na es la cantidad óptima para 

obtener resultados efectivos. Los mejores resultados se obtienen con la 

dox\c\cllna que es una tetraclcl\na de tercera generación que se dosifica en 

concentraciones menores de 200 mg diarios. 

Se recomienda el tratamiento asociado con algún aminoglucósldo como 

ia amlkac\na, la kanamlc\na o la estreptomicina, la dosis recomendada es de 

lg diario. El uso de sulras combinadas, como el trlmetoprim-sulfametoxasol 

ha mostrado alta eficacia; la dosis recomendada es de 160 mg de trlmetoprlm 

y 800 mg de sulfametoxasol 2 veces al dla durante 21 :!las, aunque los 

resultados han sido mejores cuanto mas se prolonga al tratamiento 

La rlfampiclna se ultlllza para tratar brucelosis, ya que tiene una gran 

capacidad para penetrar al Interior de las células fagocltlcas y alcanzar el 

sistema retlculoendotellal donde persisten las bruce las. Se ha reportado que 

es 85 ll eficaz cuando se administra sólo durante 21 dlas; sin embargo, no se 

prescribe como único medicamento, ya que los mejores resultados se obtienen 

al asociarla con trlmetopr\m-sulfametoxasol o con la tetraclcllna. No se 
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recomlenaa el uso de cloramrenlcol, por su erecto sobre la médula ósea, las 

penicilinas son poco erectlvas. 

Se han utilizado otros métodos para el tratamiento de la brucelosls 

crónica, la desenslblllzaclón con extractos de la bacteria ha dado r~sultados 

variables, por lo que su utilidad no está plenamente reconocida. Existe 

controversia con respecto a la terapia con antlgenos debido a las reacciones 

severas que pueden desencadenar. 

Como regla general, se debe usar una combinación de antibióticos para 

el tratamiento de la brucelosls, si se quieren evitar las recaidas se debe de 

Incluir cuando menos uno que sea capaz de penetrar dentro de las células 

ragocltlcas. La duración del tratamiento debe ser como mlnlmo de 21 dias en 

rorma Ininterrumpida, aunque algunos autores recom 1endan un periodo m lnlmo 

ae 28 dlas. 

Se aconseja hacer un seguimiento de los pacientes para valorar la 

er1cacla del tratamiento. Se esperarla en general, que durante la primera 

semana hubiera una disminución de los slntomas y que los titulos de los 

anticuerpos descendieran al ílnal Izarlo, sobre todo de las lgG, sin esperar que 

se hagan negativos a corto plazo. Se debe asegurar que ya no existen bruce las, 

a través del mielo o del hemocultlvo. Se recomienda seguir controlando a los 

pacientes aún después de concluido el tratamiento, durante 5 a 12 meses, para 

asegurar la ausencia de recaldas (23,32,34,36). 

l .S CONTROL V PREVENCION 

La prevención se logra mediante la erradicación de la brucelosls en los 

animales, eliminando a los lnrectados y vacunando a los sanos, evitando asl 
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la enfermedad en humanos. Existen programas especlflcos para este fin; sin 

embargo, en México esto no ha sido posible debido a diversos factores sociales, 

económicos y por la Imposibilidad de ejercer un control adecuado en el 

consumo de leche y productos derivados de este principal medio de difusión de 

la enfermedad 

Algunos autores han sugerido como medida prevent 1va la vacunación de 

Individuos considerados en alto riesgo por su convivencia continua con los 

animales Jnf ectados. Este método prof lláct lco se ha ut 11 Izado sólo en algunos 

paises con resultados favorables ( 10,23). 

1 .6 REACCIONES CRUZADAS 

Todas las cepas lisas de Bruce/la muestran una gran react1v1dad 

cruzada que se pone de manifiesto cuando se realizan pruebas de aglutinación 

La razón de este comportamiento se debe al llpopollsacárldo (LPS) que es el 

principal anti geno de superf Jcle, la presencia común de una o varias moléculas 

de perosam lna en el LPS de cepas l Isas de bacterias como E. coli O: 157, O: 1 16 

yo: 1 17; Salmone//a del grupo Nde Kauffman & Whlte, Pseudomonasma/tophlla, 

Franctse/la tularensls, Vibrlo cholerae y Yersínla enterocollttca 0:9, es la 

razón por la que se presentan reacciones cruzadas con Bruce/la (2, 13, 16) 
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2. 1 Material 

Material de ·uso normal 

Apllcadores de madera 

Guantes 

CAPITULO 11 

PARTE EXPERIMENTAL 

M1crop1petas de 50, 100, 200 µI 

Mlcroplacas de fondo en U Costar Cat. No.3797 

M1croplacas de fondo en V Costar Cat No.3897 

Placas para aglutinación 

Pipetas de 1, 5, 10 mi 

Pipetas Pasteur 

Tubos para centrifuga 

Equipo 

Balanza analft1ca 

Balanza granatarla 

Baño de agua a 37ºC 

Baño de agua a 56'C 

Centrifuga 

Incubad~~ª de 37'C 

Lámpara 

Espejo 
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Reac~1vos 

Amortiguador salino de fosfatos CPBSl pH 7.2 co. iSMl 

Amortiguador salino de fosfatos CPBSl pH 6.4 CO. lSM) 

Acldo tanlco e 1 ·20,000 y 1 :40,000l 

Forma1deh1do al 40~ 

Solución salina fenolada al 0.5% 

SoluclOn de Alsever 

Reactivos 01ológlcos 

Antlgenos próporclonados por el Lab. de Brucelosls del INDRE. 

-Antfgeno B abortus C99Sl teñido con rosa de bengala para la prueba de 

aglutinación en placa. 

-Antfger.o B. me/itensis CM- 16l para la técnica de Hemagfutlnaclón Indirecta. 

-,t.•.tfgeno B. me/ttensls dffuldo en solución salina fenolada para la prueba de 

- ·:'oaglutinación en placa. 

~r1troc1tos de carnero 

Erttrocltos humarios tipo "O .. 

Suero normal de conejo 

Muestras Analizadas 

150 sueros de personas clfnfcamente sanas que acuden a consulta externa del 

Hospital Angeles del Pedregal, para la determinación del valor de corte para 

!a prueba de hemaglut1nacfón Indirecta. 

2 f 4 sueros oe personas de varios estados del pafs que acuden al laboratorio 
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ce Brucelos1s del INDRE para la real 1zac1ón de su d1agnóst1co, seleccionándose 

para la validación de la prueba de nemaglut1naclón indirecta 

31 sueros de personas con dlagnósttco de cólera Que acudl~ron al laboratorio 

de producción de sueros del INDRE, para la determinación de reac~lones 

cruzadas de la prueba de nemaglutlnac1ón Indirecta 

20 sueros de personas con diagnóstico de salmonelosls Ctlro1deal con cultivo 

positivo, del Banco de sangre del IMSS, para determinación de reacciones 

cruzadas de la prueba de nemaglutlnaclón Indirecta 

28 sueros de personas aparentemente sanas del estaco ae Puebla <zona 

considerada de alta prevalencia de bruceloslsl, para determinar la presencia 

de anticuerpos contra Bruce/la mediante la prueba ce nemaglut1nac1ón 

Indirecta. 

2.2 Metodologla 

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

1.- Aglutinación en placa con antlgenc teñido con rosa de bengala 

2.- Mlcroaglutlnaclón en placa 

3.- Hemaglutlnaclón indirecta 

l.- Aglutinación en placa con antlgeno teñido con rosa de bengala 

En una placa de vidrio cuadriculada se colocan con una m lcroplpeta 40µ 1 

del suero, se agrega una gota del anti geno con un gotero cal lbrado Que equivale 

a 30µ1, se nomogenlza con un apllcador, se agita la placa .con mov1m1entos 

rotatorios durante 4 minutos y se observa frente a una lampara la presencia 

o ausencia de aglutinación, colocando a la vez un suero testigo positivo y uno 
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negativo. Los resultados se Interpretan, s1 hay aglutinación, como pos1:1vo y 

no aglutinación Cal cabo de 4 mlnutosl como negativo La prueoa tiene validez 

cualltat lva y se tnval Ida el resultado si se lee después de pasaao los 4 mrn•J:os 

Sr la prueba es positiva se procede a titular el suero rea\rzando d1\uc1ones de 

1:80a1.320 para ver el titulo maxlmo del suero y poaer comparar con las otras 

pruebas 

2.- Mlcroaglutlnaclón en placa 

Se colocan 180µ1 de solución salina fenclada en la primera n1lera de la 

m lcrop laca con fondo en u y 100µ1 al resto de los pozos ae la m icroplaca, se 

ponen 20µ1 de suero al primer pozo e 1 suero I pozal, se toman 100µ 1 del primer 

pozo y se hacen diluciones seriadas con mlcroplpeta, desechando al frnal del 

úl t lmo pozo 100µ l. Se agregan 100µ 1 de anti geno diluido en solución fenolada 

a todos los pozos, colocandose también un suero control positivo y un suero 

control negativo. Posteriormente se rncuban las placas a 37°C durante 24 

horas. Se colocan las placas en un espejo y se observan con ayuda de una 

lampara. 

Se m lde e 1 grado de aglut !nación por la mayor o menor clarl f lcac 1ón aue 

se haya producido en comparación con e 1 test lgo negat lvo y el testigo poslt \va 

El titulo corresponde al último pozo donde hubo clarificación. 

3.- Hemaglútlnaclón rndlrecta 

3.1 Tanado de los eritrocitos 

al- Los eritrocitos de carnero suspendidos en solución de Alsever CAnexol se 
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i2v2n 3 ve.ces con P8S a oH 7.2 se centrifugan a 2,000 rpm durante 5 minutos. 

Se ajusta a 2 si: 12 suspensión, con PBS a pH 7.2 

bl- Se ao1c1ona un volumen igual de la solución de acldo tanlco 1 20,000 

Cl.r'lexol, mezclando bien e Incubando la mezcla en baño de agua a 37'C durante 

15 minutos 

cl- Se retiran las células tratadas con ácido tanlco del b2ño de agua y se 

centrlfUgan a 2,000 rpm durante 5 minutos. Se decanta el sobrenadante y s~ 

lavan tres veces con PBS a pH 7.2, se resuspenden las células con PBS a pH 6.4, 

cara t.;ner nuevamente la concentraclón Inicial de 2.S?o. 

3 2 Senslblllzaclón de los eritrocitos con antlgeno de B. melttensts M-16 

(P(;M-BMl 

al- LOS er1troc1tos tanados al 2.5:<: se senslbl llzan añadiendo Igual volumen de 

la alluc1ón óptima de antfgeno disuelto en P8S pH 6.4. Se Incuba la mezcla en 

. baño de agua a 37'C durante 15 m lnutos. 

bl- Se retiran del baño de agua las células tratadas con antlgeno y se 

º"~'tri fugan a 2,000 rom durante 5 minutos. Se decanta el sobrenadante y se 

la·1an las células 2 veces con P8S a pH 7.2 adlc10nado de suero normal de conejo 

(SNC) al 1 :<:(Anexo l. 

el- se ajustan las células a una suspensión de 1.5:<: con el mismo diluyente. 
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3 3 Determinación o~ la concentración óot1ma de antfgeno 

al- Se preparan diluciones de anti geno en PBS a pH 6.4 C 1:20, 1 :40, 1 :80, 

1:160) 

bl- Se senslblll2an las células con cada dilución de antlgeno, como se Indicó 

anteriormente. 

cl- Cada suspensión de eritrocitos sensibilizados se hace reaccionar con 

diluciones seriadas de un suero positivo y uno negativo conocidos, empleados 

como controles 

dl- La mas baja concentración de antfgeno que dé el más alto titulo con el 

suero Inmune y no reaccione con el suero negativo, se considerará óptima. 

3.4 Determ !nación de ant !cuerpos ant 1 Bruce/la por la prueba de hemaglutfnaclón 

Indirecta 

al- Se lnactlvan los sueros problema a S6ºC durante 30 minutos. 

b)- A todos los pozos oe la mfcroplaca de rondo en U se les agregan con una 

m1croplpeta, 25µ1 de PBS a pH 7.2 adicionado de suero normal de conejo al 

l:P. 

c)- Se colocan 25µ1 de suero problema en el primer po20, se me2cla y se 

transf leren 25µ 1 al siguiente pozo real Izando diluciones seriadas y desechando 

al final 2SµI Cdfluclones de 1:2 a 1:1024). 
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d)- A cada dlluclón de suero, se agregan 25µ1 de la suspensión senslbll1zada 

de células al 1.51!. 

e>- Se coloca la placa en el rotor de 1 a 3 minutos y posteriormente se deja 

reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 horas cubriéndola; por último, 

se realiza la lectura observando sobre un fondo blanco o con la ayuda de un 

espejo. 

Controles requeridos: 

a) Control del diluyente 

1.- Se depositan 25 µ1 de PBS a pH 7.2 adicionado de suero normal de conejo 

al l!'l en una hilera de pozos y se agregan 25 µ1 de la suspensión de células 

sensibilizadas al 1.5%. Esta reacción debera ser negativa 

b) Control de suero 

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

senslbl llzar. 

2.- Se hacen las mismas diluciones del suero control positivo agregando 25µ1 

de eritrocitos senslbl ! Izados. 

3.- Se realiza la misma operación con un suero negativo conocido. 

Interpretación de resultados 

Se leen los patrones de las células en el f onde de los pozos. Una reacción 



positiva se Indica por una aglutinación en forma homogénea en el fondo del 

pozo. Una prueba negativa es aquella en la cual las células rorman un botón 

compacto o un anillo en el centro del pozo. 

En los pozos correspondientes al testigo negativo con e~ltrocltos 

senslbll Izados no debe haber reacción. En los pozos del testigo positivo de la 

prueba debe presentarse una hemaglutlnaclón .completa de los eritrocitos. 

En los pozos correspondientes a los que tienen el suero problema con 

eritrocitos no sensibilizados no debe haber reacción. En los pozos que 

corresponden ·a las diluciones del suero problema, el titulo de anticuerpo es 

igual a la mayor d11uclón en la que aún se presenta hemaglutlnaclón. 

Variables anal Izadas en la prueba de hemaglutlnaclón Indirecta 

Amortiguadores 

Para la preparación del acldo tan leo di luido y del suero normal de conejo 

al 1 %, asl como para el lavado de los eritrocitos y su tanado, se probaron los 

amortiguadores de rosratos a pH 7.2 y 6.0 C0.15 Ml. 

Para la senslblllzaclón de los eritrocitos y la dilución del antlgeno se 

probaron los amortlguadore_s de fosfatos a pH 6.4 y 8.0 CO. l SMJ. 

Eritrocitos 

Se realizó la prueba de hemaglutlnaclón utllfzanao eritrocitos de 

carnero y eritrocitos de humanos tipo ·o·, conservados en solución de Alsever. 
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Solución de ácido tánlco 

Al mismo tiempo se prueban diferentes concentraciones del ácido 

tánlco 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 13 en 

PBS a pH 7.2 y gelatina al 13 en PBS a pH 7.2. El suero normal de 

conejo se utll Iza lnactlvado a 56'C durante 30 y 40 minutos y sin lnactlvar; 

también se prueba absorbiendo durante 1 hora con agitación suavé con un 

volumen Igual de paquete de eritrocitos de carnero. 

Tiempos de Incubación 

Se realizan pruebas en donde se emplen diferentes tiempos de 

Incubación para el tanado y la sensibilización de los eritrocitos: 15 minutos 

a 37°C en baño de agua, 15 minutos a 37°C en la Incubadora, 30 minutos a 37°C 

en baño de agua y 30 m lnutos a 37'C en Incubadora. 

Sueros humanos 

Ya mencionados en material. 
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Placas para mlcrotltulaclón 

Se emplean dos diferentes tipos, placas de fondo en U clave 3797 y 

placas de fondo en V clave 3897, ambas de marca Costar. 

Antlgeno 

Se prueban los siguientes antlgenos, extracto salino de la cepa 99S de 

Bruce/la abortus Rulz Castañeda Madi f !cado CRCM-BAl a una concentración de 

5.4 mg/ml, extracto salino de la cepa M-16 de Bruce/la melitensts Ru1z 

Castañeda Modificado CRCM-BMl a una concentración de 10.7 mg/ml. Los 

antlgenos se usan a diferentes concentraciones y diluciones 

B. melitensts M-16: 1:10 Cl,070µg/mll, 1:20 (535µg/mll, 1:40 C267.5µg/ 

mil, 1:80 (133.7Sµg/mll, 1:160 e 66.87µg/mll. 

B.abortus 99S: 1:10 CS40µg/mll, 1:20 C2.70µg/mll. 1:40 (135µg/mll, 1:80 

(67.Sµg/mll, 1:160 (33.75µg/mll. 

Lecturas 

Las placas se dejan reposar diferentes tiempos, durante 2 horas 

a temperatura ambiente, 1 hora a 37ºC y 14 horas en refrigeración, 2 horas 

a temperatura ambiente y 14 horas en refrigeración. 

Obtención del antlgeno B. me/itensts M-16 

El antlgeno utilizado es el RCM-BM, que es un extracto crudo de la cepa 

49 



" 

M-16 de B. melitens1s obtenido por el método de Rulz castañeda modificado 

CRCM). La cepa de B. mel1tens1s M-16 se encuentra congelada a -70ºC en 

crlotubos los cuales tienen 2 mi de la suspensión bacteriana en glutamato de 

sodio como soporte crloprotector. 

El primer dla se descongela e 1 crlotubo procediéndose a sembrar 7 tubos 

con medio Inclinado <medio cuenta en placa 0.85:! marca Dlfco, Dextrosa 13, 

Gllcerol 13, Agar 23), colocando una gota de la suspensión y glrandolos para 

que se cubra toda la superficie, se siembran también dos placas de agar soya 

trlptlcasa <TSAl por estrla con una gota de la suspensión bacteriana. Se 

Incuban a 37'C durante 24 horas y se determina la pureza por morfologla 

microscópica y colonial; verificar si el cultivo está puro y en fase lisa por 

aglutinación con acrlflavlna, se realiza aglutinación 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 Inoculándose 0.5 mi a 1 o frascos con el mismo 

medio de cultivo mencionado anteriormente, se agitan de manera que la 

superflc 1e del medio quede bañada por la suspensión, sembrándose también dos 

placas de TSA para pruebas de control, se Incuban a 37ºC durante 24 horas. 

Después de la Incubación se realizan las pruebas de pureza mene lanadas 

anteriormente. Se revisa que la morfologla del creclm lento en los frascos sea 

la caracterlstlca 

Se agregan 6 mi de caldo Brucella a cada frasco para resuspender el 

crecimiento, se toman 2 mi de la suspensión y se Inoculan las botellas de Roux 

con el mismo medio de cultivo que se Incuban a 37ºC durante 48 horas. 
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Se examina el crec1m1ento de las botellas de Roux y se cosechan 

agregando 20 mi de solución salina fenolada al 0.5% CSSF) a cada una para 

Jnactlvar las bacterias, se rl Jtran a través de algodón y gasa estérl 1 coJectándolo 

en un matraz. A la suspensión as! obtenida se le realizan las mlsmas pruebas 

de pureza. 

Las células cosechadas se dejan en refrigeración durante tres dlas, 

después se centrifugan a 6,000 rpm durante 20 minutos descartando el 

sobrenadante, el paquete celular se resuspende con SSF y as! se realizan dos 

lavados más con solución salina Isotónica <SSI) para eliminar Jos restos de 

medio de cultivo, se colocan en un matraz conteniendo perlas de vidrio, 

dejandose en agitación durante 24 horas a 4ºC, se centrifugan para separar el 

sobrenadante, al que se le cuantifican las protefnas por el método de Lowry, 

se distribuye en viales y se almacena a -20°c. De Igual manera, el anti geno 995 

RCM-BA se obtiene por el mismo procedimiento. 

2.3 Análisis Estadfstlco 

Para Ja valoración de los resultados obten! dos se ut lllzó Ja estadlstlca 

descrlpt iva asociada a 1 as tablas de cont lngencla o de doble entrada, mediante 

las cuales se determinan Jos valores de sensibilidad, especificidad y valores 

predictivos. 

Sensibilidad. En lnmunoserologfa este término denota la capacidad de 

un procedlm lento para detectar muy pequeñas concentraciones de una sustancia. 

El método de prueba Idealmente sensible es aquél que encuentra un resultado 

positivo, cuando el verdadero estado de Ja muestra es positivo. Un resultado 

negat fvo falso ocurre cuando Ja prueba es negat Jva pero el verdadero estado de 

Ja muestra es positivo. 
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Especificidad. Tiene dos caracterlstlcas, la primera es aquella que 

determ lna su capacidad para encontrar un resultado negativo de la prueba, 

cuando el verdadero estado de la muestra es negat lvo. La segunda caracterist lea 

del concepto es el relacionado con la presencia de las llamadas reacciones 

cruzadas. 

Los valores predictivos describen el valor de las pruebas tomando en 

cuenta la prevalencia real de la Infección en la población 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 población analizada. 

El valor predictivo positivo es la frecuencia de Individuos Infectados 

entre todas las personas con resultados positivos. 

El valor predictivo negat lvo es la frecuencia de Individuos no lnf ectados 

entre todas las personas con resultados negativos. 

Reproduclbll1dad. Representa la magnitud de las diferencias entre los 

resultados cuant ltat lvos en repet Idos ensayos en la m lsma muestra, sin tomar 

en cuenta el valor verdadero de la sustancia medida. Entre menores sean las 

diferencias entre los resultados obtenidos con los ensayos repetidos, más 

grande será la precisión del procedimiento. 
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TABLA DE CONTINGENCIA O DE DOBLE ENTRADA 

MAP 

A B 

PV NF 

HAP 
e D 

PF NV 

A 
SENSIBILIDAD= X 100 

A • c 

o 
ESPECIFICIDAD= X 100 

o • B 

A 
VALOR PREDICTIVO POSITIVO= X 100 

A + B 

o 
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO= ----X 100 

PV =POSITIVO VERDADERO= A 

NF• NEGATIVOFALSO•B 

PF = POSITIVO FALSO = C 

NV =NEGATIVO VERDADERO= O 
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CAPITULO 111 

RESULTADOS 

Como parte del desarrollo de nuevos métodos diagnósticos, en el 

Laboratorio de Brucelosls del INDRE, se llevó a cabo la estandarización y 

evaluación de la técnica de Hemaglutlnaclón Indirecta <HI l con la finalidad de 

contar con otra prueba de diagnóstico de rutina. 

Los resultados se presentan en tablas de la 1 a la 15, y los contenidos 

de las mismas se describen a continuación: 

Determinación del valor de corte para la prueba de hemaglutlnaclón 

Indirecta. Dicho valor se obtuvo sometiendo a Ja prueba de hemaglutlnaclón 

Indirecta los 150 sueros de personas cllnlcamente sanas, que acudieron a 

consulta externa del Hospital Angeles del Pedregal y que no cursaban con 

ninguna Infección. El valor de corte correspondió a la dilución 1 :32, es decir, 

los sueros que dieron un titulo mayor o Igual a esta dilución se tomaron como 

positivos y los que dieron un titulo menor se consideraron como negativos. 

También se les real 1 zó las pruebas de aglutinación en placa con ant !geno teñido 

con rosa de bengala (RBl y mlcroaglutlnaclón en placa (MAPl obteniéndose 

resultados negativos, TABLA l. 

Se procedió a evaluar la prueba de hemaglutlnaclón Indirecta, para ello 

se emplearon 21.4 suerns de personas que acudieron para el diagnóstico al 

Laboratorio de Brucelosls, los cuales se trabajaron simultáneamente con la 

prueba de mlcroaglutlnaclón en placa y aglutinación en placa con antlgeno 

teñido con rosa de bengala. Se correlacionaron los resultados de la prueba de 

. HI con los de la prueba de MAP para determinar la relación entre ambas 

obteniéndose los resultados que se muestran en la TABLA 2. 

53 



Se correlacionaron también los resultaaos de la prueba de HI con los. 

resultados obtenidos en Ja prueba de RB, determ lnando la re !ación entre ambas 

pruebas, los resultados se muestran en la TABLA 3. 

Se de.terminó la sensibilidad, especificidad y valores predictivos para 

la prueba de HI tomando como prueba patrón el método de MAP a una dilución 

de 1: 160, como valor de corte y de significado diagnóstico. Se utll Izó la 

estadlstlca descriptiva mediante las tablas de contingencia o de doble 

entrada, obteniéndose una senslbl l ldad del 97% y una especificidad del 92% asl 

como un valor predictivo positivo del 95% y un valor predictivo negativo del 

95%, los resultados se muestran en la TABLA 4. 

Para la determinación de reacciones cruzadas con la prueba de HI, se 

sometieron a dicha prueba 31 sueros con diagnóstico de cólera trabajados 

simultáneamente también por las técnicas de RB y MAP, en donde 27 sueros 

fueron negativos por las tres pruebas y 4 fueron positivos para HI con titulas 

de 1 32 y 1 :64, los resultados se muestran en la TABLA 5. 

También se anal Izaron 20 sueros positivos para Salmonella por las tres 

pruebas CHI ,RB, MAP) para la determlnaclóndereacclones cruzadas obteniéndose 

resultados negat lvos para MAP y RB, por HI se obtuvieron ti tu los de 1 :2, 1 :4 

y 1.8 los cuales se consideran negativos; los resultados se muestran en la 

TABLA 6. Los resultados de ambos grupos de sueros positivos a Sa/mone/la yV. 

cno/erae, por la prueba de HI se muestran en la TABLA 7. 

Se estudiaron 26 sueros de personas cllnlcamente sanas de un área 

endémica del estado de Puebla para determinar la presencia de anticuerpos 

ant 1-Brucel la obteniéndose t ltulos de 1 :2 a 1: 16, los resultados se muestran 

en la TABLA B. 
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Se trabajaron 26 sueros de personas con cultivo positivo para Bruce/la 

par las tres pruebas (Hl,RB,MAPl. ya que como sabemos el aislamiento de la 

bacteria es la prueba que realmente confirma la Infección por Brucella, los 

resultados se muestran en la TABLA 9. 

Se calculó la reproduclbl lldad de la prueba de HI con 1 15 sueros 

positivos escogidos al azar de los demás sueros trabajados, se corrieron en 

dos distintos dlas, obteniéndose un 85P. de reproduclbl lldad, los resultados se 

muestran en la TABLA 1 O. 

Se determinó el número de muestras en que coincidieron los titulas de 

cada uno de los 5 grupos de sueros analizados, trabajados por las tres pruebas 

(Hl,RB,MAPl los resultados se muestran en las TABLAS 11 a 15. 
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TABLA1 

DETERMINACION DEL VALOR DE CORTE PARA LA PRUEBA DE 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA {HI) EN 150 SUEROS 

DE PERSONAS CUNICAMENTE SANAS. 

HI NEG 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 

SANOS 127 6 10 4 3 



TABLA2 

CORRELACION DE VALORES OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS DE 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) Y MICROAGLUTINACION 

EN PLACA (MAP) EN LA DETERMINACION DE 

ANTICUERPOS ANTl-Brucella. 

~ NEG 1:4 1:6 1:16 

p (ºº) 

NEG(") 21 7 5 

1:40 11 6 1 

1:60 3 5 7 

1:160 1 

1:320 1 

1:640 1 

1:1260 

1:2560 

1:5120 

TOTAL 37 18 14 

(")INCLUYE DILUCION 1 :10 y 1 :20 

("") INCLUYE DILUCION 1 :2 

7 

3 

1 

11 

1:32 1:64 1: 126 

1 1 

1 1 

5 3 7 

1 3 

6 6 11 

1:256 

13 

6 

5 

4 

26 

1:512 

2 

13 

19 

5 

1 

40 

1: 1024 

2 

12 

7 

14 

7 

1 
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TABLA3 

CORRELACION DE VALORES OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS DE 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) Y ROSA DE BENGALA 

(RB) EN LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS 

IX NEG 1:4 1:8 

B ('') 

NEG(') 17 11 2 

1:40 17 4 8 

1:80 2 4 

1:160 1 

1:320 1 2 

TOTAL 37 18 14 

(') INCLUYE OILUCION 1 :1 O Y 1 :20 

(") INCLUYE DILUCION 1 :2 

ANTl-Brucella. 

1:16 1:32 1:64 1: 128 1:256 

1 1 

2 1 1 1 

5 5 

3 1 2 3 7 

5 2 2 20 

11 6 6 11 28 

1:512 

2 

8 

4 

26 

40 

1: 1024 

1 

2 

40 
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TABLA4 

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS 

HI 1:32 

DE LA PRUEBA HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI). 

+ 

TOTAL 

MAP 

+ 

128 

4 

132 

SENSIBILIDAD 
ESPECIFICIDAD 

6 

76 

82 

VALOR PREDICTIVO POSITIVO 
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO 

1: 160 

TOTAL 

97% 
92.60% 
95.00% 
95% 

134 

80 

214 



TABLAS 

RESULTADOS DE 31 SUEROS CON DIAGNOSTICO DE COLERA 

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

SUEROS HI MAP AB 
1 o o o 
2 o 1:20 o 
3 o 1:40 o 
4 o 1:40 o 
5 1:2 o o 
6 1:2 1:20 o 
7 1:4 o o 
8 1:4 o o 
9 1:4 o o 
10 1:4 o o 
11 1:4 o o 
12 1:4 o o 
13 1:4 o o 
14 1:4 1:20 o 
15 1:4 1:20 o 
16 1:4 1:20 o 
17 1:4 1:20 o 
18 1:4 1:20 o 
19 1:4 1:20 o 
20 1:4 1:40 o 
21 1:8 1:20 o 
22 1:8 1:20 o 
23 1:8 1:20 o 
24 1:8 1:20 o 
25 1:8 1:20 o 
26 1:16 1:20 o 
27 1:16 1:40 o 
28 1:32 o 1:40 
29 1:32 1:320 1:320 
30 1:32 1:640 1:320 
31 1 :64 1:80 1:40 



TABLAS 

RESULTADOS DE 20 SUEROS POSITIVOS A Sslmonalla AL 

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

SUERO RB MAP HI ·o· "H" 

1:4 1 :80 1:160 

2 1:20 1:80 

3 1:4 1:40 1:40 

4 1:2 1:40 1:40 

5 1:4 1:320 1:160 

6 1:80 1:80 

7 1:2 1:20 1:60 

8 1:4 1:160 1:160 

1:2 1:80 1:80 

10 1:4 1:80 1:20 

11. 1:80 

12 1:2 1:40 

13 1:8 1:20 1:160 

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 1 :2 1:20 1:160 



TABLA7 

RESULTADOS DE SUEROS POSITIVOS A Salmonella Y A Vlbrlo chole

OBTENIDOS POR LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI), 

HI NEG 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 

Salmonella 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 1:8 1:16 1:32 1:64 

SANOS 3 7 8 8 2 



,---

TABLA 9 

RESULTADOS DE 26 SUEROS DE PACIENTES CON CULTIVO 

POSITIVO A Bruc•ll• AL ESTUDIARLOS POR LAS 3 PRUEBAS 

(HI, 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 1:2560 1:1024 
5 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 



t~ 
NEG 

1:4 

1:8 

1:16 

1:32 

1:64 

1:128 

1:256 

1:512 

1:1024 

1 :2048 

TOTAL 

TA8LA1D 

DETERMINACION DE LA REPRODUCIBIUDAD DE LA PRUEBA 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) OBTENIDA DE 115 

SUEROS DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS. 

NEG 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 

33 3 

3 7 

2 7 

2 3 

3 

6 

4 

5 2 

1 12 

16 

36 12 9 3 3 6 4 6 14 16 

1:2048 

3 

3 

6 



TABLA 11 

FRECUENCIA DE TITULOS OBTENIDOS POR LAS PRUEBAS 

HI 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
1:2 
1:2 
1:2 
1:2 
1:2 
1:2 
1:2 
1:2 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:4 
1:8 
1:8 
1:8 
1:8 
1:8 
1:8 
1:8 

1:16 
1:16 
1:16 
1:16 
1:16 
1:16 

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

CON DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS. 

MAP RB FRECUENCIA 
o o 5 
o 1:20 1 
o 1:40 1 

1:20 o 1 
1:20 1:20 1 
1:20 1:40 3 
1:40 o 2 
1:40 1:40 6 
1:40 1:80 1 
1:80 1:40 1 
1:80 1:80 1 
o o 5 

1:20 o 1 
1:20 1:40 1 
1:40 1:40 3 
1:80 o 2 
1:80 1:40 1 

1:320 1:40 1 
1:640 1:320 1 

o o 1 
o 1:40 2 

1:20 1:20 1 
1:20 1:40 1 
1:40 o 3 
1:40 1:20 1 
1:40 1:40 1 
1:80 o 4 
1:80 1:40 1 
1:80 1:160 1 
1:80 1:320 2 
o o 1 

1:20 o 1 
1:20 1:40 3 
1:40 1:40 1 
1:80 1:40 4 
1:80 1:80 3 

1:160 1:80 1 
o o 1 

1:20 1:40 1 
1:20 1:80 5 
1:40 1:40 1 
1:40 1:160 2 

1:160 1:160 1 



TABLA 11 

CONTINUACION 

1:32 1:40 1:320 1 
1:32 1:160 1:150 1 
1:32 1:160 1:320 4 
1:64 1:40 1:40 1 
1:64 1:80 1:20 1 
1:64 1:160 1:160 2 
1:64 1:160 1:320 1 
1:64 1:320 1:320 1 

1:128 1:80 1:160 1 
1:128 1:160 1:80 4 
1:128 1:160 1:160 2 
1:128 1:160 1:320 1 
1:128 1:320 1:40 1 
1:128 1:320 1:80 1 
1:128 1:320 1:320 1 
1:256 1:180 1:40 1 
1:256 1:160 1:160 7 
1:256 1:160 1:320 5 
1:256 1:320 1:320 6 
1:256 1:640 1:320 5 
1:256 1:2560 1:320 4 
1:512 1:160 1:40 2 
1:512 1:80 1:80 2 
1:512 1:160 1:00 4 
1:512 1:160 1:320 7 
1:512 1:320 1:80 2 
1:512 1:320 1:160 2 
1:512 1:320 1:320 15 
1:512 1:640 1:160 2 
1:512 1:640 1:320 3 
1:512 1:1280 1:320 1 

1:1024 1:160 1:160 1 
1:1024 1:160 1:320 1 
1:1024 1:320 1:160 1 
1:1024 1:320 1:320 11 
1:1024 1:640 1:80 1 
1:1024 1:640 1:320 6 
1:1024 1:1280 1:320 14 
1:1024 1:2560 1:320 7 
1:1024 1:5120 1:320 1 



TAllLA 11 

FRECUENCIA DE mULOS OBTENIDOS EN 31 SUEROS DE 

PERSONAS CON DIAGNOSTICO DE COLERA POR LAS 

3 PRUEBAS (HI, MAP Y RB). 

HI MAP RB FRECUENCIA 

1:20 

1:40 

1:2 

1:2 1:20 

1:4 

1:4 1:20 

1:4 1:40 

1:8 1:20 5 

1:16 1:20 

1:16 1:40 

1:32 1:40 

1:32 1:320 1:320 

1:32 1:64-0 1:320 

1:64 1:80 1:40 



TAllLA 13 

FRECUENCIA DE TITULOS OBTENIDOS EN 20 SUEROS DE 

PERSONAS CON DIAGNOSTICO DE SALMONELOSIS 

POR LAS 3 PRUEBAS (HI, MAP V RB). 

HI MAP RB FRECUENCIA 

o o o 4 

1:2 o o 9 

1:4 o o 6 

1:8 o o 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 o o 2 

o 1:20 o 1 

1:2 o o 6 

1:2 1:80 o 1 

1:4 o o 7 

1:4 1:80 o 1 

1:8 o o 8 

1:16 o 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 

o o o 112 

o 1:20 o 13 

o 1:40 o 2 

1:2 o o 6 

1:4 o o 10 

1:6 o o 3 

1:6 1:20 o 1 

1:16 o o 2 

1:16 1:20 o 1 



CAPITULO IV 

·DISCUSION DE RESULTADOS 

Durante la ejecución de la prueba el amortiguador de rosrat_os Qúe se 

seleccionó para el tanado de los erttrocttos rué el PBS a pH 7.2. ya Que se probó 

el de pH 6.0 observándose QUe los erltrocttos son dlffclles de resuspender, a 

pH 7.2 no se dificulta esto; Igualmente es útil tanto para la preparación del 

acldo tanlco como de la del suero normal de conejo al 1 i!. 

Para la senslbll lzaclón de los eritrocitos se seleccionó el amortiguador 

de rosratos a pH 6.4, ya Que cuando se trabajó el de pH 8.0 se observó QUe 

habla un cierto grado de hemóllsls en Jos eritrocitos, asociado· con la 

dificultad de resuspender las células en Jos lavados; Incluso, se tenla Que 

preparar y sensibilizar nuevamente, por lo que se decidió utilizar el pH de 6.4 

al no observarse dificultad en la resuspenslón ni en la hemóllsls. 

La preparación de los amortiguadores de ros ratos se hacia cada vez que 

se montaba la técnica, preparando sólo lo necesario para trabajar, aunque 

ocasionalmente se puede almacenar a 4ºC, 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 "O", los cuales se colectaron aséptlcamente en Igual volumen de 

solución de Alsever y se refrigeraron a 4ºC por lo menos de 3-4 dlas antes de 

usarse. Los resultados obtenidos con ambos fueron slmtlares, aunque los 

eritrocitos humanos son mas sensibles para el tanado. 

Se decidió trabajar con los eritrocitos de carnero ya que fueron los más 
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féclles de obtener en cantidad y Jos más satisfactoriamente probados por 

varios autores 

Se recomienda trabajar con eritrocitos de la misma especie para evitar 

dlf lcultades causadas por la presencia, en e 1 suero, de aglutinlnas no homólogas 

contra los eritrocitos; se absorbieron los sueros trabajados con un paquete 

celular, y de esta manera, quitar las aglutlntnas no especificas que podrlan 

llsar a los eritrocitos. 

Se empleó acldo tanlco en una concentración final de 1:20,000 a 

1:40,000 para establ llzar la membrana de tos eritrocitos Se decidió utl l izar 

la dilución 1 :20,000 ya que con la segunda se observó aglutinación espontánea, 

además de que los eritrocitos se llsaban. 

Se recomienda tratar los erttrocltos tanados con formol para evitar su 

lisis, en el presente trabajo no se realizó, ya que se preparaban cada vez que 

se montaba la técnica, utilizando ácido tántco diluido fresco, ya que éste 

tiende a oxidarse y no funciona para tanar otro lote de células. 

El acido tanico se preparó con PBS a pH 7.2 puesto que a éste no se ltsan 

los eritrocitos. El tanado se llevó a cabo a 37ºC aunque también se observó que 

es efectivo a temperatura ambiente y durante un periodo de 15 minutos, 

lavando posteriormente para eliminar el exceso de ácido tanteo. 

El suero normal de conejo al 1 n es el dlluyente que se seleccionó para 

trabajar, éste actúa como protector de los eritrocitos durante los lavados que 

se hacen después de haberlos sensibilizado evitando que éstos se lisen. El 

suero normal de conejo se diluyó al 1 n con PBS a pH 7.2 y se lnactlvó a 56°C 

durante 30 minutos, se absorbió con igual volumen de paquete de eritrocitos 
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de carnero lavados durante una hora a temperatura ambiente con agitación 

suave, esto se real Iza ya Que hay proteinas presentes en el suero, Que pueden 

acscroerse en los eritrocitos o reemplazar varias de las moléculas de 

ar.tlgenos soore la superflc1e de éstos y aglutinarlos, dando reacciones 

mespeclflcas. 

También se trabajó con gelatina, la cual es una protelna que actúa 

tg-.Jaimente Que el suero normal de conejo, los resultados obtenidos rueron 

semejantes a los del suero normal de conejo, pero no se trabajó con ésta ya que 

se decidió seguir la técnica de Boyden 

Los sueros que se trabajaron se inactivaron a 56'C durante 30 minutos 

ya que e 1 complemento l Isa los eritrocitos sens lbll Izados ocasionando errores 

en la técnica Inicialmente se probaron sueros sin desactivar y se observó 

aglutinación, por lo que se decidió lnactlvarlos, además de que es más seguro 

trabajarlos en esta forma ya que al mismo tiempo se inactlvan los virus que 

::;.'..1Cleran estar presentes. 

Los sueros se absorbieron con el paquete de eritrocitos de carnero 

la1aaos <volumen a volumen durante 1 o minutos a temperatura ambiente>. 

esto se rea 11 zó para el lm mar los anticuerpos heteróf i los Que podrlan aglut lnar 

lnesoeclílcamente a Jos eritrocitos. 

Los sueros Que se contaminaron se filtraron a través de una membrana 

de 0.45µm ya que si se hubieran trabajado contaminados los resultados 

obtenidos tendrlan alterado el titulo dando falsos negativos. 

Igualmente, se pudo observar que cuando los sueros se descongelaban 

para hacer una deteqninaclón y se volvlan a congelar nuevamente, los titulas 
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bajaban, por lo que se tomaron altcuotasy se congelaron en forma Individual, 

·con lo cual, cuando se requerla, se tomaba la allcuota de manera que las que 

no se trabajaran se mantuvieran congeladas 

El antlgeno que se seleccionó fué el extracto salino de la cepa M-16 de 

8. melitensls RulzCastañedaModlf \cado CRCM-BMl a una concentración de 10.7 

mg/ml. Para la determinación de la concentración óptima se realizaron 

·diluciones e 1: 1 O, 1 :20, 1:40, 1 :BOJ senslbll lzandose los eritrocitos con cada 

di lución del anti geno. La dlluc Ión óptima que dló mejor resultado fué la de 1 :20 

C0.535 mg/mllya que fué la mas baja concentración de anti geno que dló el mas 

alto titulo con el suero Inmune y no reaccionó con el suero negativo. 

La sensibilización de los eritrocitos tanados con el anti geno se llevó a 

cabo entre 1 o y 30 minutos de Incubación a 37°C, observandose resultados 

satisfactorios, aunque se decidió dejar 15 minutos para que se adsorbiera 

completamente, también se observó que la temperatura ambiente es efectiva 

para adsorber el antlgeno. 

Se reallzaron tres lavados con SNC al 13 CPBS 7.2) después de la 

sensibilización para eliminar el antlgeno libre, ya que de otra manera se 

podrlan ocas tonar agluttnac1ones lnespeclflcas puesto que el anti geno estarla 

en exceso. 

La prueba se llevó a cabo en mlcroplacas de fondo en U y de fondo en V, 

seleclonando la primera ya que se aprecia mejor la aglutinación y el botón 

compacto, puesto Que en las segundas se observa una diferencia en la forma del 

sedimento; la aglut lnaclón se observa como puntos discretos, m len tras Que la 

no aglutinación se observa como una l lnea, no distinguiendo claramente estos 

sedimentos en la de fondo en v. Las lecturas de las m lcroplacas se real Izaron 
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aespués de aos noras a temperatura ambiente, no encontrando variación en los 

resultados obtenidos con respecto a las otras lecturas, los resultados 

cambiaron un titulo después de refrigerar las placas 

En los 150 sueros de lndlVlduos cllnlcamente sanos y que no ~resentan 

Infección alguna o slntoma especifico, no se excluyó la posibilidad de que 

presentaran anticuerpos contra alguna de las especies de Bruce/la, por lo que 

se les realizaron las pruebas serológlcas de rutina que se emplean para el 

diagnóstico de brucelos1s <RB y MAP), resultando negativas. 

Estos sueros se corrieron por HI para determinar el valor de corte de la 

técnica, encootrando los t 1 tul os entre 1 :2 y l. 16, como todavla tres fueron· 

positivos a ésta última dilución, se decidió tomar la siguiente 1:32, como la 

de valor con significado diagnóstico o valor de corte para la técnica de HI, ya 

que a esta dilución ningún suero resultó positivo; considerando los tltulos 

iguales o mayores a 1 :32 como positivos y los sueros con tltulos menores comp 

negat 1·1os. 

Una vez establecido el valor de corte se analizó el grupo de 214 sueros 

encontrando se que los resultados de HI muestran correlación con los obtenidos 

en MAP, a partir de los tltulos de significado diagnóstico, es decir que a la 

dilución en que se consideran como positivos, correlacionan más. De los 

valores obtenidos, 128 resultaron positivos con ambos métodos, 76 negativos 

y 1 O no coincidieron, observándose que el número de sueros ralsos negativos 

es bajo 

Por e 1 contrario, no se observó la existencia de buena correlación entre 

las pruebas de HI y RB, ya que 132 resultaron positivos con ambas pruebas, 26 

negativos y 56 no coincidieron, por lo que la dispersión de los datos es muy 
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grande, ex1stlendo ademas un considerable porcentaje de falsos negativos. 

debido probablemente a que se utilizan diferentes antlgenos 

Se obtuvo para la técnica de HI una senslb1 l ldao Oe 97%, una especlf 1Cldad 

de 921:, un valor predictivo positivo de 95% y un valor predictivo negativo de 

95%, usando como prueba patrón la MAP a una d1luc1ón de 1 160 como valor de 

significado diagnóstico, usándose la estadlst1ca descriptiva mediante las 

tablas de contlgencla o de doble entrada. Los porcentajes obtenidos son 

aceptables ya que se encontró una relación porcentual estrecha entre 

sensibilidad y especificidad, lo que le confiere confiabilidad a la prueba. 

En e.1 trabajo real izado anteriormente por Renoux en 1980 con Ja técnica 

de HI, trabajando sueros de humanos y animales, encontró Que la técnica 

es altamente sensible y especifica para la detección de anticuerpos contra 

Bruce/la abortus, empleando como pruebas patrqn a la de fijación de 

complemento y de aglutinación en tubo. Igualmente, Corbel y Day en 1973, 

determinaron que la HI es más sensible que las pruebas de fijación de 

complemento, de aglutinación en tubo y de aglutinación en placa con anti geno 

teñido con rosa de bengala, empleando antlgenos diferentes (LPS y 

Intracelulares) de Bruce/la abortus con sueros de ganado. 

No obstante lo mencionado, no se pueden comparar los resultados 

obtenidos en este trabajo con los de otros autores, debido a que ellos reportan 

que la prueba es sensible y especifica, pero no mencionan los porcentajes que 

obtuvieron, además de que se emplearon diferentes antlgenos al utilizado en 

este trabajo y se usó como prueba patrón la MAP. 

Como se sabe, el llpopol lsacárldose considera, por su lnmunodom Inane la, 

el antlgeno de primera elección para usarse en pruebas serológlcas, aunque se 
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ha oemostrado oue hay reacciones cruzadas del llpopollsacár1do liso de 

brucela con los llpopollsacárldos de varias enterobacterlas, las reacciones 

cruzadas resultan de la presencia común del N-acetll 4-amlno-4,6-dldeoxl

D-manosa (N-acetl 1 D-perosam lnal en unidades repet 1 tlvas en la cadena o del 

LPS o ant lgeno somático, tanto para bruce la como para algunas entero~acterlas. 

Para descartar la pos1bl 1 ldaO de que se presentaran reacciones cruzadas 

en la técnica de HI, se corrieron 31 sueros de Individuos con diagnóstico 

de cólera, donde 27 sueros rueron negativos y 4 sueros resultaron positivos 

< 1 :32 y 1 :64) para HI y de estos mismos, 2 resultaron positivos a RB y MAP, con 

titulas de 1 :320 y 1 :640respectlvamente, y los otros dos rueron negativos. Los 

tltulos obtenidos en HI están cercanos al valor de corte, debiéndose 

probablemente a una reacción cruzada en un porcentaje bajo o a una mayor 

sens1b 11 ldad de HI. Por otro lado, los titules que se obtuvieron en MAP y RB son 

sign1r1cat lvos no descartando también la poslbl l ldad de una reacción cruzada. 

Se debe tomar en cuenta el tipo de ant lgeno que se ut 11 Iza en cada prueba y su 

p•Jreza, ya que entre más puro esté más especifica será la prueba, disminuyendo 

las reacciones cruzadas. 

Con respecto a los sueros de Salmone//a, las pruebas serológicas MAP 

y RB dieron negativas, obteniendo también titulas bajos en HI, 1:2 a 1:6, que 

no se consideran como positivos, se descartan asl la posibilidad de una 

reacción cruzada. Se eligieron los géneros Sa/monel/a y Vlbrlo debido a que, 

como previamente se mencionó, presentan reacciones cruzadas con el género 

Bruce/la. 

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

aparentemente sanas, por ser un área endémica, en quienes no habla antecedentes 

conocidos de contacto con Bruce/la pero que tenlan probabl l ldades de haberlo 
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estaco. Se les'determlnó la presencia de anticuerpos ant i-brucela, obtenlénaose 

tltulos bajos de 1:2 a 1:16 que se consideran como normales,por lo cual se 

considera ausencf a de ant !cuerpos anti-Bruce/la. Se podrf a pensar Que hubiera 

una alta Incidencia, relacionándose con la ganaderfa que se practica en dicha 

entidad y con la relativa deficiencia en el control sanitario ae los productos 

cárnicos y lácteos que all f se manejan. Debido a que sólo se puao obtener un 

pequeño grupo de sueros, estos resultados no son determinantes, s1enao 

deseable realizar un estudio con más muestras, para tener valores más 

representativos y certeros. 

Ya que la prueba definitiva para el diagnóstico ae brucelosls, es el 

aislamJento ael agente etiológico, se trabajaron 26 sueros con cultivo 

positivo para Bruce/la, realizándoles las pruebas sera lógicas, RB. MAP y HI; 

encontrando que la mayorfa presentaba titulas altos por los tres métodos, con 

excepción de tres sueros que resultaron negativos, debido probablemente, a 

que cuando se rellzaron las pruebas serológfcas los titulas hablan bajado 

Se determinó Ja reproduclbllfdad de la técnica HI obteniéndose un 853 

Los f 15 sueros positivos conocidos tomados al azar, se probaron en dos 

diferentes dlas, para observar si los titulas se mantenf an igual o se modificaban, 

encontrando que 16 sueros cambiaron sólo un t ltulo por arriba o por abajo del 

obtenido en la primera determinación. Como estos representan un bajo 

porcentaje de los sueros trabajados, se considera aceptable lareproauctb1I fdad 

de la técnica; sin embargo serla recomendable realizarla en los 7 alas de 

obtenida la muestra para evitar, en lo posible, este problema. 

Se analizaron Jos sueros de personas con diagnóstico de Brucelosls, 

TABLA 1 I, que obtuvf eron el mismo titulo en Ja prueba de HI, observándose que 

Jos valores de los titulas con las pruebas RB y MAP fueron diferentes, 
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además de cue presentan poca s1m111tud en las tres prueoas por lo oue la 

frecuencia es muy variada, esto se puede deber principalmente, a Que el 

antfgeno ut1l1zado asf como la escala de dilución no son los mismos, también 

se toma en consideración Que fa senslbl f ldad y la especlf 1c !dad de cada técnica 

son diferentes, por fo Que es de desearse -y en algunos laboratorios asl se 

real Iza- se deben tomar en cuenta sólo los tftulos QUe se conslderan oos1t1vos 

para cada método y para dar un diagnóstico, tomar en cuenta el titulo 

Que presenta el suero en dos técnicas. Se encontró además, que los titules 

se van Incrementando en MAP y RB a medida Que también van aumentando los 

titules en HI, es decir que hay un aumento en el número de sueros con titulo 

semejante que se consideran como positivos, asl como en los titules de los 

sueros considerados como negativos, disminuye el número con igual titulo 

Analizando los resultados de la TABLA 12, se encontró Que en la 

frecuencia presentada en los 31 sueros de cólera trabajados, no se observa 

similitud, por fo que ésta varia. También se encontró que 4 sueros presentan 

titules con valor diagnóstico en HI, podrfa pensarse en fa posibilidad de que 

se trate de una reacción cruzada; sin embargo, se aprecia que con las otras dos 

técnicas <M.AP y RBJ fes titules de estos mismos sueros son altos, por lo Que 

queda mucho en duda fa presencia de antfgenos comunes. 



e o N e L u s 1 o N ES 

De acuerdo a Jos resultados obtenidos en el estudio realizado con 

las diferentes poblaciones de sueros, la técnica de Hemaglutinac\ón 

Indirecta mostró ser confiable, sensible, especifica, reproducible 

y con valores predictivos satisfactorios 

La prueba de Hemaglutlnaclón Indirecta es facll de realizar y 

económica, pudiéndose Implementar en cualquier laboratorio de 

diagnóstico ya que no requiere de equipo y reactivos costosos, 

slendc una opción mas para el diagnóstico de la brucelosls humana. 

65 



ANEXO 

Rea et 1vos· 

Eritrocitos de carnero 

La sangre de un carnero se colecta en condiciones estériles en un 

volumen Igual de solución de Alsever, se conserva en refrigeración a 

temperaturas entre 4 y e-:c 

Se ;wc:ón sal 1na-amort1guador oe rosratos, pH 7.2 y pH 6.4 

Se ;:.:-eparan 3 soluc10nes concentradas: 

a~ Soluc1ór. A 

N2¡HPO.::·· 21.30 g 

..=.; .. a ljestilaaa 1000 mi 

C) Soluo1ón B 

KH
2
P0 4 ...... 20.40 g 

Agua aest 1 lada . .. ... ... 1000 mi 

e) Solución C 

NaCI. ............. 8.8 g 

Agua des ti lada ... 1000 mi 
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PBS pH 6.4 (0.15M) 

NaCI ...... 100 mi 

Na,HPO ............ 32.3 mi 

KH2P0 ............... 67.7 mi 

PBS pH 7.2 CO. 15 Ml 

NaCI 

Na
2
HPO, ... 

KH 2PO, ... 

.100 mi 

.. .... 76 mi 

.. .... 24 mi 

Solución de Alsever 

Dextrosa ................................ . 

Citrato de sodio (dlhidratado) 

2050 g 

800 g 

Acldo cltrlco Cmonohldratadol.... ..0.55 g 

Cloruro de sodio... . ............ 4.20 g 

Agua destilada.. 1000 mi 

Se esteri 1 iza en autoclave a 15 l 1bras de presión durante 15 minutos, 

se ajusta el pH a 6. 1 Con esta soluc Ión se puede preservar las células (glóbulos 

rojos de carnero> hasta un mes después de su obtención, empleandose volumen 

a volumen. 

Solución de acldo tanlco 1 :20,000 

Se prepara una solución fresca de ácido tanlco al disolver 1 O mg de 
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acido(gradoreactlvo) en IOml de PBS, pH7.2 Estasoluclón 1:10,000se 

diluye 1·20 para obtener la dilución 1:20,000 usada en la prueba e 2.0 mi de 

1.10,000 en 38 mi de PBS, pH 7.2). SI las células no muestran erecto de 

tan1zado O Si ocurre aglutinación espontánea, se deben probar otras 

concentraciones de ácido tanlco para determinar la óptima. dilución para 

tanlzar un lote de células en particular. 

Solución de suero normal de conejo al 1 r. CSNCl 

Se Inactiva el suero de conejo por calentamiento a Só'C durante 30 

minutos y se absorbe durante una hora c_on agltaclón suave, con un volumen 

igual de paquete de eritrocitos de carnero lavados. 

El suero rnactlvado se guarda en rerr1gerac1ón y antes de usarse se 

vuelve a calentar a 55°C, 1 O minutos. Se diluye 1: 1 oo con PBS pH 7.2. SI el 

diluyente reacciona con los eritrocitos tanlzados o los sensibilizados, 

oescartarlos y reemplazarlos con suero de conejo no lnact1vado. 

S•Jero humano 

El suero por probar debe calentarse a S5ºC durante 30 minutos y 

absorberse con un volumen Igual de paquete de eritrocitos de carnero lavados, 

durante una hora a 37'C y con agitación suave. 

Antígenos 

Se realizan previamente pruebas con distintas concentraciones del 

anti geno y un suero conocido para determinar Ja concentración senslbl l lzante 

óptima. 
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