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ABREVIATURAS

ABS=absorber

ADP=adenosil difosfato

AMPc=adenosil monofosfato ciclico

ATA=aglutinacién en microplaca con Brucella abortus
ATM=aglutinacién en microplaca con Brucella melitensis
ATP=adenosil trifosfato

BAB=base de agar sangre

BBL=agar de Brucef/a

CDC=Control Disease Center

CO2=bidxido de carbono

ELISA=ensaye inmunoenzimat ico

FC=fijaci6n de complemento

GM1=gangliosidoM1

HCl=acido clorhidrico

lgs=inmuneglobulinas

INDRE=Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos
KDa=kilodaltones

KDO=2-ceto-3-desoxi-octonato

LIA=descarboxilacién y/o desaminacion de la lisina

mA=miliamperes

MEA=aglutinacién en ricroplaca con Brucella abortus usando 2 mercaptoetanol
MEM=aglutinacion en microplaca con Brucelia melitensis usando 2 mercaptoetanol
MIO=muotilidad,indol, ornitina

RB=rosa de bengala

RBS51=cepa rugosa de Brucella abortus

RCM=proteinas de membrana externa de Brucella abortus
RiA=radivinmuncensayo

RMN=resonanciamagneticanuclear

STT=prueba en tubo estandar

TBS=caldo soya tripticaseina



TCBC_=tiosulfato citrato bilis sacarosa
TEMED=NN'N'N'tetrametilendiamina
TSA=agar soya tripticaselina

TSl=tripte hierro agar azucar
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RESUMEN

Larelaciéon antigénica que se presenta entre cepas lisas de Brucella y Vibrio cho-
ferae se encuentra asociada a determinantes antigénicos comunesen la cadena O es-
pecifica { grupos perosamina) de sus respectivos lipopolisacaridos.

772 sueros de casos, contactos y controles de Célera fueron usados para inves-
tigar la reactividad cruzada que se presenta con el antigeno O de Brucella . Las pruebas
ATA, ATM, MEA y MEM empleadas para el diagnostico serolégico de Brucella recono-
cieron anticuerpos en56 (7.25%) de estos sueros con tiulos de 1:20 hasta 1:640. Los
estudios de absorcién indican que existen detarminantes antigénicos comunes en es-
tos géneros bacterianes. Ademas para la evaluacion del estudio se incluyeron 40 sue-
rosde individuos aparentemente "sanos” los cuales resultaron negativos a los antige-
nos de Brucella ; aunque 4 presentaron anticuerpos que fueron reconocidos por el
serotipo Ogawa y 3 por el serotipo Inaba de Vibrio cholerae. El porcentaje de reactivi-
dad cruzada encontrado fué el siguiente: RB 1.91%, ATA 4.36%, ATM 5.18%, MEA
0.27% y MEM 0.54%. Por la técnica de inmunoelectrotransferencia se demostré que
varios sueros de pacientes reaccionaban con algunos componentes presentes en un
antigeno proteico de Brucelia, pero no reconoclan al sonicado de una ceparugosade
Brucella . Con esto se determiné que los epltopos comunes que presentan Vibrio
choleree y Brucella se encuentran asociados a la molécula del LPS. Por mediode
inmunodifusién se encontré que la reactividad cruzada serol6gica solose presenta con
anticuerpes de tipo agiutinante pero no procipitante. De los suetos estudiados
solamente 3 pueden confundirmos en el diagnostico, ya que fueron positivos tanto a
Célera comoaBrucella. Con ellose concluye que las reacciones cruzadas serologicas
entre estos géneros son minimas, por lo que se puede proporcionar un diagnostico
seroldgico confiablo para ambas infecciones.



1.0 INTRODUCCION

La presencia del Célera en México iniciada amediados del mes de Junio de 1991,
ha traildo consigo toda una serie de investigaciones para el conocimiento de su agente
causal; as| mismo la presencia de anticuerpos en pacientes infectados por esta bacteria
ha servide de basa parala bisqueda da reacciohes etuzadas ue se presentan con otras
bacterias, en nuestro estudio trataremos lo referente al género Brucella . Para ello es
necesario diferenciar estos procesos infecciosos. A continuacién se mencionan carac-

teristicas muy generales de la enfermedad causada por cada una de estas bacterias.

El colera es un padecimiento infeccioso gastrointestinai agudo, producido por un
microorganismo Gram negativo: Vibrfo cholerae O1.Enel 75% de los casos se presenta
de forma asintomatica, cuando se manifiesta clinicamente se caracteriza por la aparicion
dediarrea acuosayabundanta, malestarabdominal, deshidratacion, porlo general no hay
fiebre 6 es baja, vémitoy en ocasiones esfrecuantela presencia de calambres abdominales

y musculares; colapso circulatorio y presién arterial no detectable (22).

Si porsiste la deshidratacién, sobreviene la acidosis metabdlica , en este caso el
paciente se encuentra en un estado obnubilado (22,34).

Como en todo proceso infeccioso el diagnostico bacteriologico es primordial, por
lo que se busca el agente etiologico Vibrio cholerae 01 a partir de heces fecales, sin
embargo las pruebas serolégicas pueden ser de gran ayuda: ya que se produce una
elevacién de anticuerpos antitoxina y anticuerpos vibriocidas (22).

Otro procesoinfeccioso debido auna bacteria Gram negativa es laBrucelosis, que
difiere de la anterior ya que esta es una zoonosis. En nuestro pals esta enfermedad esla
causa de grandes pérdidas econémicas, afectando principalmente a las zonas norte y
centro (35).



Las tres especies principales de Brucefla que afectan al hombre son: Brucella
melitenisis, Brucella abortus y Brucella suis . Los paises subdesarrollados y areas
mediterréneas se ven afectadas primordialmente por Brucella melitensis (26).

La brucelosis se presenta en el hombre en tres formas clinicas:

1) Aguda.- en donde hay fatiga, escalofrios, dolor de articulaciones, sudoraciones
nocturnas y fiebres altas.

2} Subclinica - por lo general no hay sintomas o son tan leves que pasan inadverti-
dos.

3) Créniea.- las manifestaciones clinicas duran cuando menos cuatro meses, se

presentan manifestaciones de tipo visceral, osteorticular y neurclégico (36).

Debido a [a dificultad para aistar a la bacteria en algunas formas clinicas y el
predominio de la enfermedad en zonas rurales que carecen de infraestructura sanitaria
adecuada, el diagnostico de la brucelosis se basa en la mayoria de las ocasiones en
pruebas serolégicas: Rosa de Bengala y Aglutinacién en microplaca (25,47).

La reactividad cruzada a Brucella encontradaen stteros de individuosinmunizados
convacuna de Célera o que estuvieron encontacto directo con labacteria fué descrita por
primeravez por Eisle y col (1948) y McCullougyco!. en el mismo afio, quienes suponian
que el antigeno flagelar de Vibrio cholerae estaba relacionado con el antigeno somatico
detres espacies de Brucella . Posteriormente en los afios 50's Gallut J. describe que estas
reacciones cruzadas sa deblan at antigeno somatico deVibrio cholerae y no al antigeno
flagelar(19).

Estudios recientes realizados por Caroff M, Bundle D y col, (1984), Malcolm y Bun-
die (1990) determinaron que la reactividad cruzada de Brucella y Vibrio cholerae estaba

relacionada a epitopos presentes en los residuos de derivados N-acetil, 4-amino-4,6-di-

desoxi+D-r piranosil con uni 1,2 que forman la cadena O polisacarida de sus
lipopolisacaridos (8,41).



2.0 GENERALIDADES

2.1 COLERA
2.1.1 HISTORIA

El célera es una infeccion gastrointestinal que posiblemente aparecié por prime-
ravezen Bangladeshyen laindia, enaquel entoncesfue denominada“Mari* {(enfermedad
mortal) (36).

Pero es hasta 1854 cuando Filippo Pacini descubre al agente eticlégico del colera
biotipo e clasico, que es estudiade mas detalladamente en 1833 por Roberth Kach en
Calcuta(33 42).

Postatiormente en 1908 F. Gotschlich descubre al vibrién colérico biotipo el Tor

en el cadaver de unindividuo (42)

Existe gran discrepancia sobre las fechas y ¢l nimero de pandemias que han
afectado a la poblacion, sin embargo, hasta !a fecha se han reconocido siete pandemias:

Primera pandemia 1816-23

Segunda pandemia 1824-37

Tercera pandemia 1842-62

Cuarta pandemia  1865-75

Quintapandemia  1879-1911

Sexta pandemia  1912-23

'Sépﬁma pandemia Iniciada en 1961

En la séptima pandemia el biotipo encontrado fué el Tor, siendo el responsable
de brotes epidémicos. A partirde 1961 esta infeccién se extienda en la mayoria de los
palses de Asia, Europa, Africa y Oceanla, En 1970 el célerainvade a la Unién Soviética
y para 1973 sa ve afectada la pentnsuta italica. En 1977 aparece ol colera en Japén,



encontrandose como principal fuente de infeccién la contaminacién por ingestion de
agua, hacia el afiode 1978 y 1981 se registran casos nuevos de célera en Estados
Unidos y casos muy esporadicosen 1986,1987,y 1888, contrariamente a lo que suce-

da en 1989 donde se reportan 48403 casos, afoctando a 35 paises (33).

En México el colera aparecié en 1833 en la ciudad de Saltillo y se piensa que
éste fue introducido por el Golfo de México, un siglo después sereporté uncaso de

coélera en una turista Estadounidense que ionaba en Canctn (10). A partir de

1991 se presenta el colera nuevamente en nuestro pals, la epidemia se inicié en el
Estado de México y para Diciembre de 1992 las entidades mas afectadas eran:
Campecha, Yucatan, Veracruz, Guerrero y Tamaulipas, se prasentiron un total de 8162
casos, de los cuales 1783 se hospitalizarén, notificandose 99 defunciones (10).

2.1.2 AGENTE ETIOLOGICO

Segun el manual de Bergoy la familia Vibrionacea est4 constitulda en su ma-
yor parte por el género Vibrio; ademas existen otros géneros que presentan la carac-
teristica de ser méviles y oxidasa positivos, entre ollos t :  Photobacteri
Aeromonas, y Plesiomonas . El Vibrio pude ser diferenciado facilmente do estos

tres géneros por medio de pruebas bioquimicas y por sus requerimientos de altas
concentraciones de cloruro de sodio para poder crecer (2,22).

CARACTERISTICAS DEL GENERO
Obsarvados mi Spic: te son bacilos Gram hegalivos que presentan

forma de coma, pero cuando el frotis se hace de cultivos viejos su morfologta cambia
prasentando forma de esfera, bastoncillos, filamentos y espirales

Sensibles a desinfectantes, a ciertos antibiéticos y a temperaturas superiores
a 100C (42).



Hasta el momento se han aislado 12 diferentes especies del género Vibno
de muestras clinicas humanas, dabido a la gran cantidad de especies que se encuen-
tran dentro de este género los Vibrios fueron clasificades como "aglutinantes” y "no
aglutinantes”; actualmente se clasifican como:

1) Vibrio cholerae 01

2) Vibrio cholerae  NO 01

La diferencia entre estos dos grupos es que los primeros tienen la capacidad

de aglutinar con suero polivalente 01

Vibrio cholerae 01 es el agente causal del colera, cuye reservorio natural es
ol hombre, dentro de este se encuentran dos biotipos:el clasico y e! Tor comose
observa a continuacién:

Vibrio cholerae
I
s J
NOO1 o1
(con mas de 72 (Célara asistico)
serotipos) Biotipos
Clasico ElTor

Serotipos

[Ogawa, inata, Hikojima)

No toxigénico Toxigénico

K Figura 1. Clasificacién d= Vitrio choferae  en base a su antigeno somdtico. En caso de Vi-
brio cholerase 01 se incluyen biotipos y serctipos (22)



Las cepas productoras de toxina colérica son causantes de dafios a nivel de
intestino delgado, as! comode la diarrea acuosay abundante por el incremento en
los niveles de AMPc (10,24).

FACTORES DE PATOGENICIDAD

En V. cholerae 01 se distinguen varios factores de patogenicidad entre los
que encontramos:

a)Toxina colérica
—  DILPS

¢) Flagelo

d)Mucinasas

e) Adhesinas ¢ hemaglutininas

f) Fimbrias

Esquematicamente se observan como sigue

s8uas - n a ' el oot W‘l"““%g!é‘gf’nmaa

e nTa.glicans

IO vty A A (L S

externa

Livopoli
* sacdrido

B8

j}/" oxina coléri-
ALY w célula
e 18 et OXy L.,

intestinal

Fimbria

W ‘\l‘ ] %’v t
ﬁ‘ \c' ALY .
la fim‘bria hemaglutim.ne.

Figura 2. Factores de 1 de Vibrio bn de los factores de
patogenkidad en la bacterla y sus receptores en lacéiula lnlestlnal(m)
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Dentro de estos factores, el principal es la toxina colérica por lo que es necesa-
rio saber como esta conformada y su mecanismo deaccién en el organismo humano.
Se considera que es lamas importante porque es la que causa mayores trastornos,
va que al penetrar por la capa mucosa y adherirse al epitelio del intestino delgado
provoca la diarrea acuosa caracteristica de la enfermedad (10). Existen evidencias
que indican que lasecrecion activa de electrélitos por la estimulacién epiteliat de la
toxina colérica se debe al incremento en los niveles de AMPc (10,22.24).

Varios estudios revelan que la toxina colérica es una proteina de aproximada-
mente 84 KDa, foormada de dos subunidades:

i) Cinco subunidades B

iy Una subunidad A (fermada por dos fragmentos)

Las subunidades B son las que reconocen a los receptores especificos GM1
en la membrana celular del epitelio intestinal (22,24).

Mientras que la subunidad A1 que presenta una porcién enzimatica hace que
se active el complejo adenilato ciclasa incrementando los niveles de AMPe, lo que
provoca alteracién de la secrecion intestinal, con salida de agua, claruros y carbona-
tos, dando como consecuencia diarrea acuosa y abundante (1,22,24)

Esquematicamente se observa ask:

Toxina termoldbil 2)
(Lr)
ca
Adenilato :
ciclaa
3) 4)

Flgura 3 Mecanismo de aceén de fa toxina colérica. La célula intesunal contene recepto-
res especilicos para gue se una |2 subunidad B, que 2 su vez forma una eapecie de poro y deja
que la subunidad A entre lbremente al epitelio intestinal (10)
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El incremento de AMPc por accién de la toxina colérica hace que también haya
liberacion de calcio por lo que seactiva a la vez el complejo calcio-catmodulina que

altera la permeabilidad celular de los cloruros (24).

Por otra parte, tenemos que el LPS es Ia parte mas antigénica de !a bacteria,
por medio de 6! podemos diferenciar entre V. cholerae 01 y NO 01 (22), ademas el
antigeno somatico presenta reactividad cruzada con Brucella, Yersinia enterocoli-

tica serotipo 09, etc, por lo que mas adelante trataremos el tema con detaile (45).

En 1o referente al flagelo podemos decir que se encuentra implicado en la
patogénesis del colera por dos causas:

1) Le da motilidad a |a bacteria

2) Su posible papet en la adherenciaa la superficie intestinal, por lo que lafun-
cion del flagelo es poseer las adhesinas responsables del ataque al tejido intestinal

@1).

2.1.3 ENFERMEDAD

Una vez que elvibrion colérico se ha introducido al organismo y pasado el
periedo de incubacién (2-Sdias) pueden presentarse cuatro posibilidades:

1) Ausencia de sintomas, en un porcentaje del 59-75% de los casos

2) Molestias leves

3) Sintomas moderados

4) Cuadro clinico grave, aparece en un porcentaje muy bajo, ya que solamente
o presentan un 11% (24,33).

En el caso de los cuadros asintométicos o diarreas leves solo el cultivo de
las heces permite |a identificacién del agente causal de la enfermedad (1). Los incisos
dos y tres se presentan enun 15% de la poblacion afectada (24).



Cuando elindividuo presenta manifestaciones clinicas se dice que son debidas
a la accibn de la toxina colérica, causando la diarrea caracteristicade la enfermedad,
con pérdida de agua y electrolitos de los espacios intracelulares en el lumen intestinal
(24).

Cuando se presenta el cuadro clinico grave se requiere de hospitalizacién ya
que generaiments se presenta dashidratacién, choque hipovolémico y muerte en el
curso de unas cuantas horas sinose atiende inmediatamente al individuo (24,34).

Antes de que el paciente inicie la diarrea se presentan algunos sintomas co-
mo: anuria, anorexia y calambres musculares en el abdomen entre otros, posterior-
mente aparece bruscamente |a diarrea acuosa y abundante que inicialmente es de
color café pero rapidamente adquiere un color palide como “agua de arroz” (liquide
clarocon trazas visibles de moco) con un olor parecido al del pescado, asi como
vémito (1,22,24,33).

Mientras el paciente prescnta la diarrea, tiende a anronquecer e inclusive pue-

dellegar a la afonla; poco a poco se va debilitando hasta caer en el colapso (33).

Generalments las evacuaciones que tiene el enfermo por un lapso de 24 horas
van de 20 hasta 50, dependiendo de la gravedad de la enfermedad (24).

Una vez desencadenada la enfermedad se observan las siguientes mani-
festacionesclinicas:

a) Mejillas y ojos hundidos

b) Piel seca y arrugada por lo que las manos dan apariencia de *mano de
lavandera®

c) No se percibe el pulso

d) Tensién arterial baja



e) Extremidades frias

f) Abdomen blando con dolor tipo célico

g) Olor parecido al pescado causado por las heces
h) Calambres en manos y ples

i) No hay fiebre 6 es baja. (1,33)

Por otro lado ¢! quimico al Hevar a cabo exaAmenas de laboratorio encuentra
las siguientes concentraciones de electrdlitos en las heces:

Tabla 1. Concentracion de etectréitos en heces (mM/It) (24)

Na* K+ Cl- HCO3-
Adulto 135 15 100 45
Nifio 105 25 90 30

Comose observa en la tabla1 las heces presentan la caracteristica de ser isoté-
nicas, ricas en bicarbonato y potasio,causando con ello la pérdida deagua y poste-
riormente se produce la deshidratacién (24).

Generalmente cuando los nifios se ven afectados por una infeccién con Vibrio
cholerae no se presentan las manifestaciones clinicas caracteristicas del aduito, en
ellos se observa que:

1.-La sensibilidad esta alterada

2.-Las convulsiones son mas frecuentes

3.- La fiebre que es rara en los adultos, en los nifios se presenta con bastante
frecuencia (1,33).

Con Ia salida tan brusca de liquidos el paciente puede flegar a perderde un
10 at 15% de su paso corporal, lo que ocasiona un colapso circulatorio.

El paciente se puede encontrar conciente, pero Inquieto y con bastante sed,
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sin embargo, cuando no se puede controlar la deshidratacion, hay acidosis metabéli-
ca (34).

Las formas graves del célera que pueden llegar incluso a la muerte se observan
en los individuos con edad avanzada,asicomo en aquellosindividuos que estan afecta-
dos por diferentes enfermedades somaticas que reducen la resistencia de! organismo

y disminuyen la barrera defensiva de! estémago (42).

Un caso especial son las mujeres embarazadas que se ven afectadas por céle-
ra,ya que se presenta aborto en un 50% de los casos, observandose también reten-
cién placentaria (1,33).

De todas las manifestaciones clinicas mencionadas anteriormente que suele
causar el vibrién colérico se puede resumir que:

-Hay disminucién en el volumen extracelular, por la pérdida de fiquido a nivel
intestinal

- Se presenia la acidosis como consecuencia de la pérdida del bicarbonato
en las evactuaciones

- La eliminacién excesiva de potasio en la materia fecal causa la hipotasemia (24).

2.1.4 DIAGNOSTICO

Para llevar a cabo el diagnostico de Vibrio cholerae 01 existen tres posibilida-
des.

1) Cuadro clinico

2) Bacteriologia

3) Serologia

"



El cuadro ¢lInico se facilita cuando existen gran cantidad de casos en una zona
6 bien durante una epidemia, en cambio cuando los casos son aislados este tipo de
diagnéstico se complica (24). En el diagnéstico clinico se aprecian sintomas caracterl(sti-
cos de la enfermedad como: anorexia, malestar abdominal y diarrea acuosa semejante
al agua de arroz (33).

Una vez que se hace el diagnostico clinice inmediatamente se puede iniciar el
tratamiento del paciente, sinembargo; para confirmar cualquier caso sespecheso de
codlera es necesario el aislamiento e identificacién de Vibrio cholerae 01 a partir de ma-
teria fecal; la cual debe ser colectada de ser posible en las 24 horas despuésde ini-

ciada la enfermedad y antes de la administracion de antibiéticos (24,33)

La muestra se colecta con hisopo rectal y una vez obtenida se debe procesar

en ol laberatorio correspondiente (22).

La presencia de ungran numero de vibriones como 10-10'x ml en la materia
fecal nos permite formular un diagnostico con relativa facilidad (1.33).

Existen técnicas rapidas para el diagndstice de Vibrio cholerae que aunque ne
se realizan de rutina pueden ser de gran utilidad, entre ellas tenemos ¢l examinar las
evacuaciones directamente al microscopio y teflirlas conGram. Esta técnica en fresco
nos sirve para observar la movilidad tan rapidade los vibriones,y comprobar laausen-
cia de leucocitos (24,42).

En ol Gram se observan pequefios bacilos Gram negativos en forma de "co-

ma“,"s"."c", presentando un flagelo polar lo que ledala caracteristica de ser movil.
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Mediante un modelo se podria representar come sigue;

Flagelo

Ribomomag

Figura 4. Representacion morfolégfca deVibrio cholerae medianteun modeio (10}

Con ayuda de la microscopia en campo oscuro se puede visualizar el tamafio,
forma y movilidad (33,42).

La utilizacién del microscopio esterecscépico puede ser de gran ayuda para
facilitar el diagnéstico bacteriol6gico;lo que se hace es sembrar las heces en estrias
sobre placas de agar nutritivo, se incuban de 4-5 horas y transcurrido este tiempo se
observan las colonias de los vibriones (1,33).

Otra de las técnicas rapidas que han sido utilizadas os la de anficuerpos
fluorascentes, que ha mostrado resultados superiores al 90% de positividad con
respecto al método de cultivo, sinembargo, no es aplicable para los casos de portadores
o convalescientes, esto tal vez sea debidoa que excretan mener cantidad (10-10)
de vibriones que los casos de colera (33).Para allo recientemente se ha utilizado
latécnica de ELISA que liega a detectar pequefias cantidades de enterotoxina de
célera del orden de 6 pg/ml (24).

Como ya se ha mencionado, el aistamiento e identificacién de Vibrio cholerae
01 apartir de muestras de heces es esencial para confirmar el diagnéstico de la enfer-

medad. La metodologla empleada para el aislamiento e identificacion de Vibrio chole-
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rae esla que se sigue en el CDC yen el INDRE:
DIAGNOSTICOBACTERIOLOGICO

rectal {Cary Blair)

Método directo Enrguecimiento
uttivo Cultivoen agua
on TCBS peptonada
18-24 hrs/37C 6-8 hrs/37-C
Colonias !’L‘ uivoen
azul o verde amarillas TCBS
18-24 hesf37C
ransferira MIO, LIA Transtenr colonias amarilias
TSI YARGININA aMIO, LIA, TSIy CALDO
ARGININA
18-24 hrs/37C 24 hrs/37-C
Prueba de Oxidasa Prueba de Oxidasa
Pruebas bioguimicas Aglutinacién con anti-
para V. parahaemolyticus suaro poliyalente o1

1y l
(-) V. cholerae NO 01 (+) V. cholerae 01
Aglutinacion con antisueros
Ogawa o Inaba

Figura 6. de Vibrio chol a partir de hisopo rectal (22)
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Cuando el cultivo no se puede llevar a cabo por alguna causa se puede realizar
un diagnéstico a nivel serolégice

DIAGNOSTICO SERQLOGICO
TOMA DE LA PRIMERA MUESTRA TOMA DE LA SEGUNDA
FASE AGUDA DEL PADECIMIENTO MUESTRA 15 A 20 DIAS
DESPUES
6.8 m DE[SANGRE
VENOSA
BEPARACION DEL SUERO]
CENTRIFUGACIQNA 3000 RPFM
10MINUTOS
[ELISA] VIBRIOCIDA} [BANCO DE SUEROS]
Figura 6 Diagné idgico de Vibrio . Como lo stra la figura se deben

tomar muestras pareadas para determinar el nivel de anticuerpos vibrxkias y antitoxina (23).
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En este tipo de diagnostico se determinan anticuerpos vibriocidas por la técnica
deFC y anticuerpos antitoxina por el método de ELISA, tantoenlafase agudacomo
en la de convalescencia (22,23).

El cuadro anterior indica que se deben tomar muestras pareadas para que
se pusda formular un diagnostico presuntivo confiable, esperando una elevacién de
anticuerpos en la fase de convalescencia. Si solamente se llega a tomar unasola

muestra, no se puede proporcionar ninguna informacion con valor diagnéstico (22).

Actuaimente en el INDRE, se realiza |a determinacién de anticuerpos vibriocidas

y antitoxina en: casos, contactos y controles de colera.

El titulo de anticuerpos vibriocidas en ia fase aguda de la enfermedad es bajo;
sin embargo; al décimo dia alcanzan su nivel maximo y disminuyen en la tercerao
cuatta semana, parmaneciendo con titulos elevados por mas de seis meses, auhgue
se debe tomar en cuenta que la elevacién de estos anticuerpos también puede ser
debida a la infeccién por otras bacterias como : Brucella, Citrobacter y Yersinia, pero
el tema de reacciones cruzadas que presenta Vibrio cholerae con otras bacterias lo
trataremos adelante con mas detatie (24).

En lo referente a los anticuerpos antitoxina, estos también alcanzan su nivel
méximo al décimo dia de la enfermedad, pero a diferencia de los anteriores, perma-
necen mucho mas tiempo en torrente sangulneo llegando incluso a detectarse después
de dos afios, sin embargo, también aqui hay que tomar en cuenta que Escherichla co-

i posee una enterotoxina que produce anticuerpos muy similares a éstos (10,24)

£] diagndstico serol6gico de un portador se observa cuando ef titulo de anti-
cuerpos persiste por doce semanas o mas, asi mismo para confirmarlo se debe de-
terminar la presencia de vibriones en las heces y de ser paosible en bilis (1).
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2.2 BRUCELOSIS

221 HISTORIA

Porelafiode 1861 J.A. Marston enlaisla de Malta describié el primer informe sobre
los sintomas de la brucelosis humana, enaquel entonces fue denominada fiebre remiten-
te gastrica del Mediterraneo (18 ). Posteriormente en 1887 David Bruce, también realiza
su trabajé en la isla de Malta, puesto que se presentaban 100 casos anuales de una
enfermedad de origen desconocido. Al analizar bazos de soldados britanicos fallecidos,
encontré un microorganismo que por su pequefio tamafolo llamé Micrococcus meliten-
sis . Tiempodespués Zammit descubrié que fa fuente infectiva provenla de: sangre, leche
y orina de las cabras (46).

En 1897 M.L. Hughes escribe un libro sobre la Brucelosis Humana, mencionando
las manifestaciones clinicas y patologia de esta enfermedad. Este mismo afic un ve-
terinario d4nes ltamado Bang estudio |a causa del aborto contagioso en el ganado bovino,
encontrandocomo agente responsable a un pequefio bacilo Gram negativo, que mas
tarde recibio el nombre de Brucella abortus. (18,46).

En 1914 Traum aisié¢ a una bacteria a partir del feto expuisado prematuramente
por unacerda (6). Finalmente en 1920Alice Evans observo lagran semejanza entreestas
tres especies diferentes, por lo que estos gérmenes recibieron el nombre genérico
Brucella y actuatimente se conocen como: Brucella melitensis , Brucella abortus y Bruce-

lla suis , respectivamente, que son las especies que causan brucelosis enel hombre (17).

Recientemante se han reconocido otras tres especies mas de Brucelia: B, canis,

en perros; B. ovis en ovejas y B. neotomae en la rata de madera del desierto (18).

Enloque se refiere a nuestro pals, es hasta 1921 cuando en el Estado de Puebla,
Placeres logra el primer aislamiento de Brucella . L.os primeros reportes de la incidencia
doe estainfeccién en los humanos fueron escritos en los afios 30. Por estas mismas fechas
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Rulz Castafleda proporcions informacién acerca delaislamiento, identificacién y trata-

miento de fa Brucelosis en humanos (35).

2.2.2 AGENTE ETIOLOGICO

LaBrucelosis es unainfeccidn zoonotica causada por pequefios cocobacilos Gram
negativos que pertenecen al género Brucelfa, el cual se encuentra constituido por seis
especies: B. melitensis contres biovares; B. abortus con ocho biovares; B sujs con cuatro
biovares; B, canis; B. ovisy B. neolomae que solamente presentan un biovar (35).

CARACTERISTICAS DEL GENERO

Las colonias son convexas, lisas, brillantes y translucidas, no prasentan pigmen-
tacion. _

Las brucelas presentan pleomotfismo, ésto as, que a veces en tincion de Gram
pueden observarse como pequefios cocobacilos y otras como bastonciilos.

Se presentan en pares o paquefias agrupaciones.

No poseen capsula

No presentan esporas y flagelos

Son microorganismos aerobios estrictos.

Miden 0.5-0.7 ym de ancho por 0.6-1.5 ym de largo.

Oxidasa y catalasa positivas

Hidrolizan la urea.

La produccion de H'S varla entre especies y biovares.

Raquieren de complejos nutricionalas como: tiamina, niacina y biotina para poder

crecer.

Reducen el nitrato a nitrito.

Son parasitos intracelulares.

Posean metabolismo oxidative (2,9,17).
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Actualmente la Brucelosis es una enfermedad muy frecuente en el drea Norte y
Centro de la Republica Mexicana; por lo que representa un saric problema de Saiud
Publica (35).

Aungque cada Brucella presenta afinidad por una especie animal en particular, no

significa que el hospedere no pueda ser infectado con una especie diferente (18).

Dentro del género Brucella encontramos las siguientes especies:

ESPECIE HUESPEDDEFINITIVO
B. abortus Vacas

B. melitensis Cabras

B, suis Cerdos

B. canis Perros

B. ovis Ovejas

B. neotomae Roedores de madera
B. rangiferi tarand;i * Renos y caribu

Tabla 2. Especies del género Brucella y su huésped. Cada especie puede infectar en mayor
¢ menor grado al ser humano {18).

* Todavia no es bien reconocida

De todas estas especies las que afectan al hombre en mayor o menor grado son:
8. melitensis; B. abortus y B. suis (26).




2.2.3 ENFERMEDAD

Para poder definir los signos y los sintomas de la Brucelosis es necesariocono-
cer cual s la forma de adquirir la enfermedad. Debido a que nosotros trabajamos

con muestras de humanos, solamente trataremos lo referente a la Bruculosis humana.

La Brucelosis puede ser transmitida del animal infectado al humano por tres
mecanismos diferentes:

1) POR INGESTION. Es quiza lacausa mas frecuente de infeccion, ya que inclu-
so en nuestros dias se consume leche cruda y productos lacteos no pasteurizados pro-
venlentes de ovejas cabras y vacas (26,36). En este caso la bacteria penetra a traves de
la mucosa intestinal y es atrapada por células polimorfenucleares que las transportan
hasta los ganglios regionales, por lo que la bacteria se introducea celulas'm'gﬁonuclea-
res y se multiplica, algunas de estas células son destruidas y otras son transportadas
a torrente sangulineo, pudiendo llegar a bazo, médula 6sea y rifién, donde ocasiona

lestones graves (17).

2) CONTACTO DIRECTO, Estoe tipo de mecanismo es debido al manejo de
animales infectados o que han tenido abortos, ya que [a bacteria se concentra en la zona
fetal de la placenta, en el liquido amniético y enelcorién. En este caso lapuerta deen-
trada de'la bacteriaes a traves de via cutanea (por pequefas abraciones en fas manos)

y conjuntival (26,36), por ende el personal que se ve afectado es el médico veterinario,
pastores, caballerangos, carniceros, que son los que manipulan los tejidos de los
animales, porloquelafrecuencia en este grupo es elevado; seconsiderauna enfermedad
de tipo profesional (6).

3) POR INHALACION. Se contrae cuando se inhalan materiales desecados de
animales infectados, ademés de aerosoles, por lo que este tipo de transmision esta
vinculado al personal de laboratorio que maneja a las bacterias, también es considerada
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una enfermedad de tipo profesional (36).

Por mediode varios experimentos se ha demostrado que la Brucelosis podia
ser transmitida por mosquitos y moscas hematofagos. Parece ser que el agua esta
excenta de ser un vehiculo de transmisién pues el Gnico brote que se ha sefalatlo por
consumode esteliquide contaminado puede serdebide aun accidente delaboratorio (6).

Se ha reportado que solamente existen tres especies de Brucella que afectan al
hombre, siendo estas: 8. melitensis; B. abortus y B. suis. (35,46). B. melitensis es la
especie que produce una enfermedad con mayor gravedad que las ofras dos especies.
Mientras que B. suis produce complicaciones supurativas con mayor frecuencia. En lo
querespectaa B. abortus es considerada menos patogena que [as dos anteriores (26,36).

El periodo de incubacién de la bacteria es muy variable ya quo puede ser de
semanas y prolongarse hasta 3-4 meses (18,36).

Debido a que no se siguen en regla las normas para erradicar a fa Brucelosis ani-
mal, tedavia se siguen reportando casos de esta zoonosis en nuestro pals, tal y como
sa muestra en la siguiente figura.

Casoa BDe Brucelosis HUMANA

19
184
8--
€-
pa
!-
o

| ¥iles

LB G T T T AT T TR G
Tendencia 43 HC 43 sS85 5% (.3
Casos 4.3 44 4% 585 8573 &3 34 soeS

Figura 7. Casos de Brucelosis Humana en México. De 1983 al 1988 el numero de casos de
brucelosis en nuestro pals aumentaba cada vez mas, pero & partir de 1989 la enfermedad disminuye

notablemente (35).
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Unavez que las Brucellas se han introducido al organismo, deben adaptarse pa-
ra su desarrollo y sobrevivencia, a este lapso se denomina periodo de incubacién y se

presenta de manera asinté matica (35,36).

Los sintomas al inicio de la enfermedad son: astenia, malestar general, sensa-
cidnde frio,dolores en musculos de huesos y articulaciones (), posteriormente apare-
cen cuadros clinicos muy semejantes a los de otras enfermedades infecciosas cémo:

fiebre tifoidea, tifus exantémico, paludismo, tuberculosis y reumatismo(42).

Alirrevolucionando la enferrmedad puede ocurrir lo siguiente:

1.- Que la sintomatologla dure menss de una semana y el individuo se recupere,

en éste caso podemos descartar la infeccién por Brucel/a.

2.- Que la sintomatologia sea moderada y algunas veces se presenten perfodos

alternados de mejorla y decaimiento.

3.-Queinicialmente no se presenten manifestaciones deimportancia pero después

aparecen cuadros clinicos severos. Este periodo puede clasificarse como de tipo agudo.

4.- Que se presente un cuadro febril violente y aparescan manifestaciones mas

o0 menos Severas de toxemia (9).

Debido a que en una infeccién por Brucella la intensidad , formay duracion de la
temperatura es lo mas importante, se ha clasificado la evolucién de Ia Brucelosis como

sigue:

A) De tipo intermitente, cuyas manifestaciones son: debilidad, sudoraciones

nocturnas, reumatismo articular migratorio y temperaturas elevadas por la noche que
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van de 38.5-40 C y descenso normal por las mafanas.

B) Detipo ambulatorio, presentandose sintomas muy semejantes alinciso anterior,
pero mas leves,

C) De tipo ondulante, caracterizada por aumentos progresivos de temperatura
de un dla a otro, hasta alcanzar un maximo y descender gradualmente. La temperatura
puede ser continua, remitente, intermitente o muy irregular. En los periodos en los que
no hay fiebre los sintomas pueden disminuir e incluso desaparecer.

D) De tipo maligno, generaimente se presenta en individuos que han padec'lcio la
enfermedad, en este caso Ia temperatura siempre es alta . hay hiperpirexia e incluso
puede ocurrir ia muerte

E)De tipo cronico. hay trastornos gastrointestinales y nerviosos, ademasde ri-

gidez muscular (6,9).

Ctro sintoma caracteristico de la Brucelosis es la sudoracion, la cuatesta asociada
a la temperatura del paciente, este tipo de sudoracién es nocturna y confarme evolu-

ciona la eshfermedad va desapareciendo (35).

En lo que respecta a la debilidad fisica que tiene el paciente, podamos mencionar
que se encuentra asociada a la pesadez en brazos y piernas, el enfarmo muchas veces
prefiere estar en cama reposando. Asi mismo se presentan dolores musculares
principalmente en articulaciones, siendo la rodilla la parte mas afectada. Hay aigias
principalmente en la articulacion coxofemoral (6,9.32).

En 1a fase de la bacteremia el enfermo tiende a perder peso corporal, presentando
aspecto anémico (9).

Deblido al estado febril se presentan manifestaciones clinicas como: anorexia,

insomnio, nerviosismo y molestias respiratotias (9).
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Con todo lo anterior podemos decir que los sintomas clinicos de la Bruceiosis
humana aguda no difieren a lo reportado por otros autores, tal y como lo muestta la si-

guientetabla;
[ SINTOMAS CLINICOS EN BRUCELQSIS AGUDA
EINTOMAS CrosbyE. [Samra Y. [ Madkour M. Hosp. Infecto-
logla
etal. etal. etal. CMLa
Raza
(%) (%) (%) (%)
Fiebre 95 100 93 100
Diaforesis 68 90 87 100
Ceofalea 63 80 80 100
Artralgia 55 37 86 100
Pérdida de peso 21 - 65 26
Hepatomegalia 87 40 16 10
Esplenomegalia 61 60 15 10
Linfadenopatia 50 21 18 2

Tabla 3. Sintomas clinicos de la Brucelosis aguda en los humanos El prinicpal sintoma de todos
estos estudios indica que la fiebre es la que se ha encontrado por encima del 90% de los casos (35),

Adicional aeste cuadro suelen agregarse afecciones a otros érganos debidos a
fas complicacionesde la infeccién. Se presenta con frecuencia la orquitis y la espondili-
tis. En la fase de la bacteremia puede existir riesgo de aborto (9).

Lainfeccion por B, abortus produce un cuadro clinico semejante pero menos se-
vero que el anterior, lo que contribuye a que se presente mas del 80% de recuperacion
en individuos infectados por esta especie, mientras que la recuperacion de los indivi-

duos infectados por B. melitensis cuando mucho llega a ser de un 30% (9).
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BRUCELOSIS CRONICA

En lo que respecta a la Brucelosis cronica, se ha observado que los sintomas son
paco definidos por lo que su diagnostico se dificulta (17), pero se denomina asl porque la
enfermedad parsiste por un periodo de 4-6 meses 6 mas (32,36), puede ser el resultado
de unestado latente de la infeccion aguda.

En estaforma de infeccién el médico no puede proporcionar un diagnéstico clinico
de la enfermedad, sino que es necesario apoyarse en estudios bacterioldgicos e in-

munolégicos.

Las manifestaciones clinicas muchas de las veces son muy variadas, sinembar-
go; aun persiste ladepresion fisica y mental (3,32), ligeras elevaciones de temperatu-
ra (8) asl como trastornos gastrointestinales (6).

Algunos autores que han realizado estudios en pacientes con esta afeccion
mencionan que la Brucelosis cronica se debe a una respuesta de hipersensibilidad que

presenta el paciente hacia la enfermedad (35)

Debido a que algunos individuos presentan cuadros sintomaticos continuos e in-

termitentes, se consideran como pacientes con Brucelosis crénica a:

1.-Loscasos de Brucalla que persisten pormas de unafio segun lo propone Spink

2.- Aquellos casos qua después de una fasa bacteremica por este gérmen, pre-
senten cuadros clinicos continuos o intermitentes.

3.. Casos probables, especiaimente en aquellos individuos que no presentan
bacteremia y que los tinicos datos que nos pueden ayudar son las pruebasde aglutina-
cién y de alergla cttanea (9).
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2.2.4 DIAGNOSTICO
En el caso de la Brucelosis el diagnéstico puede realizarse por tres formas:
1)Clinico
2) Bacteriologico
3) Serologico

Para el diagndstico clinico ya se han mencionado todas las manifestaciones que
presenta el paciente en cada etapa de la enfermedad, en este caso el que lleva a cabo el
diagdstico es el médico, sin embargo, debe tomar en cuenta que muchas veces la Bru-

celosis presenta cuadros clinfcos muy semejantes aotras enfermedades infecciosas (42).

DIAGNOSTICOBACTERIOLOGICO

El diagdstico bacterioldgico es sin {ugar a dudas la herramienta mas (itil que sirve
para proporcionar un diagnostico definitivo, este se lleva a cabo mediante el aislamiento
y la identificacion del agente etioldgico (36).

Dentro de las muestras que pueden servir para el aistamiento del microorganismo
enconframos:

Sangre .- se debe tomar este tejido bioldgico cuando el paciente se encuentra en
estado febril ya que en esta elapa se ha observado que los cultivos son con frecuencia
positivos. Un ejemplo de ello, s donde B. melitensis se aisld en un 88.2% cuando los
pacientes presentaban cuadro febril agudo y solamente un 31.8% de cullivos fueron
positives cuando los pacientes no presentaban fiebre (47).

Médula ésea, higado, nodulos linfaticos.- se recomienda este tipo de muestras en
los casos subagudos y crénicos de la enfermedad (17,25,36).

Para determinarfuente de infeccion setrabaja conleche cruday productos lacteos

no pasteurizados. Una vez cbtenida ta muestra se procede a inocularia, aislar e identifi~
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car al microorganismo causal de problema, para ello se sigue la metodologia de rutina
que se utiliza en el Laboratorio de Brucelosis del INDRE

Muestra de sangre

médula ésea, punciones

de higado, bazo

Inocular en medio Ruiz Castafeda
{ncubar 3 semanas/37C
Brucella comienza a desarrollarse 4-5 dia

Gelosa sangre, Agar Soya Tripticasa y Mac Conkey
por duplicado: incubar una parte en CO, y [aotraen

anaerobiosis

Tincién de Gram

Prueba de catalasa y oxidasa

Aglutinar con suero polivalente

anti-Brucella

Sensibilidad a colorantes
Tionina, Fucsina basica
Aglutinacion consueros
monoespecifica A, My R
Fagotipificacion
Principalmente con T bilisi
Bioquimicas: TSI, Urea
Citrato, SIM,HS

X Figura 8. Procesamiento utilizado en e! INDRE para ¢! aislamiento ¢ identificacion de Brucefle a
partir de muesttas de sangre y de algunos &iganos (35,38).
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Como se ha mencionado ¢! aislamiento bacteriolégico, es primordial para un
diagnéstico de Brucelosis, sin embai go. el cultivo no siempre es positivo principalmente
enalgunasformas clinicasdela enfermadad, asimismo, los microerganismos partenecien-
tes al genero Brucella sondelento crecimiento, es por ello que ¢l diaghostico de Ia Bru-

celosis se basa en la mayoria de las ocasiones en pruebas de tipo serolégico (11).

Los anticuerpos reconocidos por ¢ada prueba serologica son formados por la
estimulacion de antigenos de Brucefla, por lo cual es necesario conocer cual o cuales de

estos antigenos participan para que se monte la respuesta inmune:

- LPS.- solo se encuentra en cepas lisas
Contiene los antigenos Ay M.
- Proteinas de membrana externa
- Proteinas citoplasmicas .- son fraceiones solubles que se encuentran en cepas

lisas y rugosas de Brucella.
Las pruebas serologicas han sido divididas en dos grandes grupos:
1) Aquellas donde las células completas en fase lisa son usadas como antigenos.

2) Aquellas que utilizan como antigeno extractos celulares.

En el primer grupo tenemos a:

Prueba Inmunoglobulinas que detecta
Aglutinacién entubo IgM, 1gG e lgA

RB IgM, 1gG elgA

FC IgM e IgG

Prueba de Coombs IgG e igA no aglutinante
Inmunofluorescencia
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Todas estas prucbas detectan anticuerpos contra LPS.
En el segundo grupo encontramos las siguientes pruebas:
RIA

ELISA

Precipitacidn en gel (47).

Enellaboratoniode Brucclosis del INDRE, las pruebas que se realizan desutinason:
RB, ATA,ATM, MEA, MEM (35.36).

Una vez que se obtiene el suero lo primero que se realiza es la prueba: Rosade
Bengala, lacual es unatécnicacualitativa, rapida que solo dura 4 minutos; ha suplidoala
prueba de Huddleson debido a que esta utima presenta resultados falsos positivos (35).
Utiliza como antigeno una suspensién de B. abortus 11195, que setifie con el colorante

Rosa de Bengala y se resuspende en un amortiguador de pH=3.65 (11.47).

Mucho se ha comentade al respecto de esta prueba sobre la especificidad, sin
embargo, en un estudio realizado en 1989 por Colmenero D.J y col. encontraron los
sigutentes resultados en 122 pacientes (11).

Resultados de las pruebas estudiadas

Rosa de Bengalaj Seroaglutinaciory Inmunofiuorescencia-igg
(suero puro) (>1:160) {=1:100)
Sensibitidad 95.79 % 6528 % 68.80 %
Especificidad 98.43% 100 % 100 %

Tabiad. Comparacion de tres pruebas seroldgicas en el 3agnostco de Broceiosis Lomo se observa

1a prueba que presenta una mayor sensitilifad y especticidad con tespecto a 1as oir2s dos €5 "2 Je Rosa
de Bengata (1)
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Estos resultados son muy similaresa los obtenidos por Maravi-Poma, Buchannan
yOomenycol (11).

Cuandola prueba: RBresulte positiva, se procede a realizar pruebas complemen-
tarias para la formulacion de un diagnéstico confiable, ya que por medio de esta prueba
no podemos sabersi lainfeccion esreciente o pasada, asi mismoal ser una técnica de
tipo cualitativo, no estima el titulo de anticuerpos formados contra los antigenos de Bruce-
lla. (36)

Aglutinacion en microplaca

Anteriormente esta era la prueba STT pero ha sido adaptada para economizar

tiempo y cantidad de reactivos (47).

También esta pruebaaliguat quela anterior hasidocriticada porsubaja especificidad,
es por ello que se recomienda el uso de sueros controles con titufos conocidos, asicomo

sueros de individuos “normales” cada vez que se utilice nuevo lote de reactivos (47).

Los fenémenos de prozona gue se presentan en este tipo de titulacion san muy
raros, tales el caso de un estudio en el que se analizaron 65 sueros de los cuales solamente

uno de ellos presentd este fendmeno en una dilucién <1:20(11,35).

Debido a que no esta bien definido el titulo de anticuerpos que nos proporcione un
diagnéstico definitivo es necesario la toma de muestras pareadas, una en la etapa
temprana de la enfermedad y otra en la evolucion de esta (36).

En el laboratorio de Brucelosis, por medio de varies estudios el titulo que es
considerade como indicativo de enfermedad es »1;160; claro esta, tomando en cuenta e}
titulo de anticuerpos que se obtiene en la segunda muestra, esperando que este se vea

incrementado con respecto a lo reportado en la primera muestra (35).
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Aglutinacion en microplaca con 2 mercaptoetanol

Es una prueba semejante a |a anterior en fo unico que varta, es en que ésta utiliza
como diluyente un agente reductor (2 mercaptoetanol) el cual tiene la capacidad de
inactivar IgM, porfo tanto, sial volver a evaluar un suero el titule de anticuerpos es positi-
vo, consideramos que se debe a inmunoglobulinas de tipo IgG e IgA (35).

La presencia del 2 mercaptoetanol a una concentracton de 0.5 M hace que se
rompan puentesdisulfurode macroglobulinas 198 einhibe la aglutinacion por anticuerpos

IgM, y permite solamente la aglutinacién 7S de anticuerpos 1gG que son resistentes a 2

mercaptoetancl (3).

En estudios realizados por Buchanan y col. y Young y col. (47) se sugiere que la
presencia del 2 mercaptoetanol también puede destruir parcialmente otras clases de
inmunoglobulinas.

Esta prueba también nos sirve paraevaiuarlaeficaciadela antibioterapia, asicomo

alos pacientes con Brucelosis cronica , tal como observamos a continuacion:

No, de pacientes por titulo y por tiempo después del

comienzo de la Brucelosis.
Thulo STT 2 mercaptoetanol

6* 9+ 12~ 18* 6* 9" 12* 18*

>160 7% 62 55 44 2 12 8 14

80 15 21 21 22 24 17 12 5
40 2 8 13 18 21 21 20 22
20 0 1 3 8 25 42 52 6t
* expresado en meses.

Tabla 5. Comparacian de la prueba STT y Ag 10N con 2 mercap para el

diagnés-tico de Bruceiosis Como s observa en los resultados anterores 1a prueba de STT es mas senstble
que la prueba de 2 mercaptoetano! en pacientes con manrfestaciones clinicas de Bruceiosts aguda. sin
lentes con un © sintomas durante {res 0 mas semanas la prueba del 2

g0, €n p
mercaptoetano! es mas Gtitl (3)
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3.0 REACCIONES CRUZADAS

Cada género bacterlano puede ser diferenciado por sus requerimientos nutri-
cionales asl como por sus pruebas bioquimicas y seroldgicas, sin embarge, existen
algunos géneros que presentan determinantes antigénicos comunes, los cuales pueden
serreconocidos pordiferentes pruebas serold gicas y confundirnos en el diagnéstico, esto
es alo que se denomina reacciones cruzadas serolégicas.

En el presenteestudio se analizanias reacciones cruzadas serolé gicas que existen
en los géneros Gram negativos: Vibrio cholerae y Brucella,

En las investigaciones realizadas se reconoce que los determinantes antigénicos
comunes pertenecientes a estos géneros se encuentran enla cadena “O" de la parte
lipopolisacarida de cada bacteria (7,12,19,41,45).

Para ello necesitamos conocer cual es la composicién general de un LPS y las
funciones que reallzan cadaunode sus constituyentes, asl comolas revisiones que se han
hecho con respecto al tema.

Hay que recordar quie la localizacion del LPS se encuentra exclusivamente en la

superficie celular de las bacterias Gram negativas (28).

Proteina

Flgura 8. Pared celular de bacterias Gram negativas. Una de ias direfencias existentes entre
las baclerhs Gram negativas y Gram positivas es que estas ultimas carecen de LPS (28,31).
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3.1 ESTRUCTURA DEL. LPS
La molécula del lipopolisacarido esta compuesta por tres pares:
1) Parte lipidica , denominada lipido A
2) Core 6 centro
3) El polisacarido “O" (31,40).
La funcién, composicién quimica,y componentes de espetificidad quimica de

cada uno de estos tres componentes pueden observarse en la siguiente tabla:

Estructura basica

Polisacarido O Core Lipido A
Funcion Especificidad Unién entre polisa- | Actividad biologica
Antigénica carido y lipido A (toxicidad)
Composicién 1)Hexosas 1)Hexosas 1)Acidos grasos
quimica 2)Hexosaminas | 2)Hexosamina 2)Glucosamina
3)Desoxihexosa-| 3)Heptosa J)Etanolamina
mina
4)6-Desoxihexo- | 4)Octosa (acido) 4)Fosfato
sas
5)3,6-Didesoxihe{ 5)Fosforiletanol-
x05as amina
6)Fosfato
Componentes 1)D-Galactosa 1)Glucosa 1)Acide 3-hidroxi-
D-Glucosa Gatactosa miristico
2)D-Galactosa- 2)N-acstilgluco- Acido miristico
mina mina Acido laurico
3J)Ly D Fucosa- J)L-glicero-D-ma-| Acido palmitico
mina noheptosa
D-viosamina
4)L-Fucosa 4)KDO
L-Ramnosa

Tabja 8. Componenles de una molécula de LPS. Funcién y composikcién quimica del lipido A, core
y la cadena O especifica (40).
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Por otra parte el conocimiento de estos tres componentes, trajo una serie de
investigaciones en cuanto a su estructura, |a cual esta constituida como se observa a

continuacion;
Estructura generat de una molecula de LPS

el.xq \4'.;..5-— H e Kbv/@\ n GA—(FA,

th., —vHuta_ -—}HLU?J -—y[—\lg-—y“tp — H o ——)K%O —HK Do —)%"@A\

|
F (?—Etk ®
I Heng | " ? K —l5R)
Y s '-p \ Do i: a

E\‘.’,., Wy —v ity | —aU-A —»\Lp — i ——»mo—-mm-—;ih"@ﬂ\l

\\ l

® ?—'Et/\ (P

mvim Hexs “’-P ‘\ Do Cx-—Q’A);.

1 I
_}i‘&, — Hey — Ui, - Mo — l~\.f —rlhf — R'l&e —+K Do GAFA),

(- —— J\ “ e —
Polisacdrido O Core Lipido A
Hex=hexosa Hep=heptosa
P=fosfato KDQ=2-ceto-3-desoxioctonato

Eta=etanolamina  GA=glucosamina

FA=fcido graso

Figura 10. Estructura quimica general de una motécula de LPS (40).
Analizando cada uno de loscomponentes del LPS observamos que a éste cuan-
do se le realiza un tratamiento con hidrolisis alcalina se obtiene el lipido A, el cual esta

compuesto de Acidos grasos que van de 10 a 22 carbonos; este componente es el que
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presenta ia funcion biologica de toxicidad (31,40}

Core.-componentedel LPS que es constante entodas las bacterias Gram negativas.
sinembargo, cada especie puedediferenciarse debido a que presentaunidades repetitivas
y uniones exclusivas, Estructuralmente el core puede scr representado ast

KD0=2-ceto-3-desoxioctonato
Hewy Hep=hentosa
o Hex=hexose

Figura 11. Representacion estructural del core (40)

Enloqueserefierealantigeno” Q" podemos mencicnar quees un polisacarido que
determina la especificidad de labacteria. Generalmente es una cadena repetitiva en forma
lineal, pero pueden observarse ramificaciones hacia los lados. Lo que determina la
diferenciacion en cada bacteria es lo largo y la composicién de las unidades repetitivas.
Es un antigeno capaz de formar anticuerpos en cantidades de submicrogramos (40).

£n modelos in "vivo" el LPS ha mostrado ser altamente téxico y con actividad
mitégena a la que responden solamente los linfocitos B (40).

Todo LPS es considerado un factor de patogenicidad que poseen solamenta las
bacterias Gram negativas cuando se encuentran en fase lisa, que se puede perder por
pases de laboratorio, cambios de pH y tratamientos con agentes quimicos.

3.2 ANTECEDENTES

Analizando ei LPS de Vibrio cholerae serotipo Inaba y Ogawa observamos que
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presentan determinantes antigenicos similares aunque cada uno de ellos contiene un

determinante especifico con el cual pueden ser diferenciados:

Cepa Determinantes antigénicos
Ogawa AyB
inaba AyC (22)

EI LPS bacteriano puede obtenerse por diversos métados ., entre fos que se en-
cuentran: extraccién con fenol/agua (ef mas utitizado), hidrolisis dcida, etc. Uno de estos
métedos fué utilizade por Jackson y col. en 1971 para extraer el L.PS de Vibrio cholerae
01 serotipo inaba y al realizarle estudios inmunoquimicos observé dos aspectos que
diferian de estudios previos:

1) Que ol contenido de azucar amino era mas bajo

2) No estaba presente el 4cido uronico

La composiciéon quimica que presenté el LPS era la siguiente:

Manosa 1.40 %
Glucosa 6.69 %
Heptosa 6.87 %
Glucosamina 6.10%
Galactosa 0%
Glicero! 11 %
Etanolamina 30 %
Acidos grasos 18.5 %
Protelna 20 %
Lipido A 30.0 %
Fosfato total 22 %
Nitrogeno total 27 %
Acetil 286 %

Pérdidas 14.0 %

Tabta 7. Composicion quimica del LPS de Vibrio cholerae Serfolipo Inaba 5698 (30).
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Posteriormente otro estudio realizado en 1979 por Willlam Redmond sobre la
estructura de la cadena "O" en el lipopolisacarido deVibrio cholerae serotipo Inaba
utilizando la misma cepa (569B) que la investigacién anterior, se encontré que lacadena
*O" especifica estaba constituida de un polimerolineat de residuos 4-amino-4,6-dide-soxi-
D-manosa (D-PEROSAMINA) (44). Recientemente (1992) Rajesky col. reportaronque el
LPSde Vibrio cholerae estaba constituidode un lipidoA, un core, compuesto de 4-amino-
4-desoxi-L-arabinosa quinovosamina, D-glucesa, D-fructosay Heptosa, KDO ademas de
unantigeno "G" que contiene un sacaridocompuesto con uniones 1,2 de D-PEROSAMINA,
dondelos gruposamino son acilados por acido tetronico 3-desoxi-L-glicerol. Sinembargo
la estructura de los tres dominios del LPS deVibrio cholerae no esta relacionado a la

especificidad serologica de los serotipos Inaba y Ogawa (27)

Cuando el LPS de Vibrio cholerae es inoculado, se ha encontrado que ofrece
proteccion tanto en humanoscomoen animales, porloque sedice que la respuestainmune

es mediada por anticuerpos contra LPS (29).

La toxicidad e inmunogenicidad del LPS de Vibrio cholerae es muy similaral de
todas las bacterias Gram negativas cuando se encuentran en fase lisa, adjudicando el
papel téxico al lipido A, determinando esta propiedad en especies animales como conejos

y ratones. Ademas presenta la capacidad de inactivar al complemento (43).
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Para analizar el LPS de Brucella hay que tomar en cuenta que las principales
aspeties queafectan alhombre en nuestro pals son abortusy melitensis ;cuyos antigenos
AyM, respectivamante, estan estrechamente relacionados con la cadena O polisacarida
en e] LPS liso de Brucefla (5).

Elpatron electrofsretico que presenta Brucellaabortus indicaque lacadena Oesta
compuestade unasola unidad repetitiva de glucosa, mientras que a cadena O de Brucella
melitensis es mucho mas compleja ya que presenta unidades repetitivas pentasacaridas.
Ademas por medio de estudios de RMN |a cadena O de Brucel/a abortus muestra serun
homopolimero lineal formado de residuos 4,6-didesoxi-4-formamido-«D-mancpiranosil
con uniones 1,2. Por ofra parte la cadena O de Brucella melitensis es una cadena
polimérica que también esta compuesta de residuos 4,6-didesoxi-4-for-mamido-otD-
manopiranosil con uniones 1,3 por cada cuatro uniones 1,2 (5).

Porlo anterior podemos representar ala cadena O de Brucelfa abortus y Brucella

melitensis en la sigulente figura:

Brucella abortus

b n

L2 | .

[
!

~ Brucella melitensis

=reeiduos 4,6~didesoxi~4-formamido-«-D-manopi~
ranosil

Flgura 12, Modelo estructural de Brucefia abortus 'y Brucelia melitenses (5).
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Debido aque el LPS de Brucella aborus y especiaimente la cadena O especifica
es mucho mas simple que 2! ae Brucella melitensis. 1a mayorta de [zs estudios se han
realizado a esta especie Un ejemplo de ello sonias investigaciones hechas por Caroff y
col. (1984) y Bundie y col. (1985) quienes al extraer e! LPS de 8. abortus cepa 1118-3
encontraron que efectivamente la cadena O especifica esta compuesta de residuos 4,6-
didesoxi-4-formamidowD-manopiranosil (PEROSAMINA) con uniones 1,2 yconcluyeron
queeste LPS esidénticoalde Yersima enterocolitica serotipo09delafase fenolica, yque
solamente difiere en las regiones terminales del core (4,8).

Composicién del lipido A

2-amino-2-desoxi-d-glucosa 10.1%
Fosfato 59%
Acido n-tetradecanoico 12%
Acido n-hexadecanoico 33%
Acido octadecanolco 15%
Acido 3-hidroxitetradecanoico 27%
Acido 3-hidroxihexadecanoico 4%

Tabla 8.Composicién quimica del Lipido A de Srucelia abortus 1113-3 (8)

Ademds se le atribuye a este lipido A la mayoria de los efectos biolégicos que
produce, tal es el caso de la actividad mitégena en células de bazo y actividad anti-
complementaria (maximo nivel alcanzado a una concentracion de 50 pg) asi como to-
xicidad en animales de laboratorio. Podemos decir que el lipido A tiene ta capacidad de
activar al complemento por via clasica (39).

La existencia dereacciones cruzadas serolégicas que presentan diversos géneros
bacterianos a especies lisas da Brucella han sido estudiadas por muchos afios. Entre
estos géneros se incluyen:Vibrio cholerae (7.12,19,41.45): Yersinia enterocolitica se-
rototipo OF (7,14,15,37,45); Escherichia coli (14.15,41), Pseudoemona maltophilia (16),
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especies de Pasfeurella; Proteus vulgans y OX19. Varios serotipos de Salmoneila,
incluyendo Salmonella urbana y Salmonella pollorum; Francisella tularensis; Serotipos
de Leptospiras; Bordetellla bronchiseptica y Campylobacter fetus (12).

Aunque en el tema se trata solo loreferente ce la reactividad cruzada que presenta
Vibrio chalerae a cepas hisas de Brucefla se ha encontrado que todos los generos men-
cionados anteriormente presentan determinantes antigénicos comunes en cadena O de
suscorrespondientes LPS, porlo que sehablara de una maneramuy general sobre algunas

deestas investigacicnes (7.14,15.16,37 .41 45)

Las reacciones cruzadas seroldgicas que presenta Yersinia enterocolitica se-
rotipo 09 a cepas lisas de Brucella ha sido estudiada mediante pruebas de hemagluti-
nacién, inhibicién de la hemaglutinacid n, inmunodifusién y fijacién de complemento (37).

Porinmunodifusién se observé que existen bandas de reconocimiento con compo-
nentes de tipo carbohidrato, lo cual es corroborado posteriormente por SandulacheR. y
Marx A. (37}. encontrando que la molécula que se encuentra asociado a las reacctones
cruzadas serolégicas es un polisacaride presente en la fase fendlica. Estos mismos
resultados fueron obtenidos en un experimento donde se wtilizé como antigeno extracto
fenslico de Yersinia enterocolitica y las antisueros problemafueron de Brucella abortus,
Vibrio cholerae (este se inciuyé debido a que se ha reportado que Yersinia enterocolitica
estimula la produccion de anticuerpos vibriocidas) y como control positive el de Yersinia
enterocolitica, encontrandose una linea continua entre el antigeno y lostres antisueros (345).

Con todo esto Caroff M. Budie D. y Perry M. concluyeron que las reacciones

cruzadas serolégicas que presentan los LPS de Yersinia enterocolitica ,Brucella y Vibrio
cholerae se deben a determinantes antigenicos comunes (residuos 4-amino-4 ,6-dide-

soxiwD-manopiranosil N-acilado con uniones 1.2) enla cadena C de sus LPS (7).

Enelafio de 1987 D. Fabio y col. analizaron el LPS de Pseudomona maltophilia
encontrando que la cadena O presenta reactividad cruzada serolégica con antisueros

bovinos especificos para antigenos de Bruceflaabortus y Brucella mefitensis. La cadena
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Qeraunpolisacando compuestoae unidades pentasacandas repetitivas que contenian D-
ramnosa, 3-acetamido.3,6-didesoxi-D-galactosa y 4-acetamido-4.6-didesoxi-D-mano-
sa, Por ende se plante6 que parece problable que las reacciones cruzadas serologicas
entre el LPS de Pseudomona maftophilia y algunas especies de Brucella se deben a
epitopos caracteristicos comunes en fa cadena Q los cuales estan refacionados a resi-
duos 4-amino-4,6-didesoxi«D-manopiranosil N-acilados {16).

En los ultmos tres aftos se han presentado varios estudios con respecto de la

reactividad cruzada que presenta Escherichia coli a Brucella

En unode estos estudios se muestra como principal responsablede la reactividad cruzada
a la cadena O especifica, ya que presentan el mismo determinante antigénico {(grupes
perosamina con uniones 1,2 y 1,3) que el LPS liso de Brucel/a melitensis , esto difiere tin
poco de los reportes anteriores donde se encuentra que fa reactividad cruzada es més

dominante con Brucella abortus (41).

Un segundo estudio consistio enanalizar porinmunoelectrotransferencia lares-
puestaque presentaban 10 sueros de pacientes con Yersinicsisy 10 suerosde pacientes
con sindrome uremico hemolitico (causado por E. coli) a sus respectivos LPS y a la

combinacion de ellos. Encontandose lo siguiente:

1) Que el 80% de los sueros de pacientes con Yersiniosis reaccionaban tanto con
el LPS de Yersinia enterocolitica como con el de E. coli 0 157 .

2) Que los pacientes con Yersiniosis o Brucelosis presentan anticuerpos que
reconocen al LPS de E. coli 0157 , ademas de su antigeno homélogo.

3) Que los pacientes con sindrome uremico hemolitico reaccionan con el antigeno
Ode Brucella aborfus asi como al antigeno de E.coli 0157 (14),

Un tercer estudio consistié en analizar 10 sueros de pacientes con serologla
positiva de Brucelosis y fueron enfrentados ai LPS de Yersinia enterocolitica y E.coli.
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De estos 10sueros se observo que solamente 5 de ellos contenian anticuerpos que
eran reconocidos por el LPS de Yersinia enterocolitica y los 10 sueros reconocian al LPS
de E. coli ., esta diferencia en la respuesta tal vez sea debida a que el LPS de Yersinia
enterocolitica probablemente contiene dos sitios distintos de unién de anticuerpos y

solamente uno deellos se encuentra presente en el antigeno O especifico de E. coli (15).

Wongy Chowen 1937 fueron los primeros investigadores enreportar la presencia
de aglutininas contra Brucella en personas que habia sido inmunizadas con vacuna de
cofera (12). Sin embargo, no fue sino hasta finales de 1940 cuando dos grupos de
investigadores, el primero de ellos dirigido por Eisley el otro por McCullough quienes al
realizar estudios sobre la reactividad cruzada serolégica de estas bactenias concluyeron
que estas eran debidas a la presencia del antigeno flagelar de Vibrio cholerae el cual
ostaba relacionado con el antigeno somatico de Brucella (19). Los reportes sobre este
tema fueron cada vez mas frecuentes y es en elafto de 1951 cuando se realiza un estudio
para corroborar las reacciones cruzadas de estos microorganismos y por medio de la

técnica de dilucién seriada en tubo se encontraron los siguientes resultados:

Resultados de aglutinacion en el suero

Antigeno B. suis B. melitensis Inaba OH Inaba O | InabaH
B. suis 2560 5120 320 40 120
B. melitensis 2560 5120 320 40 120
Inaba OH 640 640 5120 5120 640
Inaba H 0 0 2560 2560 0

Tabla 8 Reacciones cruzadas de Vibrio cholerae y Brucelia. Los tituios indican que ios

determinantes antigénicos son mas comunes entre el seratipo Inaba de Vitvio cholerae y algunas especies
de Bricella {19)
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Titulo de aglutininas después de la absorcion

Antigeno B. suls B. melitensis
InabaOH 2560 2560
Inaba O 2560 2560
B.suis H 0 0
8. melitensis 0 0
Tabla 10. Titulo de séricos g cruzada da Vibrio cholerae hacia

cepas lisas de Brucella después de llevar a cabo la absorcion (19).

El anélisis de estos resultados llevaron a Felsenfeld y col. a concluir lo mismo que
Eiseley McCullough, que el antigeno H es elinvolucrado en lareactividad cruzada,aunque
ya mencionan también como posible causa a una fraccién A que se encuentratantoen el
serotipe Inaba como en el Ogawa de Vibrio cholerae (20).

Dos afios después Gallut describe que las reacciones cruzadas serologicas se
deben a epitopos comunes en el antigeno soméatico de ambas bacterias (45). A partir de
entonces se han realizadeo estudios sobre la relacion antigénica de Brucella y Vibrio
cholerae, usando pruebas de aglutinacion antes y después de llevar a cabo absorciones.

Un ejempilo de ello es el trabajo hecho por Feeley John en 1969 quien encontré que:

1) Abajas diluciones el suero antibrucela aglutina con el antigeno © y HO de Inaba
pero no con ¢l do Ogawa.

2) Cuando se lleva a cabo la absorcién del suero antibrucela con antigeno O de
Ogawa e Inaba, decae el titulo de Brucella.

3) La absorcién con antigeno Ogawa e Inaba elimina la aglutinacién del serotipo
Inaba.
4) Laactividad dirigida contra antigenos de célera es un pequefio componente que
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participa en la aglutinacién con los anticuerpes gue tienen respuesta a Brucella.

Por lo tanto, existe un componente comun en el antigeno de Vibrio cholerae que
tiene respuesta contra los antisueros de Brucella. siendo mas dominante en el serotipo
Inaba(19).

Por medio de nuevos avances en cuanto a tecnologia en los estudios fisicos y
quimicos se ha demostrado que el componente antigénico comun de Brucella y Vibno
cholerae responsable de la reactividad cruzada serol6gica es un homopolimerotineal de
unidades 4-amino-4,6-desoxi«D-manopiranosil (FEROSAMINA) con uniones 1,2enla
cadena O de sus respectivos lipopolisacarides (7,12.41).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Elcolerainiciado etmesde Juniode 1991 en el Estado de México se ha propagado
en gran parte de la poblacion mexicana. Elaislamiento e identificacion del agente causal
es esencial para el diagnéstico de la enfermedad, Actuaimente las pruebas serologicas
resultan ser una herramienta muy util cuando no es posible reaiizar el procesamiento
bacteriologico; sinembargo, lapresencia dereacciones cruzadas serolégicas que presenta
Vibrio cholerae con cepas lisas de Brucella puede afectar la confiabilidad de los re-

sultados, por lo que se hace necesario llevar a cabo este estudio.

4.0 OBJETIVOS

- Determinar seroldgicamente la reactividad cruzada a Brucefla en pacientes
diagnosticados serolégicamente con Colera.

- Correlacionar los resultados obtenidos por las técnicas: Rosa de Bengala y
Aglutinacién en microplaca (empleadas para el diagnostico de Brucelosis) con la de Fi-

jacion de complemento (utilizada en el diagnostico de Colera)

- Realizar la prueba de Western Blott a los sueros que hayan resuitado positivos
tante a Brucelosis como a Céiera.
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5.0 METODOLOGIA

Para llevar a cabo este estudio se utilizaion sueros de casos, contactos y centroles
de colera, alos cuales se les habia determinado ¢l nivel de anticuerpos vibriocidas. Para
observar las reacciones cruzadas serolégicas de Vibrio y Brucefla , a estos mismos

sueros se les determiné anticuerpos antibruceia.

DIAGRAMA GENERAL

[Sueros de casos, contactos y controles de cblera)

Aglutinacién con RB
Positivo Negativo
ATA,ATM, MEA, MEM ATA,ATM.‘CAEA. MEM
Positivo Negativo ————» Desechar
Absorber con antigeno de Brucelia Absorber con antigeno de
Vibrio cholerae
ATA,ATM, MEA,MEM ATA, ATM, MEA, MEM
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MATERIAL BIOLOGICO
Sueros: 772 de casos, contactos y controles de colera.

Sueros: 40 de individuos aparentemente "sanos" que sirvieron como grupo contro!

Antigenos:
B. melitensis M16
B. abortus 544
Vibrio cholerae serotipo Ogawa

Vibrio cholerae serotipo Inaba

MATERIAL

Microplacas fondo en "U"

Micropipeta de 20, 100, 200 y 1000 ut
Puntas para micropipeta

Aplicadores

Placas

Tubos de ensaye de 13X 100y 16 X 150
Pipetas graduadasde 1,2,5y 10 ml
Viales eppendosf

Papel de nitrocelulosa

EQUIPO

Lamparade luz blanca
Estufa con CO,
Microcentrifuga

Camara de electroforesis

Céamara de electrotransferencia
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Potenciometro

Fuente de poder

Espejo para placas de hemaglutinacion
Vortex

MEDIOS DE CULTIVO
TSA
BBL
BAB

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Solucién salina fenolada 0.5%
Solucion salina con 2 mercaptoetanol
Rojo Ponceau

Azul de Coomasie

TBS-Tween 20

Acril-bisacrilamida

Tris-HCIpH=6.8

Tris-HCIpH=8.8

SDS 10%

Parsulfato de amonio 10%
TEMED(N'N'N'NTetrametilendiamina)
Conjugado polivalente antihumano en cabra unide a peroxidasa
HCI,NaOH

NaCl, Metanol

Glicina

Glicerol
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Las pruebas serolégicas de rutina que se utilizan en el laboratorio de Brucelosis del
INDRE son: RB, ATA, ATM, MEA, MEM. En el presente trabajo se emplean estas mismas
para determinar si existen reacciones cruzadas a Brucella en sueros de casos, contactos
ycontroles de colera, todas estas pruebas sefundamentan en reacciones de aglutinacion.

La aglutinacion puede serdefinida como una reaccién inmunolégicaque se lleva
acaboentre antigenos y anticuerpos; donde generalmenrte el antigenoes particulado, esta
unién se hace visible con la formacion de agregados macroscédpicos. La aglutinacién es

una reaccién que con el uso de diluciones puede estimar el titulo de anticuerpos.
PRUEBA DE ROSA DE BENGALA

1.- Colocar en una placa de vidrio 10, 20 y 40 ul del suero problema.

2.- Adicionar una gota (aproximadamente 30 ) del reactivo de Rosa de bengala.
3.- Homogenizar las gotas con unaplicador empezandoe por lamezcla mas diluida.
4 .- Balancear la placa con movimiento rotatorio por cuatre minutos,

5.- Leer en lampara de luz blanca,

CRITERIOS
Positivo: aglutinacién (formacién de grumos)

Negativo: no aglutinacién en un tiempo de cuatro minutos (11,36,47).
AGLUTINACION EN MICROPLACA (ATA ATM)

1.- Colocar en el primer po2o de la placa en fondo "U" 180 pl de solucion salina
fenolada al 0.5% (diluyente)

2.- Del pozo 2 al 9 colocar 100 ul de solucidn salina fenolada 0.5%
3.- Agregar ai primer pezo 20 ! del suero problema, mezglar y transferir 100 i al

segundo pazo, mezclary transferir 100 pialtercer pozoy asi sucesivamente, det ultimo pozo
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sedesechan 100 il para tener un volumen constante.

4.- Aftadir 100 ul de antigeno (8. abortus 6 B. melitensis ,segun seaelcaso)atodos
los pozos.

§.- Homogeneizar o incubar 37°C/24 hrs.

6.- Leer la placa en un espejo para hemaglutinacién bajo lampara de luz blanca.

CRITERIOS
Positivo: Formacion de maila en el fondo del pozo.
Negativo: formacion de botén en el fondo del pozo (36,47).

AGLUTINACION EN MICROPLACA CON 2 MERCAPTOETANOL
(MEA,MEM)

Esta prueba serealiza de igual manera que la anterior excepto que como diluyente

ahora se emplea el 2 mercaptoetanol.

1.- Colocar en el primer pozo 180 pil de solucion salina con 2 mercaptoetanol.

2.- Del pozo dos al nueve se colocan 100 yl de solucién salina con 2 mercapto-
etanol,

3.- Agregar con una micropipeta 20 pl del suero problema al primer pozo, mezclar
y transferir 100 pl al segundo pozo, mezclar y transfarir 100 ul al tercer pozo y asl
sucesivamente, desechar 100 pl del iltimo pozo para mantener un volumen constante.

4.- Aftadir 100 pl de antigeno( B. abortus 6 B. melitensis ,segun seaelcaso)atodos
los pozos.

6.- Homogenizar e incubar 37<C/24 hrs.

6.- Leerla placa colocandola en elespejo de hemaglutinaciény por encima colocar
una lamparadeluz blanca.

50



CRITERIOS
Positivo: Formacién de malla en el fondo del pozo.
Negativo; Formacion de botéon en el fondo del pozo (3,36,47).

Eltitulo en la prueba de microaglutinacion, corresponde al ltimo pozo donde se

presente formacion de malla.

ABSORCION CON B.abortus y B. melitensis

1.-B. abortus y B. melitensis fueron crecidas masivamente entubosinclinados que
contenian medio de BBL.

2.- Se incubaron de 24-48 hrs/37-C.

3.~ Cosechar con solucién salina fenolada 0.5%.

4.- Centrifugary obtener paquete celular.

5.- Realizar tres lavados con solucién salina fenolada 0.5%.

6.- El paquete se ajusta a una concentraci6on de 1g bacteria/20 ml suero.

7.- Colocar en un tubo de ensaye cantidades iguales de las suspensiones de B.
abortus y B. melitensis .

8.- Agregar el suero problema.

9.-Dejarencontactodurante 1 hrla suspensi6n bacterianay el suero, atemperatura
ambiente, con agitacién constante.

10.-Centrifugar.

11.- Tomar con pipeta Pasteur el suero absorbido y colocarlo en vial limpio.

Esta misma metodologia se sigue cuando se lleva a cabo la absorcion con Vibnio

cholerae Ogawa e Inaba, a excepcion de que el sembrado se hace en placas de BAB,
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INMUNOELECTROTRASFERENCIA

Es una técnica que debido a su alto peder analitico permite identificar cuales
antigenos pueden ser Utilesen el diagndsticode unaenfermedad, teniendocomo fundamento
ol poder resolutivo de la electroforesis y la reaccion antigeno-anticuerpo en fase solida.

Se raaliza en tres pasos-

A} Electroforesis.- selleva a cabo la separacién de mosaicos antigénicos bajola
influencia de un campo eléctrico.

1.-Se preparo el gel separador y concentrador al 13 5%

2.- Se utilizé un peine de 10carriles.

3.- Al primer y al décimo carril le colocamos 20 pl de Marcador de peso molecular
suspendido en regulador de muestra.

4.-Del carril 2 al 9 colocamos 20 pl de antigeno RCM de Brucella aborfus 'y por
otro lado RB51 de Brucelia abortus .

5.- Secorrié el get alas siguientes condiciones: 400 voits; 50 mA; 30 watts, 1hr 10
min.

B) Transferencia.- las particulas separadas por electroforesis son electro-
transferidas a papel denitrocelulosa,donde se unencovalentemente a los grupos reac:ivo_s
del papel

1.-Colocar en un recipiente regulador de transferencia y dejar humedecer. papel
de nitrocelulosa, esponjas y papel filtro.

2.- Colocar en el cassette las esponjas, el papel de nitrocelulosa y el gel.

3.- El cassette'se transfiere a la camara de transferencia y se aplica corriente a las
siguientes condiciones: 50 volts: 300 mA; 60 watts, 2 hrs 30 min.

4.- Para saber si se Ilevd bien a cabo la transferencia cortamos una tira donde se
coloct el marcador de peso moleculary otra tira que contenga el antigenoy ambos setifien
con rojo ponceau.
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C) Inmunodeteccidn.- reaccién antigeno-anticuerpo que se pone de manifiesto
agregando un segundo anticuerpo unido a una enzima,

1.- Ef papel de nitrocelulosa se corta en tiras y se pone abloquear con leche al 5%
(3 mi por cada tira) 1 hr/37-C con agitacion.

2.- Las tiras de nitrocelulosa ya bloqueadas se ponen en contacto con el suero
problema (praviamente diluido 1:25 con TBS-Twen20) y se incuban 1 hr/37-C con agita-
cién,

3.- Lavar con TBS-Twen20 dos veces por S min y dos veces por 2 min,

4.- Agregar 2 ml del conjugado (polivalente antihumano en cabra unidoa peroxida-
sa) a una dilucién 1:3200 (diluido en TBS-Twen20) e incubar 1 hr/37-C con agitacion.

5.- Repetir el paso 3.

6.- Por ultimo agregar 2 ml de sustrato (preparado al momento de usarse) por tira
reactiva y enjuagar hasta la aparicién de color.

INMUNODIFUSION

1.~ Desengrasar portacbjetos con alcohol.

2.- Colocar una pelicula muy delgada de agarosa al 0.1%.

3.-Agregaragarosaal 1% (disueMa enTris-HC10.1M pH=7.5) hasta formaruna capa
de 5 mm de espesor.

4.- Hacer las perforaciones.

5.. Colocar en un pozo e! antigeno (RCM de B. abortus 99S) y an otro e suero
problema.

6.- Incubar de 24-48 hrs/36<C.

7 -Leeratrasluz o en lampara de luz blanca (38).
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6.0 RESULTADOS
Se analizaron un total de 812 sueros:
- 772 de casos, contactos y controles de célera

- 40 de individuos aparentemente "sanos”

Pruebas de aglutinacion

De los 772 sueros de casos, contactos y controles de célera, 95 contenian
anticuerpos que fueren reconocidos con alguna(s) de las técnicas convencionales de
aglutinacion (RB,ATA, ATM, MEA, MEM) empleadas para el diagndstico serolégico de
Brucelosis, obteniendose un mayor reconocimento con la prueba ATM y un menorconia
prueba MEA donde solamente 2 sueros presentaron titulacién (Tablas 1 y 2). Poste-
riormente se solicitdé al laboratorio de Produccion de sueros e! titulo de anticuerpos
vibriocidas (que habia sido determinado con antorioridad utilizando latécnicaFC) dees-

tos sueros estudiados (Tabla3).

Debido a que el estudio era ciego, al comparar los resultados de anticuerpos
antibrucela con los de anticuerpos vibriocidas se observé que de los 95 sueros, 39 sueros
reconocian solo al antigeno de Brucella, principalmente con [a prueba ATM a diluciones
de1:20y 1:40 (Tabla4), mientras que los 58 sueros restantes presentaban anticuerposque
reaccionaban tanto con el antigeno de Vibrio cholerae como con el de Brucella
encontrandose que 32 fusron positivos a ATA, 38 a ATM, 2 a MEA y 5a MEM si hacemos
lasuma de estos valores diriamos que es el resultado de 77 sueros, pero solamente es de
los 56, debido a que varios sueros son positives a dos o tres pruebas (Tabla 5) , estos

mismos resultados pueden observarse en la grafica 1 expresados en porcentaje.
Los 40 sueros de individuos "sanos" resultaron negativos alas pruebas: RB, ATA,

ATM, MEA, MEM. y solamente 4 presentaron titulo con el serotipo Ogawa y 3 con el
serotipo Inaba de Vibrio cholerae (Tabla 6).
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Pruebas de aglutinacién después de llevar a cabo ia absorcién

Alos 56 sueros mencionados anteriormente se les queriaabsorber con antigenode
Brucella yVibrio cholerae pararealizar un estudio completo, pero desafortunadamentela
cantidad de varios de ellos ya no alcanz6 para ninguna prueba, por lo que solamente:

1) 24 se absorbieron con antigene de Vibrio cholerae (serolipo Owaga e Inaba) y
al ser probados nuevamente con las técnicas ATA, ATM, MEA y MEM se obtuvieron los
resultados que se muestran en ia Tabla 7, encontrandose tituios de 1:20 hasta 1:160; a
astos mismos sueros se les determiné el nivel de anticuerpos vibriocidas y solamente 2 de
ellos presentaron titulo de 1:20 con el serotipo Inaba (dato no mostrado).

2) 28 se absorbieron con antigeno de Brucella {abortus y melitensis ) y al ser
evaluados: 8 presentardntitulo de anticuerpos vibriocidas, 6 con elserotipo Ogaway 2 con
el serotipo Inaba, lo cual puede observarse en la Tabla 8. Mientras que cuando a estos
sueros se les determiné el nivel de anticuerpos antibrucela solamente 1 de elfospresent6
titulo de 1:20 con la prueba ATA (dato no mostrado).

Para ejemplificar como se encontraban los titulos de anticuerpos vibriocidas y
anticuerpos antibrucela antes y después de llevar a cabo la absorcion se tomaron un gru-
pode8sueros (2,4,8,10,17,23,24,34) cuyos resultados pueden observarse en las Tablas
9y10.

Inmunoelectrotrasferencia

Los sueros (2,8,24) que resultaron positivos serolégicamente tanto a Vibrio cho-
lerae como a Brucella por las técnicas: fijacion de complemento y aglutinacion, res-
pectivamente, también fueron positives al ser probados con ia técnica de inmunoelectro-
trasferencia, cuando se utilizé como antigeno proteinas de membrana externa de Brucel/a
abortus 89S (Tabla 11), pero fueron negativos con esta téenica cuando se utilizé como
antigeno una cepa rugosa de Brucella RB51.

Inmunodifusion

Se trabajaron por la t¢cnica de inmunodifusion: 11 sueros no absorbidos, 6 ab-
sorbidos con Brucella (abortus y melitensis) y 6 absorbidos con Vibrio cholerae ,en nin-

guno de ellos se presentaren bandas de precipitacion (dato no mostrado).
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TABLA 1. SUEROS DE CASOS, CONTACTOS Y CONTROLES
DE COLERA QUE RECONOCEN ANTIGENO DE

Brucef/a
TITULOPRUEBA ATA ATM MEA WEM
NEGATIVO 730 701 70 o
1:20 a2 50 ] .
1:40 6 17 0 ;
1:80 1 : : ,1 v - ;
1:160 o P 2 0 T,
1:320 2 . o B R
1:640 1 1 0 o




TABLA 2. SUEROS QUE SON POSITIVOS A RB Y PRESENTAN
TITULO CON 4 PRUEBAS DE AGLUTINACION

No. [2:) ATA ATM MEA WEM
|_SIEDD

2 POSITIVO 1.640 1:640 NEGATIVO NEGATIVO
8 POSITIVO 1:320 1:320 1:80 1:40

10 POSITIVO 1:80 1:80 NEGATIVO NEGATIVO
14 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
16 POSITIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
17 POSITIVO 120 1:20 NEGATIVO NEGATIVO
18 POSITIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO
20 POSITIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
23 POSITIVO 1:40 1:40 NEGATIVO NEGATIVO
24 POSITIVO 1:320 1:160 NEGATIVO NEGATIVO
28 POSITIVO 1:20 1:40 NEGATIVO NEGATIVO
30 POSITIVO 1:20 1:20 NEGATIVOQ NEGATIVO
35 POSITIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO
45 POSITIVO 120 NEGATIVO 1:20 NEGATIVO
56 POEHVO L42 20 NE%T!VO tEiﬁATIVO




TABLA 3. TITULO DE ANTICUERPOS VIBRIOCIDAS EN SUE-
ROS DE PACIENTES CON COLERA QUE RESULTA-
RON POSITIVOS A Brucef/a

TITULO/PRUEBA OGAWA INABA
NEGATIVO 53195 53195

1:20 6/35 595
1:40 695 6/95

1:80 &5 595
1:160 495 385
1:320 6195 1195
1640 ‘ 1195 6195
1:1280 ' ‘ 6/95 595
1:2560 495 1495
1:5120 1195 g5
1:10240 295 295
1:20480 /g5 235

1:40960 /35 Y95




TABLA 4. SUEROS QUE RESULTARON NEGATIVOS
A Vityio cholerae Y CON TITULO PARA
Brucellz

TITULO/PRUEBA ATA ATH MEA MEM

NEGATIVO 29 6 39 38

1:20 9 26 0 0

1:40 1 7 0 0

1:80 0 0 0 0




TABLA 5. SUEROS DE PACIENTES CON COLERA QUE
RESULTARON POSITIVOS AL ANALIZARSE
CON 4 PRUEBAS PARA Arucef/a

TITULO/PRUEBA ATA ATM MEA MEM

NEGATIVO 701 695 Pl 728

1:20 23 24 1 4

1:40 5 10 0 1

1:80 1 1 1 0

1:160 0 1 0 0

1:320 2 1 0 0

1:640 1 1 4] 0




TABLA 6. RESULTADO OBTENIDO CON 40
SUERQOS DE INDIVIDUOS *SANOS'
ESTUDIADOS POR VARIOS METODOS

TITULOARUEBA ATA ATM MEA MEM OGAWA INABA
NEGATIVO 40/40 40/40 40140 40/40 36/40 38/40
1:10 0/40 0440 0/40 0740 0/40 140
1:20 0/40 0/40 0/40 0r40 1/40 0/40
—-1’—- e

1.40 0/40 40 0/40 040 0/40 040
1:80 0/40 0/40 0/40 /40 2/40 1/40
1:160 /40 0/40 0/40 w40 1140 1140




GRAFICA 1. PORCENTAJE BE REACTIVIDAD CRUZADA
PRESENTADA EN SUEROS DE PACIENTES
CON COLERA AL ESTUDIARLOS POR 5
METODOS PARA Brucel/a
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TABLA 7. RESULTADO DE 24 SUEROS ABSORBIDOS CON
ANTIGENO DE Viy/o cholerae Y ANALIZADOS

PARA Brucella
/

TITULOWRUEBA ATA ATM MEA MEM

NEGATIVO 19/14 17124 24124 2024

120 224 224 024 224

1:40 124 2124 w24 2/24

1:80 1124 3/24 w24 024

1160 1/24 0/24 024 0/24 )




TABLA 8. RESULTADO DE 28 SUEROS ABSORBIDOS CON
ANTIGENO DE Brucef/a Y ANALIZADOS PARA

V. cholerae.
THULOSPRUEBA OGAWA INABA
NEGATIVO /28 1328
120 2/28 0/28
140 2/28 028
180 1/28 0/28
1:160 0/28 1/28
1:320 0/28 /28 T
1:640 1128 1/28

e




TABLA 9. TITULO DE ANTICUERPOS DE SUEROS REGIS-

TRADO ANTES DE SER ABSORBIDOS

No. RB ATA ATM MEA MEM OGAWA INABA
SUERO

2 POSITIVO 1:640 1:640 NEGATIVO NEGATIVO 1:5120 1:40960
4 NEGATIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIYO 1:2560 1:5120

8 POSITIVO 1:320 1:320 1:80 1:40 1:10240 1:40960
10 POSITIVO 1:80 1:80 NEGATIVO | NEGATIVO | 1:2560 1:40960
17 POSITIVO 1:20 1:20 NEGATIVO | NEGATIVO | 1:2560 1:1280

23 POSITIVO 1:40 1:40 NEGATIVO | NEGATIVO | 1:20 1:2560

24 POSITIVO 1:320 1:160 NEGATIVO | NEGATIVO 1:1280 1:20480
34 NEGATIVO | 1:20 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | 1:20 1:80




TABLA 10. TITULO DE ANﬂCUERPOS ANTI-Brucelfa DESPUES

ABS. CON Srucedt? ABS.CON ¥idrio cholerae
—

No. RB ATA | ATM | MEA | MEM | RB ATA | ATM MEA | MEM
SUERO

2 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | POSITIVO | 1:160 | 1:80 NEG. | NEG.
4 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. NEG. | NEG. MEG. | NEG.
8 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | POSITIVO | 1:80 | 1:80 NEG. | NEG
10 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. NEG. | NEG. NEG. { NEG.
17 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. NEG. | NEG. NEG. | NEG.
23 NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG, NEG. | NEG. NEG. | NEG
24 NEG. [ NEG. | NEG. { NEG. | NEG. | NEG. 1:40 1:80 NEG. | NEG.
34 NEG. { NEG. | NEG. | NEG. | NEG. | NEG. NEG. | NEG. NEG. | NEG.




TABLA 11. SUEROS DE PACIENTES DE COLERA POSI

TIVOS A Brucelfa Y A Vibrio cholerae

No. RB ATA ATM MEA MEM OGAWA | INABA WESTERN

SUERO BLOT(Ag de
Brucella)

2 POSITIVO | 1:640 | 1640 NEGATIVO NEGATIVO 1:6120 1:40960 POSITIVO

8 "1 POSITIVO | 1320 | 1:320 1:80 1:40 1:10240 1:40960 POSITIVO

24 POSITIVO | 1:320 | 1:160 NEGATIVO NEGATIVO 1.1280 1:20480 | POSITIVO




7.0 DISCUSION

Las reacciones cruzadas serolégicas que se presentan entre cepas lisas de Bru-
cella y Vibrio cholerae son debidas a determinantes antigénicos comunes que se en-
cuentran en sus respectivos lipopolisacaridos, especificamente en el antigeno O (grupos

perosamina) (12,16,35).

Estareactividad cruzada fue probada en 772 sueros de casos, contactos ycontroles
dectlera,deloscuales 95 reconocianantigenos de Brucella encontrandosetitulosde 1:20
hasta 1;640.

Al correlacionar los resultados que se obtuvieron con las técnicas:
RB.ATAATM.MEA MEM con los obtenidos en la determinacién de anticuerpos vibrio-

cidas sa observa lo siguiente:

1) Queen los titulos de 1:20 y 1:40los resultados no son muy concordantes ya que
existen sueros que contienen anticuerpos hacia Brucella (principalmente con la especie
melitensis) pero no hacia Vibrio cholerse , esto posiblemente pueda deberse a que los
sueros que pertenecen a estos pacientes, alguna vez por el consumeo de leche y sub-
productos lacteos sin pasteurizar ad quirieronalguna Brucella perono la dosis capaz para
desarrollar laenfermedad. Porlotanto solo es una prevalenciade anticuerpos antibrucelia
que notienen significancia diagnéstica También podemos suponer que no existe reaccidn
cruzada en estos sueros debido a que tal vez pertenecian a los pacientes que se tomaron

como controles de codlera.

2) De todos los sueros analizados existe uno que es positivo a la prueba RB y
negativocon lastécnicas de aglutinaciénenmicroplaca, por lo que consideramos que este
valor es un resultado falso positivo de la técnica; aunque en varios estudios se ha
demostradoquelaprueba RB presenta una sensibilidad superioral95% y unaespecificidad
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por arriba del 87% con respecto a la aglutinacién en microplaca {(11).

3) Si consideramos que la prueba RB se emplea como tamiz (11,47). ya que
solamente nos proporciona unresultado detipo cualitativo y que la pauta para confirmar un
diagndstico seroldgico de Brucelosis se basa en la combinacion de este resuftado con el
obtenido porla técnicade aglutinacion en microplaca contitulos >1:160 (determinado por
estudios en el laboratorio de Brucelosis del INDRE), entonces existen solamente tres
sueros (2,8y 24) que pueden confundirnos en el diagnéstico, esto es. decidir sies positivo
a Célera ¢ a Brucella, por lo que seria muy conveniente saber si bacteriologicamente se

aislé Vibrio cholerae .

El titulo de anticuerpos antibrucela de 1:80 obtenido por las técnicas:
ATAATM MEA MEM se presenta solamente en el suero 10, en este case no podemos
decir que el paciente sea positivo a Brucelosis por lo que seria recomendable que se
obtuviera una segunda muestra para observar la tendencia de! nivel de anticuerpos, sin

embargo consideramos a esté individuo sospechoso de Brucelosis.

Por otra parte el uso del 2 mercaptoetanol en la prueba de aglutinacion en
microplaca que solamente presenta titulo considerable en el suero 8 de un paciente, nos
indica que pertenece aunindividuo que posiblemente presenta Brucelosis de tipocré-nico

ya que unicamente lo que se esta detectando son anticuerpos IgG (3).

Si se observa el porcentaje de reactividad cruzada por prueba (ATA, ATM, MEA,
MEM), encontramos que con latécnicade aglutinacion en microplaca se presenta un mayor
porcentaje, independientemente de la especio. Sin embargo, en estudios anteriores
(4.8,37).sehaencontradoque el cruce antigé nicoes mas dominante con B. abortus yaque

presenta una estructura mucho menos compleja que la de B. mefitensis .

Paraevaluarelestudio se incluyeron sueros de individuos aparentemente "sanos”,
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para ello se analizaron 40 muestras de las cuales ninguna contenla anticuerpos que
reconocieran los antigenos de Brucella (RB, ATA, ATM, MEA MEM). Con esto queda
comprobadoque lareactividad cruzada serologica obtenida enlos resultados es confiable
yque estosno sondebidos areaccionesinespecificas porlostipos de antigenos utilizados
en las técnicas (47).

A estas mismas muestras también sc les determiné el nivel de anticuerpos
vibriocidas, encontrandose que cuatro sueros reconocieron al antigeno deVibrio cho-
lerae , inclusive si tomamos en cuenta que of thtulo de anticuerpos vibriocida de con-
sideracitn diagnéstica es_>1:40 ( determinado con estudios en el laboratorio de Pro-
duccién de sueros del INDRE), entonces tres de estos sueros serlan diagnésticados
serolégicamente como Célera, siendo mas deminante con el serotipo Ogawa, aunque
podemos suponer que la gran mayorla de este grupo estudiado, por malos habitos
higiénicos y alimenticios estuvo o ha estado expuesto a una infeccion por E. coli que
también puede presentar reactividad cruzada seroldgica con estos géneros ya que

" contiene epitopos comunes de PEROSAMINA (14,15,41); y por lo tanto hayan desarro-

llado anticuerpos contra esta bacteria que fueron reconocidos por antigeno de Vibrio
cholerae . As| mismo podemos considerar que debido a que el colera se ha diseminado
a tal grado que afecta a gran parte del Pais no se descarta la posibilidad de que estas
personas hayan sido infectadas por Vibriocholerae , presentando cuadros clinicos leves
oincluso asintomaticosy porende seles detectaron niveles de anticuerpos vibriocidas gue
perduran por més de seis meses (12).

Conrespectoa los sueros no absorbidos que presentan titulos altos para Brucella
sontambiénaltos en el titulo de anticuerpos vibriocidas, estos resultados concuerdan con
losde Feeley J. (19) ya que lareactividad cruzadaserologicaque presenta Brucefia hacia
Vibrio cholerae es mucho mas dominante en e! serotipo Inaba, debido a que cuando un
RBes positivoy laaglutinacion en microplaca es > 1:160, se presentantitulos de anticuerpos
vibriocidas que van de 1:20480 hasta 1:40960 con el serotipo Inaba, mientras que con el
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serotipoQgawa se presentan titulos mas bajos que vande 1:1280hasta 1:10240. Aliievar
a cabo la absorcién de estos sueros con antigeno de Brucella y al ser probados
nuevamenteconRB,ATA ATM ME y MEMresultan negativos, mientras que se presentan
titulos con las pruebas de Brucella cuando la absorcionselleva a cabo con Vibrio cholerae
es decir que este antigeno esta quitando los anticuerpos homologos a él pero deja libres
algunos de reaccién cruzada, pues los titulos decaen en proporcién de 1y 2 con respecto

altitulo original.

Lafinalidad de realizariatécnica de inmunoelectrotransferencia en los sueros que
resultaron positivos a Brucella ya Vibriocholerae es saber sial utilizarunatécnica mucho
mas sensible y especlfica, y usando extractos celulares aun se siguen presentando las
reaccionescruzadasserol6gicas que nosotros obtuvimos con lastécnicas de aglutinacion:
RB,ATA, ATM, MEA, MEM donde se utiliza como antigeno a la bacteria completa.

Los resultados porinmuneelectrotransferencia nos muestran quelos sueros 2, 8y
24 que reconocieron antigenos completos de Brucella , también sen reconocidos por
extractos celulares bacterianos (RCM protelnas de membrana externade Brucella abortus
89S) pero no a una cepa carente de LPS de Brucella abortus RB51 lo cual indica que

. lareactividad cruzada seroldgica obtenida se encuentra asociada al LPS.

Cabe mencionar que la mayoria de los reportes sobre reactividad cruzada
serolégica entre Brucella y Vibrio cholerae sa prosenta con anticuerpos de tipo
aglutinante (12,19,20). lo cual nosotros comprobamos experimentalmente ya que al
realizaries la prueba dainmunodifusion alos sueros absorbidos y no absorbidos, utilizando
como antigeno ptoteinas de membrana externa de 8. abortus 985, no se presentd ninguna
banda de precipitacién. Pocos autores reconocen que tambi¢n pueden existir reacciones
cruzadas debidas a anticuerpos de tipo precipitante (38, 45), pero tal vez en este estudic
noseencontraron porque estas solo se presentan cuando existe una Brucelosis activay los

titulos de aglutinacién en microplaca son 21:320(38).
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8.0 CONCLUSIONES

-Los sueros de casos, contactos y controles de colera contienen anticuerpos que
reconocen células completas y extractos celulares de Brucella, sin embargo. esta reac-
tividad cruzada es minima por lo que se puede proporcionar de manera confiable un

diagnéstico serolégico para ambas infecciones.

- Cuando se realizan estudios ciegos de reacciones cruzadas serologicas en
Brucelia y Vibrio cholerae se debe considerar sila enfermedad es é no endémica en la
2ona dende se colectan las muestras, ya que muchas de las veces al correlacionar los
resultados estos no son muy concordantes, debido a que el titule de anticuerpos que se
obtiene puede deberse a la infeccion causada por une de los dos microorganismes y no

a los epitopos comunes que presenten ambos.

- Mediante el uso de técnicas sensibles y especificas como el Western Blot se
corroboranlosresultades que se obtienen con olros métodos mas rapidos y sencilloscomo
lo es la aglutinacdn, determinando que la relacién antigénica a Brucella en los sueros de
pacientes con Vibno cholerae se lleva a cabo en los epitopos comunes presentes en el

LPS de ambas bacterias.

- Losanticuerpos de reaccion cruzada detectados por fas pruebas: RB, ATA, ATM,
MEAyYMEM en el presente estudic pertenecenafas clases: IgM, IgG e 1gA; sin embargo,
los titulos de significancia diagnéstica son solamente de tipo 1gG e IgA ya que no se

presenta titulo cuando la aglutinacion se realiza en presencia del 2 mercaptoetanol.
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GLOSARIO

Aglutinacion.- reaccion antigeno-anticuerpo en la cual un antigeno sélido o en
particulas forma un agregado con un antigeno soluble.

Anticuerpo.- proteina producida comoresultado de lainducciénde algun antigeno
y que tiene la capacidad para combinarse con el antigeno que estimulé su produccion.

Antigeno .- sustancia que es extrafa al organismoy que al serintroducida puede 6
no desencadenaruna respuesta inmune.

Caso.- individuo al cual se le aisla e identifica al microorganismo que le esta
causando un problema de salud.

Contacto.- individuo que convive directamente con el caso.

Controles.-individuos aparentemente “sanos" que se utilizar para evaluartécnicas
de diagnéstico.

Epidemia.- enfermedad infecciosa que se presenta en una poblacién afectando a
un gran ntimero de hospederos, es de duracién corta.

Epitopo.- también llamado determinante antigénico., es lazona de unantigeno que
determina la especificidad de una reaccion antigeno-anticuerpo.

Estudio ciego.- realizar por separado dos 6 mas técnicas de diagnéstico a una
muestra bislégica, donde finalmente el resultado de cada una de ellas es comparado.

Fenémeno de prozona - precipitacién 6 aglutinacion subbptima que ocurreen fa
region del exceso de anticuerpos durante {as reacciones inmunoserolégicas,

Inmunoglobulinas - glucoproteina compuesta de cadenaH y L que funcionaco-
mo anticuerpo.

Lipopolisacarido - también lamado endotoxina., compuesto que se encuentra
presente enbacterias Gramnegativas, que tiene diversas funciones biclogicas incluyendo
actividad mitdégena para los linfocitos B.

Pandemia - enfermedad infecciosa que afecta a varios paises e inclusive a varios
continentes simultineamente.



Precipitacién.- reaccidnentre unantigenosolubley unanticuerpotambién soluble,
en la cual se forma una maifa compleja de formas de conjuntos entrelazados.

Reaccién cruzada.-lareaccién de unanticuerpo con unantigeno diferenteal que
indujo suformacion.

Serotipo - tipificacion de un microorganismo utilizando sueros.

Zoonosis - enfermedad que es transmitida de! animal al hombre.
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