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RESUMEN 

La relación antigénica que so presenta entre cepas lisas de Bruce/la y Vibrio cho

/erae se encuentra asocladaadeterminantesantigónlcos comunesen la cadena Oes

peclfica (grupos perosamina) de sus respectivos lipopolisacáridos. 

772 sueros de casos, contactos y controles de Cólera fueron usados para Inves

tigar la reactividad cruzada que so presenta con el antlgono O do Bruce/le. Las pruebas 

ATA, ATM, MEA y MEM empleadas para el diagnóstico serológico de Bruce/le recono

cieron anticuerpos en56 (7.25%) de estos sueros con lltulos de 1 :20 hasta 1 :640. Los 

estudios de absorción indican que existen determinantes antigénicos comunes en es

tos géneros bacterianos. Además para la evaluación del estudio so incluyeron 40 sue

ros de individuos aparentemente "sanos" los cuales rtlsultaron negativos a los antlge

nos de Bruce/le ; aunque 4 prosontaron anticuerpos que fueron reconocidos por el 

serotipo Ogawa y 3 por el serotipo lnaba de Vibrio cholerae. El porcentaje de reactivi

dad cruzada encontrado fué elsiguiente: RB1.91%.ATA4.36%,ATM5.18%,MEA 

0.27% y MEM 0.54%. Por la técnica de inmunoelectrotransferencia se demostró que 

varios sueros de pacientes reaccionaban con algunos componentes presentes en un 

anllgeno proteico do Bruce/le, pero no reconoclan al sonlcado de una cepa rugosa de 

Bruce/le . Con esto se determinó quo los epltopos comunes que presentan Vibrio 

cholerae y Bruce/le se encuentran asociados a la molécula del LPS. Por medio de 

lnmunodifusión se encontró que la reactividad cruzada serológica solo se presenta con 

anticuerpos de tipo aglutinante pero no procipitante. De los sueros estudiados 

solamenta 3 pueden confundimos en el diagnóstico, ya que fueron positivos tanto a 

CóleracomoaBtuce//e. Con ellose concluye que las reacciones cruzadas serológicas 

entre estos géneros son mlnimas, por lo que se puede proporcionar un diagnóstico 

sorológico confiable para ambas infecciones. 



1.0 INTRODUCCION 

La presencia del Cólera en México iniciada a mediados del mes de Junio de 1991, 

ha traldo consigo toda una serie de investigaciones para el conocimiento de su agente 

causal; asl mismo la presencia de anticuerpos en pacientes infectados por esta bacteria 

ha servido de base para la búsqueda de reacciones cruzadas que se presentan con otras 

bacterias, en nuestro estudio trataremos lo referente al género Bruce/le . Para ello es 

necesario diferenciar estos procesos infecciosos. A continuación se mencionan carac

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

El cólera es un padecimiento Infeccioso gastrointestinal agudo, producido por un 

microorganismo Gram negativo: Vibrio cho/erae 01. En el 75% de los casos se presenta 

de forma asintomática, cuando se manifiesta cllnlcamente se caracteriza por la aparición 

de diarrea acuosa y abundanta, malestar abdominal, deshidratacion, por lo general no hay 

fiebreóes baja, vómito yen ocasiones es frecuente la presencia de calambres abdominales 

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

SI persiste la deshidratación, sobreviene la acidosis metabólica , en este caso el 

paciente se encuentra en un estado obnubilado (22,34). 

Como on todo proceso infeccioso el diagnóstico bacteriológico es primordial, por 

lo que se busca el agente etiológico Vibrio cholerae 01 a partir de heces fecales, sin 

embargo las pruebas serológicas pueden ser de gran ayuda: ya que se produce una 

elevación de anticuerpos antitoxina y anticuerpos vibrlocidas (22). 

Otro proceso infeccioso debido a una bacteria Gram negativa es la Brucelosis, que 

difiere de la anterior ya que esta es una zoonosis. En nuestro pals esta enfermedad es la 

causa de grandes pérdidas económicas, afectando principalmente a las zonas norte y 

centro(35). 



Las tres especies principales de Bruce/la quo afectan al hombre son: Bruce/la 

melitensis, Bruce/la abortus y Bruce/la suis . Los paises subdesarrollados y áreas 

med~erráneas se ven afectadas primordialmente por Bruce/la melitensis (26). 

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

1) Aguda.- en donde hay fatiga, escalofrios, dolor de articulaciones, sudoraciones 

nocturnas y fiebres altas. 

2) Subclinica.- por lo general no hay slntomas o son tan leves que pasan in advertí-

dos. 

3) Crónica.- las manifestaciones cllnicas duran cuando menos cuatro meses, se 

presentan manffestaclones de tipo visceral, osteorticular y neurológico (36). 

Debido a la dificultad para aislar a la bacteria en algunas formas clinlcas y el 

predominio de la enfermedad en zonas rurales que carecen de Infraestructura sanitaria 

adecuada, el diagnóstico de la brucelosis se basa en la mayorla de las ocasiones en 

pruebas serol6glcas: Rosa de Bengala y Aglutinación en microplaca (25,47). 

La reactividad cruzada a Bruce/la encontrada en sueros de Individuos inmunizados 

con vacuna de Cólera o que estuvieron en contacto directo con la bacteria fUé descrita por 

primera voz por Elsle y col (1948) y McCulloug y col. en el mismo ano, quienes suponlan 

que el antlgeno flagelar de Vibrio cho/erae estaba relacionado con el antlgeno somático 

de tres especies de Bruce/la . Posteriormente en los anos 50's Gallut J. describe que estas 

reacciones cruzadas se deblan al antlgeno somático deVibrio cho/erae y no al antlgeno 

flagelar(19). 

Estudios recientes realizados porCaroffM, Bundle D y col. (1984), Malcolm y Bun

dle (1990) determinaron que la reactividad cruzada de Bruce/la y Vibrio cho/erae estaba 

relacionada a epltopos presentes en los residuos de derivados N-acetil, 4-amlno-4,6-di

desoxl.,,,.D-manoplranosil con uniones 1,2 que forman la cadena O polisacárida de sus 

llpopollsacárfdos (8,41 ). 
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2.0 GENERALIDADES 

2.1 COLERA 
2.1.1 HISTORIA 

El cólera es una infección gastrointestinal que posiblemente apareció por prime

ra vez en Bangladesh yen la India, en aquel entonces fue denominada "Mari' (enfermedad 

morta1)(36). 

Pero es hasta 1854 cuando Filippo Paclni descubre al agente etiológico del cólera 

blotipo el clásico, que es estudiado más detalladamente en 1833 por Roberth Koch en 

Calcuta(33,42). 

Posteriormente en 1906 F. Gotschlich descubro al vibrión colérico blotipo el Tor 

en el cadáver de un individuo (42) 

Existe gran discrepancia sobre las fechas y el número de pandemias que han 

afectado a la población, sin embargo, hasta la fecha se han reconocido siete pandemias: 

Primera pandemia 1816-23 

Segunda pandemia 1824-37 

Tercera pandemia 1842-62 

Cuarta pandemla 1865-75 

Quinta pandemia 1879-1911 

Sexta pandemia 1912-23 

Séptima pandemla Iniciada en 1961 

En la séptima pandemia el biotipo encontrado fué el Tor, siendo el responsable 

de brotes epidémicos. A partir de 1961 esta infección se extiende en la mayorla de los 

paises de Asia, Europa, Alrica y Oceanla. En 1970 el cólera invade a la Unión Soviética 

y para 1973 se ve afectada la penlnsula italica. En 1977 aparece el cólera en Japón, 

3 



encontrándose como principal fuente de 1 nfecclón la contaminación por Ingestión de 

agua, hacia el ano de 1978 y 1981 se registran casos nuevos de cólera en Estados 

Unidos y casos muy esporadlcos en 1986, 1987, y 1988, contrariamente a lo que suce

de en 1989 donde se reportan 48403 casos, afectando a 35 paises (33). 

En México el cólera apareció on 1833 en la ciudad de Saltillo y se piensa que 

éste fue Introducido por el Golfo de México, un siglo después se reportó un caso de 

cólera en una turista Estadounidense que vacacionaba en Cancún (1 O). A partir de 

1991 se presenta el cólera nuevamente en nuestro pals, la epidemia se Inició en el 

Estado de México y para Diciembre de 1992 las entidades más afectadas eran: 

Campeche, Yucatán, Veracruz, Guerrero y Tamaulipas, se presentáron un total de8162 

casos, de los cuales 1783 se hospilalizarón, notificandose 99 defunciones (1 O). 

2.1.2 AGENTE ETIOLOGICO 

Según ol manual de Bergey la familia Vibñonacea está constituida en su ma· 

yor parto por el género Vibrio ; además existen otros géneros que presentan la carac

terlstica de· ser m6vilos y oxidasa positivos, entre ellos tenemos: Photobaclerium, 

Aeromonas, y Plesiomonas . El Vibrio pude ser diferenciado fácilmente de estos 

tres géneros por medio de pruebas bioqulmicas y por sus requerimientos de altas 

concentraciones de cloruro de sodio para poder crecer (2,22). 

CARACTERISTICAS DEL GENERO 
Observados microsc6picamento son bacilos Gram negativos que presentan 

forma de coma, pero cuando el frotis so hace de cultivos viejos su morfologla cambia 

presentando forma de esfera, bastoncillos, filamentos y espirales 

Sensibles a desinfectantes, a ciertos antibióticos y a temperaturas superiores 

a 100C (42). 
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Hasta el momento se han aislado 12 diferentes especies del género Vibrio 

de mues1rascllnicas humanas, debido a la gran cantidad de especies que se encuen

tran dentro de este género los Vibrios fueron clasificados como •aglutinantes• y "no 

aglutinantes"; actualmente se clasifican como: 

1) Vibrio cho/eme O 1 

2) Vibrio cholerae NO 01 

La diferencia en!Ie estos dos grupos es que los primeros tienen la capacidad 

de aglutinar con suero polivalente 01 

Vibrio cho/eme 01 es el agente causal del cólera, cuyo reservarlo natural es 

ol hombre, dentro de este se encuentran dos biotipos: el clásico y el Tor como se 

observa a continuación: 

N001 

(con más de 72 

serolipos) 

Vibrio cholerae 

01 

(Cólera asiático) 

Biotipos 

Clásico El Tor 

""'- / Serotipos 

No toidgénlco Toxigénlco 

Figura 1. Ctastficaclón d!" Vibrio cholef&e en base a su antfgeno somático. En caso de Vl
brio cho/enJe 01 se incluyen blot1pos y serotlpos (22} 
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Las cepas productoras de toxina colérica son causantes de danos a nivel de 

Intestino delgado, asl como de la diarrea acuosa y abundante por el incremento en 

los niveles de AMPc (10,24). 

FACTORES DE PATOGENICIDAD 

En V. cho/erae 01 se distinguen varios factores de patogenicldad entre los 

que encontramos: 

a)Toxina colérica 

..- b)LPS 

e) Flagelo 

d) Mucinasas 

e) Adheslnas 6 hemaglutininas 

f) Fimbrias 

Esquemáticamente so observan como sigue 

~ 
~:::i~: coléri-

, /., -i1._4~ 
,... 1 .. a\\Q~or,lf:.}Cálula 
de 1a C.Ml · inte~tina1 

hemaglutinina r J 

Figura 2. Factores de patogenk:ldad de Vibr10 cholerea. Locallzacl6n de los factores de 
patogenlcldad en la bacteria y sus receptores en la célula 1 ntestlnal (10} 
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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 de acción en el organismo humano. 

Se considera que es la más importante porque es la que causa mayores trastornos, 

ya que al penetrar por la capa mucosa y adherirse al epitelio del intestino delgado 

provoca la diarrea acuosa caracterlstica de la enfermedad (10). Existen evidencias 

que indican que la secreción activa de electrólitos por la estimulación epitelial 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 protelna de aproximada-

mente 84 KDa , formada de dos subunldades: 

i) Cinco subunidades B 

li) Una subunidad A (formada por dos fragmentos) 

Las subunidades B son las que reconocen a los receptores ospecificos GM1 

en la membrana celular del epitelio intestinal (22,24). 

Mientras que la subunldad A 1 que presenta una porción enzimática hace que 

se active el complejo adenilato ciclasa incrementando los niveles de AMPc, lo que 

provoca alteración de la secreción Intestinal, con salida de agua. clrJruros y carbona

tos, dando como consecuencia diarrea acuosa y abundante (1,22.24) 

Esquemáticamente se observa asl: 

Toxina termolábil 
( LP) 

M'embr1t ca 

Adenilato 

3)~icl~a 

~ 

Figura 3 Mecanismo de acc16n de la toxina colérica La célula mtesttnal contiene recepto
res especlficos para que se una la subuntdad 8, que a su vez forma una especie de poro y deja 
que la subumdad A entre 11bremente al epitelio intestinal (10) 
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El Incremento de AMPc por acción de la toxina colérica hace que también haya 

liberación de calcio por lo que se activa a la vez el complejo calclo-calmodulina que 

altera la permeabilidad celular de los cloruros (24). 

Por otra parte, tenemos que el LPS es la parte más antigénica de la bacteria, 

por medio de él podemos diferenciar entre V. cho/erae 01 y NO 01 (22), además el 

antlgeno somático presenta reactividad cruzada con Bruce/la, Yersinia enterocoli

tlca serotipo 09, etc, por lo que más adelante trataremos el tema con detalle (45). 

En lo referente al nagelo podemos decir que se encuentra implicado en la 

patogénesls del cólera por dos causas: 

1) Le da motilidad a la bacteria 

2) Su posible papel en la adherencia a la superficie intestinal, por lo que la fun

ción del flagelo es poseer las adhesinas responsables del ataque al tejido intestinal 

(21). 

2.1.3 ENFERMEDAD 

Una vez que et vibrión colérico se ha introducido al organismo y pasado el 

periodo de incubación (2-5 dlas) pueden presentarse cuatro posibilidades: 

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

2) Molestias leves 

3) Slntomas moderados 

4) Cuadro cllnico grave, aparece en un porcentaje muy bajo, ya que solamente 

lo presentan un 11 % (24,33). 

En el caso de los cuadros asintomáticos o diarreas leves sólo el cultivo de 

las heces permite la Identificación del agente causal de la enfermedad(1). Los incisos 

dos y tres se presentan en un 15% de la población afectada (24). 
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Cuando el individuo presenta manifestaciones cllnicas se dice que son debidas 

a la acción de la toxina colérica, causando la diarrea caracterlstica de la enfermedad, 

con pérdida de agua y electrolitos de losespacios intracelulares en el lúmen intestinal 

(24). 

Cuando se presenta el cuadro cllnico grave se requiere de hospitalización ya 

que generalmente se presenta deshidratación, choque hipovolémico y muerte en el 

curso de unas cuantas horas si no se atiende inmediatamente al individuo (24,34). 

Antes de que el paciente Inicie la diarrea se presentan algunos slntomas co

mo: anuria, anorexia y calambres musculares en el abdomen entre otros, posterior

mente aparece bruscamente la diarrea acuosa y abundante que inicialmente es de 

color café pero rápidamente adquiere un color pálido como "agua de arroz" (liquido 

claro con trazas visibles de moco) con un olor parecido al del pescado, asl como 

vómito(1,22,24,33). 

Mientras el paciente presenta la diarrea, tiende a enronquecer e inclusive pue

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

Generalmente 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

festaciones clln leas: 

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) Tensión arterial baja 
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e) Extremidades frias 

f) Abdomen blando con dolor tipo cólico 

g) Olor parecido al pescado causado por las heces 

h) Calambres en manos y ples 

1) No hay fiebre ó es baja. (1,33) 

Por otro lado el qulmico al llevar a cabo exámenes de laboratorio encuentra 

las siguientes concentraciones de electrólitos en las heces: 

Tabla 1. Concentración de electrólrtos en heces (mM/1t) (24) 

Na• K• CI· HC03· 

Adulto 135 15 100 45 

Nitlo 105 25 90 30 

Como se observa en la tabla1 las heces presentan la caracterlstica de ser isotó

nicas, ricas en bicarbonato y potasio, causando con olio la pérdida de agua y poste

riormente se produce la deshidratación (24). 

Generalmente cuando los ninos so ven afectados por una Infección con Vibrio 

cho/eree no se presentan las man~estaciones cllnicas caracterlsticas del adulto, en 

ellos se observa que: 

1.- La sensibilidad esta alterada 

2.-Las convulsiones son más frecuentes 

3.- La fiebre que es rara en los adultos, en los ninos se presenta con bastante 

frecuencia (1,33). 

Con la salida tan brusca de llquidos el paciente puede llegar a perder de un 

10 al 15% de su peso 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 puedecontrolar la deshidratación, hay acidosis metabóli

ca(34). 

Las formas graves del cólera que pueden llegar incluso a la muerte se observan 

en los individuos con edad avanzada,aslcomoen aquellosindivlduosqueestan afecta

dos por diferentes enfermedades sométicas que reducen la resistencia del organismo 

y disminuyen la barrera defensiva del estómago (42). 

Un caso especial son las mujeres embarazadas que se ven afectadas por cóle

ra, ya que se presenta aborto en un 50% de los casos, observandose también reten

ción placentaria (1,33). 

De todas las manifestaciones cllnicas mencionadas anteriormente que suele 

causar el vibrión colérico se puede resumir que: 

-Hay disminución en el volumen extracelular, por la pérdida de liquido a nivel 

intestinal 

- Se presenta la acidosis como consecuencia de la pérdida del bicarbonato 

en las evacuaciones 

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

2.1.4 DIAGNOSTICO 

Para llevar a cabo el diagnóstico de Vibrio cholarae 01 existen tres posibilida-

des. 

1) Cuadro cllnico 

2) Bacteriologla 

3) Serologla 
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El cuadro cllnico se facilita cuando existen gran cantidad de casos en una zona 

ó bien durante una epidemia, en cambio cuando los casos son aislados este tipo de 

diagnóstico se complica (24). En el diagnóstico clínico se aprecian slntomas caraclerlsti

cos de la enfermedad como: anorexia, malestar abdominal y diarrea acuosa semejante 

al agua de arroz (33). 

Una vez que se hace el diagnostico cllnico inmediatamente se puede iniciar el 

tratamiento del paciente, sin embargo; para confirmar cualquier CilSO sospechoso de 

cólera es necesario el aislamiento e identificación de Vibrio cho/erae 01 apartirdema

teria fecal; la cual debe ser colectada de ser posible en las 24 horas después de ini

ciada la enfermedad y antes de la administración de antibióticos (24,33) 

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

en el laboratorio correspondiente (22). 

La presencia de un gran número de vibriones como 10·-1o•x mi en la materia 

fecal nos permite formular un diagnóstico con relativa facilidad (1,33). 

Existen técnicas rápidas para el diagnóstico de Vibrio cholerae que aunque no 

se realizan de rutina pueden ser de gran utilidad, entre ellas tenemos ~1 examinar las 

evacuaciones directamente al microscopio y tenirlas conGram. Esta técnica en fresco 

nos sirve para observar la movilidad tan rápida de los vibrlones, y comprobar la ausen

cia de leucocitos (24,42). 

En el Gram se observan pequenos bacilos Gram negativos en forma de "co

ma", "s","c", presentando un flagelo polar lo que le da la caracterlstica de ser móvil. 
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Mediante un modelo se podria representar como sigue: 

Flagelo 

Figura 4. Representación mortotóglca deVibrio choferae med1anteun modelo ( 101 

Con ayuda de la microscopia en campo oscuro se puede visualizar el !amano, 

forma y movllldad (33.42). 

La utilización del microscopio estereoscópico puede ser de gran ayuda para 

facilitar el diagnóstico bacteriológico; lo que se hace es sembrar las heces en estrlas 

sobre placas de agar nutritivo, se incuban de 4-5 horas y transcurrido este bempo se 

observan las colonias de los vibriones (1,33). 

Otra de las técnicas rápidas que han sido utilizadas os la de anticuerpos 

fluorescentes, que ha mostrado resultados superiores al 90% de positividad con 

respectoalmétodo de cuttivo,sinembargo,noesaplicable para los casos de portadores 

o convalesclentes, esto tal vez sea debido a que excretan menor canbdad (10'-10') 

de vibriones que los casos de cólera (33) .Para ello recientemente se ha utilizado 

la técnica de ELISA que llega a detectar pequenas cantidades de enterotoxina de 

cólera del orden de 6 pglml (24). 

Como ya se ha mencionado, el aislamiento e identificación de Vibrio cho/erae 

01 aparbr demuestras de heces es esencial para confirmar el diagnóstico de la enfur

medad. La metodologla empleada para el aislamiento e identificación de Vibrio chofe-
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rae es la que se sigue en el COC y en el INDRE: 

DIAGNOSTICOBACTERIOLOGICO 

18-24 hrs/37-C 

Colonias 

azul o verde amarillas 

ransferlr a MIO, LIA 

Si Y ARGININA 

18-24 hrs/37-C 

Prueba de Oxidase 

Pruebas bioquimlcas 

para V. parahsemolyticus 

Enri uecimlento 

Cultivo en agua 

peptonada 

6-8 hrs/37-C 

aMIO,LIA,TSly CALDO 

ARGININA 

1 """"'"" 
Prueba de Oxidasa 

Aglutinación con anti

suero polirlente 01 

! l 
(-) V. choleree NO 01 (+) V. c1!/erae 01 

A¡¡lutinaclon con antisueros 

Ogawa e lnaba 

Figura cs. Alslamlento bacteriológico de Vibrlo cholerae 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 diagnóstico a nivel serológico 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO 

TOMA DE LA PRIMERA MUESTRA 

FASE AGUDA DEL PADECIMIENTO 

TOMA DE LA SEGUNDA 

MUESTRA 15 A 20 DIAS 

DES PUES 

6.8 mi DE ANGRE 

VENOSA 

EPARACION DEL SUERO 

CENTRIFUGACI NA3000RPM 

10MINUT S 

VIBRIOCIDA BANCO DE SUEROS 

Figura 6 Obgnóstico serol6glco de Vlbrfo cho/eme. Como lo mu.mra la figura se deben 
tomar muestras pareadas para determinar el nivel de anticuerpos vtbr""ICidas y antitoxina (23). 

15 



En este tipo de diagnóstico se determinan anticuerpos vibriocidas por la técnica 

de FC y anticuerpos antitoxina por el método de ELISA, tanto en la fase aguda como 

en la deconvalescencia (22,23). 

El cuadro anterior indica que se deben tomar muestras pareadas para que 

se pueda formular un diagnóstico presuntivo confiable, esperando una elevación de 

anticuerpos en la fase de convalescencia. Si solamente se llega a tomar una sola 

muestra, no se puede proporcionar ninguna información con valor diagnóstico (22). 

Actualmente en el INDRE, se realiza la determinación de anticuerpos vibriocidas 

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

El titulo de anticuerpos vibriocidas en la fase aguda de la enfermedad es bajo; 

sin embargo; al décimo dla alcanzan su nivel máximo y disminuyen en la tercera o 

cuarta semana, permaneciendo con tltulos elevados por más de seis meses, aunque 

se debe tomar en cuenta que la elevación de estos anticuerpos también puede ser 

debida a la infección por otras bacterias como: Bruce/la, Citrobacter y Yersinia, pero 

el tema de reacciones cruzadas que presenta Vibrio cho/erae con otras bacterias lo 

trataremos adelante con más detalle (24). 

En lo referente a los anticuerpos antitoxina, estos también alcanzan su nivel 

méximo al décimo dla de la enfermedad, pero a diferencia de los anteriores, perma

necen mucho más tiempo en torrente sangulneo llegando incluso a detectarse después 

de dos anos, sin embargo, también aqul hay que tomar en cuenta que Escherich/a co

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

El diagnóstico serológico de un portador se observa cuando el titulo de anti

cuerpos persiste por doce semanas o más; asl mismo para confirmarlo se debo de

terminar la presencia de vibriones en las heces y de ser posible en bilis (1 ). 
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2.2 BRUCELOSIS 
2.2.1 HISTORIA 

Por el ano de 1861 J.A. Marston en la isla de Malta describió el primer Informe sobre 

los slntomas de la brucelosis humana, en aquel entonces fue denominada fiebre remiten

te gástrica del Mediterráneo (18 ). Posteriormente en 1887 David Bruce, también realiza 

su trabajó en la isla de Malta, puesto que se presentaban 100 casos anuales de una 

enfenmedad de origen desconocido. Al analizar bazos de soldados británicos fallecidos, 

encontró un microorganismo que por su pequeno tamanolo llamó Micrococcus meliten

sis. Tiempo después Zammit descubrió que la 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 cllnicas y patologla de esta enfermedad. Este mismo ano un ve

terinario dánes llamado Bang estudio la causa del aborto contagioso en el ganado bovino, 

encontrando como agente responsable a un peque no bacilo Gram negativo, que mas 

tarde recibio el nombre de Bruce//a abortus. (18.46). 

En 1914 Traum aisló a una bacteria a partir del feto expulsado prematuramente 

por una cerda (6). Finalmente en 1920Alice Eva ns observó la gran semejanza entre estas 

tres especies diferentes, por lo que estos gérmenes recibieron el nombre genérico 

Bruce/la y actualmente se conocen como: Bruce/fa me/itensis. Bruce/fa abortus y Bruce-

1/a su/s, respectivamente, que son las especies que causan bruce los is en el hombre (17). 

Recientemente se han reconocido otras tres especies mas de Bruce/la: B. canis, 

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

En lo que se refiere a nuestro pals, es hasta 1921 cuando en el Estado de Puebla, 

Pláceres logra el primer aislamiento de Bruce//e. Los primeros reportes de la incidencia 

de esta Infección en los humanos fueron escritos en los anos 30. Por estas mismas fechas 
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Rulz Castaneda proporcionó información acerca del aislamiento, Identificación y trata

miento de la Brucelosis en humanos (35). 

2.2.2 AGENTE ETIOLOGICO 

La Bruceloslses una infección zoonotica causada por pequenos cocobacilosGram 

negativos que pertenecen al género Bruce/la, el cual se encuentra constituido por seis 

especies: 8. melitensis con tres blovares; 8. abortus con ocho blovares; 8 suis con cuatro 

blovares; 8. canis; 8. ovisy B. neofomae que solamente presentan un biovar (35). 

CARACTERISTICAS DEL GENERO 

Las colonias son convexas, lisas, brillantes y translucidas. no presentan pigmen

tación. 

Las brucelas presentan pleomorfismo, ésto es, que a veces en tinción de Gram 

pueden observarse como pequenos cocobacilos y otras como bastoncillos. 

Se presentan en pares o pequenas agrupaciones. 

No poseen cápsula 

No presentan esporas y flagelos 

Son microorganismos aerobios estrictos. 

Miden 0.5-0. 7 µm de ancho por 0.6· 1.5 µm de largo. 

Oxidasa y catalasa positivas 

Hidrolizan la urea. 

La producción de H,S varia entre especies y biovares. 

Requieren de complejos nutrlclonales como: tiamina. niacina y biotina para poder 

crecer. 

Reducen el nitrato a nitrito. 

Son parásitos Intracelulares. 

Poseen metabolismo oxidallvo (2,9, 17). 
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Actualmente la Brucelosls es una enfermedad muy frecuente en el érea Norte y 

Centro de la República Mexicana; por lo que representa un serio problema de Salud 

Pública (35). 

Aunque cada Bruce/la presenta afinidad por una especie animal en particular, no 

significa que el hospedero no pueda ser infectado con una especie diferente (16). 

Dentro del género Bruce/la encontramos las siguientes especies: 

ESPECIE HUESPED DEFINITIVO 

B.abortus Vacas 

B. mefilensfs Cabras 

B. su/s Cerdos 

B. canls Perros 

B.ovis Ovejas 

B. neotomae Roedores de madera 

B. rangiferi tarandi • Renos y caribu 

Tabla 2. Especies del género Bruce/la v su huésped Cada especie puede infectar en mayor 
6 menor grado al ser humano {18). 

• Todavla no es bien reconocida 

De todas estas especies las que afectan al hombre en mayor o menor grado son: 

8. mefilensis; B. abortus y 8. suis (26). 
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2.2.3 ENFERMEDAD 

Para poder definir los signos y los slntomas de la Brucelosis es necesario cono

cer cual es 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 la causa más frecuente de infección, ya que inclu

so en nuestros dlas se consume leche cruda y productos lácteos no pasteurizados pro

venientes de ovejas cabras y vacas (26,36). En este caso la bacteria penetra a tráves de 

la mucosa intestinal y es atrapada por células polimorfonucleares que las transportan 

hasta los ganglios regionales, por lo que la bacteria so introduce a células ~~onuclca
res y se multiplica, algunas de estas células son destruidas y otras son transportadas 

a torrente sangulneo, pudiendo llegar a bazo, médula ósea y rinón, donde ocasiona 

lesiones graves (17). 

2) CONTACTO DIRECTO, Este tipo de mecanismo es debido al manejo de 

animales infectados o que han tenido abortos, ya que la bacteria se concentra en la zona 

fetal de la placenta, en el liquido amniótico y en el corlón. En este caso la puerta de en

trada de' la bacteria es a tráves de vla cutanea (por pequen as abraciones en las manos) 

y conjuntiva! (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, por lo que la frecuencia en este grupo es elevado; se considera una enfermedad 

de tipo profesional (6). 

3) POR INHALACION. Se contrae cuando se Inhalan materiales desecados de 

animales infectados, además de aerosoles, por lo que este tipo de transmisión 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 medio de varios experimentos se ha demostrado que la Brucelosis podla 

ser transmitida por mosquitos y moscas hematófagos. Parece ser que el agua esta 

excenta de ser un vehlculo de transmisión pues el único brote que so ha senalado por 

consumo de este liquido contaminado puede ser debido a un accidente de laboratorio (6). 

Se ha reportado que solamente existen tres especies de Bruce/le que afectan al 

hombre, siendo estas: B. melitensis; B. abortus y B. suis. (35,46). B. melitensis es la 

especie que produce una enfermedad con mayor gravedad que las otras dos especies. 

Mientras que B. suis produce complicaciones supurativas con mayor frecuencia. En Jo 

que respecta a B. ebortus es considerada menos pátogena que las dos anteriores (26,36). 

El periodo de Incubación 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 la Brucelosis ani

mal, todavla se siguen reportando casos de esta zoonosis en nuestro pals, tal y como 

se muestra en la siguiente figura. 

Caeoe De l!ruce1o~ie HUMANA 

o"::"""'"'::~"""'~':-:-::~~~::-:-!u...-"""'""' 

1'endenc1a '1.3 
Caaoa s.s s.1 ,,3 ... ~ o.oos 

Figura 7. casas de Brucelos1S Humana en México. De 1983 ar 1988 el numero de casos de 
brucelosis en nuestro pals aumentaba cada vez más, pero a partir de 1989 la enfermedad d.ismmuye 

notablemente (35) 

21 



Una vez que las Bruce/las se han introducido al organismo, deben adaptarse pa

ra su desarrollo y sobrevlvencia, a este lapso se denomina periodo de incubación y se 

presenta de manera asintómatica (35,36). 

Los slntomas al inicio de la enfermedad son: astenia, malestar general, sensa

ción de frlo, dolores en músculos de huesos y articulaciones (9), posteriormente apare

cen cuadros cHnicos muy semejantes a los de otras enfermedades infecciosos cómo: 

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

Al Ir revolucionando la enfermedad puede ocurrir lo siguiente: 

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

en éste caso podemos descartar la infección por Bruce/la. 

2.- Que la sintomatologla sea moderada y algunas veces se presenten periodos 

altemados de mejorla y decaimiento. 

3.-Que inicialmente no se presenten manifestaciones de importancia pero después 

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

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

o menos severas de toxemia (9). 

Debido a que en una infección por Bruce/la la intensidad , forma y duración de la 

temperatura es lo mas importante, se ha clasificado la evolución de la 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 36.5·40C y descenso normal por /as ma~anas. 

B) De tipo ambulatorio, presentandose sintomas muy semejantes al inciso anterior, 

pero más leves. 

C) De tipo ondulante, caracterizada por aumentos progresivos de temperatura 

de un dla a otro, hasta alcanzar un maxrmo y descender gradualmente. La temperatura 

puede ser continua, remitente, intermitente o muy irregular. En los perrodos en los que 

no hay fiebre /os slntomas pueden disminuir e incluso desaparecer. 

D) De tipo maligno, generalmente se presenta en individuos que han padecido la 

enfermedad, en este caso la temperatura siempre es alta, hay hiperpirexia e incluso 

puede ocurrir la muerte 

E)De tipo crónico. hay trastornos gastrointestinales y nervrosos,ademásde ri

gidez muscular (6,9). 

Otro sintoma caracterlstico de la Bruce los is es la sudoración, la cual esta asociada 

a la temperatura del paciente, este tipo de sudoración es nocturna y conforme evolu

ciona la enfermedad va desapareciendo (35). 

En lo que respecta a la debilidad flsica que tiene el paciente, podemos mencionar 

que se encuentra asociada a la pesadez en brazos y piernas, el enfermo muchas veces 

prefiere estar en cama reposando. Asi mismo so presentan dolores musculares 

principalmente en articulaciones, siendo la rodilla la parte más afectada. Hay algias 

principalmente en la articulación coxofemora/ (6,9,32). 

En la fase de la bacteremia el enfermo tiende a perder peso corporal, presentando 

aspecto anémico (9), 

Debido al estado febril se presentan manifestaciones c/lnicas como: anorexia, 

insomnio, nerviosismo y molestias respiratorias (9). 
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Con todo lo anterior podemos decir que los slntomas cl1nicos de la Brucelosis 

humana aguda no difieren a lo reportado por otros autores, tal y como lo muestra la si

guientetabla: 

SINTOMAS CLINICOS EN BRUCELOSIS AGUDA 

~INTOMAS CrosbyE. SamraY. MadkourM. Hosp. Infecto-

logia 

etal. etal. etal. CM la 

Raza 

(%) (%) (%) (%) 

Fiebre 95 100 93 100 

Diaforesis 68 90 87 100 

Cefalea 63 90 80 100 

Artralgia 55 37 86 100 

Pérdida de peso 21 - 65 26 

Hepatomegalia 87 40 16 10 

Esplenomegalia 61 60 15 10 

Llnfadenopatia 50 21 18 2 

Tabla 3. Sintomas cllnlcos de la Brucelosis aguda en los humanos El prinlcpal slntoma de todos 

e-stos estudios Indica que la fiebre es la que se ha encontrado por encima del 90% de !os casos (35) 

Adicional a este cuadro suelen agregarse afecciones a otros órganos debidos a 

las complicaciones de la infección. Se presenta con frecuencia la orquitis y la espondili

tis. En la fase de la bacteremia puede existir riesgo de aborto (9). 

La infección por B. abortus produce un cuadro cllnico semejante pero menos se

vero que el anterior, lo que contribuye a que se presente más del 80% de recuperación 

en individuos infectados por esta especie. mientras que la recuperación de los indivi

duos infectados por B. me/itensis 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 obseivado que los slntomas son 

poco definidos por lo que su diagnóstico se dificulta (17), pero se denomina asl porque la 

enfermedad persiste por un periodo de 4-6 meses ó más (32,36), puede ser el resultado 

de un estado latente de la infección aguda. 

En esta forma de infección el médico no puede proporcionar un diagnóstico cllnico 

de la enfermedad, sino que es necesario apoyarse en estudios bacteriológicos e in

munológicos. 

Las manifestaciones cllnicas muchas de las veces son muy variadas, sin embar

go; aún persiste la depresión ffsica y mental (9,32), ligeras elevaciones de temperatu

ra (9) asl como trastornos gastrointestinales (6). 

Algunos autores que han realizado estudios en pacientes con esta afección 

mencionan que la Brucelosis crónica se debe a una respuesta de hipersensibilidad que 

presenta el paciente hacia la enfermedad (35) 

Debido a que algunos indlvidUO$ presentan cuadros slntomaticos continuos e in

termitentes, se consideran como pacientes con Brucelosis crónica a: 

1.-Loscasos de Bruca//a que persisten por más de un ano según lo propone Spink 

2.-Aquellos casos que después de una fase bacteremica por este gérmen, pre

senten cuadros cllnicos continuos o intermitentes. 

3 .• Casos probables, especialmente en aquellos Individuos que no presentan 

bacteremla y que los únicos datos que nos pueden ayudar son laspruebasdeaglutina

ción y de alergia cutánea (9). 
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2.2.4 DIAGNOSTICO 
En el caso de la Brucelosls el diagnóstico puede realizarse por tres formas: 

1)Cllnico 

2) Bacterlológico 

3) Serológico 

Para el diagnóstico cllnico 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 

diagóstico es el médico, sin embargo, debe tomar en cuenta que muchas veces la Bru

celosispresenta cuadrosclinlcos muy semejantes a otras enfermedades infecciosas (42). 

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO 

El dlagóstico bacteriológico es sin lugar a dudas la herramienta más lltil que sirve 

para proporcionar un diagnóstico definitivo, este se lleva a cabo mediante el aislamiento 

y la identificación del agente etiológico (36). 

Dentro de las muestras que pueden servir para el aislamiento del microorganismo 

encontramos: 

Sangre.· se debe tomar este tejido biológico cuando el paciente se encuentra en 

estado febril ya que en esta etapa se ha observado que los cultivos son con frecuencia 

positivos. Un ejemplo de ello. es donde B. melitensis se aisló en un 68.2% cuando los 

pacientes presentaban cuadro febril agudo y solamente un 31 8% de cultivos fueron 

positivos cuando los pacientes no presentaban fiebre (47). 

Médula ósea, hlgado, nodulos linfáticos.· se recomienda este tipo de muestras en 

los casos subagudos y crónicos de la enfermedad (17,25,36). 

Para determinar fuente de infección se trabaja con leche cruda y productos lácteos 

no pasteurizados. Una vez obtenida la muestra se procede a inocularla, aislar e identifi· 
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car al microorganismo causal de problema. para ello se sigue la metodologla de rutina 

que se utiliza en el Laboratorio de BruceJosis del INDRE 

Muestra de sangre 

médula ósea, punciones 

de hlgado, bazo 

l 
Inocular en medio Ruiz Castaneda 

l Incubar 3 semanas/37-C 

Bruce/la comienza a desarrollarse 4-5 dia 

Gelosa sangre, Agar Soya Tripticasa y Mac Conkey 

por duplicado: incubar una parte en CO, y Ja otra en 

anaerobiosis 

l 
Tinclón de Gram 

Prueba de catalasa y oxldasa 

l 
Aglutinar con suero polivalente 

anti-Bruce/la 

Tlonina, Fucsina básica 

Aglutinación con sueros 

monoespecífica A, M y R 

Fagotipificación 

Principalmente con T bilisl 

Bloquimlcas: TSI, Urea 

Citrato, SIM, H,S 

Figura 8. Procesamiento utillzado en el INDRE para el aislamiento e ident1hcaci6n de Bruce/fa a 
partir de muestras de sangre y de algunos órganos (35,36), 
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO 

Como se ha mencionado el aislamiento bacteriológico, es primordial para un 

diagnóstico de Brucelosis, sin emba1go, ol cultivo no siempre es positivo p;incipalmcnte 

en algunas formas el mica sde la enfermedad, as1 mismo. los microorganismos pertenecien

tes al genero Bruce/la son de lento crecimiento, es por ello que el diagnóstico de la Bru

celosis se basa en la mayorla de las ocasiones en pruebas de tipo serológico (11) 

Los anticuerpos reconocidos por cada prueba serologica son formados por la 

estimulación de antlgenos de Bruce/la, por lo cual es necesario conocer cual o cuales de 

estos antlgenos participan para que se monte la respuesta inmune: 

- LPS.- solo se encuentra en cepas lisas 

Contiene los antlgenos A y M. 

- Protelnas do membrana extern.l 

- Protelnas citoplásmicas .- son fracciones solubles que se encuentran en cepas 

lisas y rugosas de Bruce/la. 

Las pruebas serológicas han sido divididas en dos grandes grupos· 

1) Aquellas donde las células completas en fase lisa son usadas como antlgenos. 

2) Aquellas que utilizan como anti geno extractos celulares. 

En el primer grupo tenemos a: 

Prueba 

Aglutinación en tubo 

RB 

FC 

Prueba de Coombs 

lnmunoftuorescencia 

26 

lnmunoglobulinas que detecta 

lgM, lgG e lgA 

lgM. lgG e lgA 

lgMelgG 

lgG e lgA no aglutinante 



Todas estas pruebas detectan anticuerpos contra LPS. 

En el segundo grupo encontramos tas siguientes pruebas· 

RIA 

ELISA 

Prec1pitac16n en gel (47). 

En el laboratorio de Brucolosisdel INDRE. las pruebas que se realizan de rutina son: 

RB, ATA,ATM, MEA. MEM (35.36). 

Una vez que se obtiene el suero lo primero que se realiza es la prueba: Rosa de 

Bengala, la cual es una técnica cualitativa. rapida que soto dura 4 minutos; ha suplido a la 

prueba de Huddleson debido a que esta útima presenta resultados falsos positivos (35). 

Utiliza comoantlgeno una suspensión de B. abortus 1119 S,quesetine con el colorante 

Rosa de Bengala yse resuspende en un amortiguador de pH~3.65 (11.47). 

Mucho se ha comentado al respecto de esta prueba sobre la especificidad, sin 

embargo, en un estudio realizado en 1989 por Colmenero D.J y col. encontraron los 

siguientes resultados en 122 pacientes (11 ). 

Resultados de las pruebas estudiadas 

Rosa do Bengala Seroaglutinac16r lnmunofluorcsconc1a-lg: 

(suero puro) ~1:160) (:::_1·100) 

Sensibilidad 95.79 % 65.28% 6880% 

Especificidad 98.43 % 100% 100% 

Tnbta 4. Comparac1on de tres pruebas sero!6g1cas en ~I :J1agnos:•co de ar ~,;e.os1s Lomo se ob~erva 

!a prueba que presenta una mayor sens1b\1'!ad y especrfic1dJd cor: res;.iecto a tas '?!;2s do$ C'.; ·:- ::le Rosa 
de Bengala ( 11) 

29 



Estos resultados son muy similares a los obtenidos por Mara vi-Poma, Buchannan 

y0omenycol(11). 

Cuando la prueba: RB resulte positiva, se procede a realizar pruebas complemen

tarias para la formulación de un diagnóstico confiable, ya que por medio de esta prueba 

no podemos saber si la infección es reciente o pasada, asl mismo al ser una técnica de 

tipo cualitativo, no estima el tltulo de anticuerpos formados contra los antlgenos de Sruce

//a. (36) 

Aglutinación en microplaca 

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

tiempo y cantidad de reactivos (47). 

También esta prueba al igual que la anterior ha sido criticada por su baja especificidad, 

es por ello que se recomienda el uso de sueros conlroles con tltulos conocidos, asl como 

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

Los fenómenos de prozona que se presentan en este tipo de titulación son muy 

raros, tal es el caso de un estudio en el que se analizaron 65 sueros de los cuales solamente 

uno de ellos presentó este fenómeno en una dilución _:;1 :20 (11,35). 

Debido a que no esta bien definido el titulo de anticuerpos que nos proporcione un 

diagnóstico definitivo es necesario la toma de muestras pareadas, una en la etapa 

temprana de la enfermedad y otra en la evolución de esta (36). 

En el laboratorio de Brucelosis, por medio de varios estudios el titulo que es 

considerado como indicativo de enfermedad es ;: 1 :160; claro esta, tomando en cuenta el 

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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Aglutinación en microplaca con 2 mercaptoetanol 

Es una prueba semejante a la anterior en lo único que varia, es en que ésta ubliza 

como diluyente un agente reductor (2 mercaptoetanol) el cual tiene la capacidad de 

inactivar lgM, por lo tanto. s1 al volver a evaluar un suero el titulo de anticuerpos es positi

vo, consideramos que se debe a inmunoglobulinas de tipo lgG e lgA (35) 

La presencia del 2 mercaptoetanol a una concentrnc1án do 0.5 M hace que se 

rompan puentesdisulfurode macroglobulinas 19Se inhibe la aglutinación por anticuerpos 

lgM, y permite solamente la aglutinación 75 de anticuerpos lgG que son resistentes a 2 

mercaptoetanol (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 para evaluar la eficacia de la antibioterapia. asi como 

a los pacieJ!l.es con ~rucclosis c;rónica , tal como observamos a continuación: 

No de Q;!cientes 12!!rtltulo JI 112r tiem112 después del 

comienzo de la Brucelosis. 

Titulo STT 2 morcaptoetanol 

6' g• 12· 18' 6' g• 12· 16' 

~160 75 62 55 44 2 12 8 14 

60 15 21 21 22 24 17 12 5 

40 2 6 13 18 21 21 20 22 

20 o 1 3 6 25 42 52 61 

*expresado en meses. 

Tabla 5. Comparac1on de la prueba STT y Aglutrnac10n con 2 mercaploetanol para el 
dlagnós--Uco de Brucelos1s Como ~e observa en los resultados ante•<0res la prueba de STT es más se'1srble 
que la prueba de 2 mercaptoetanol en pacientes con manrfestac1ones cllnicas de Bruceiosrs aguda. sin 
embargo, en pacientes con un comienzo lnsidlOSO o slnlomas durante tres o más semanas la prueba del 2 
mercaptoetanol es más úti!J 0) 
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3.0 REACCIONES CRUZADAS 
Cada género bacteriano puede ser diferenciado por sus requerimientos nutrl

clonales asl como por sus pruebas bioquímicas y serológicas, sin embargo, existen 

atgunos géneros que presentan determinantes antigénicos comunes, los cuales pueden 

ser reconocidos por diferentes pruebas serológicas y confundirnos en el diagnóstico, esto 

es a lo que so denomina reacciones cruzadas serológicas. 

En el presente estudio se analizan las reaccionoscruzadas serológicasque existen 

en los géneros Gram negativos: Vibriocho/erae y Bruce/la. 

En las invostlgacionos realizadas so reconoce que los determinantes antigénlcos 

comunes pertenecientes a estos géneros se encuentran en la cadena "O" de la parte 

tlpopolisacárida de cada bacteria (7,12, 19,41,45). 

Para ello necesitamos conocer cual es la composición general do un LPS y las 

funciones que realizan cada uno de sus constituyentes.as! como las revisiones que se han 

hecho con respecto al tema. 

Hay que recordar que la locallzaclón del LPS se encuentra exclusivamente en la 

superficie celular de las bacterias Grarn negativas (28). 

·1¡\¡ // . f ( áu~ula 
....,_,,,~......,..>..:..~.'.U 

P'l.agel.o 

Figura e. Pared celular de bacterias Gram negattvas. Una de las dlrefenclas existentes entre 
las bacterias Gram negattvas y Gram posltM'ls es que estas últimas carecen de LPS (28,31). 
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3.1 ESTRUCTURA DEL LPS 
La molecula del lipopolisacarido esto compuesta por tres partes: 

1) Parte iipidica. denominada llpido A 

2) Core ó centro 

3) El polisacárido "O" (31,40). 

La función, composición qulmica, y componentes de especificidad qulmica de 

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

Estructura basica Polisacárido O Core Lipido A 

Función Especificidad Unión entre polisa- Actividad b1olog1ca 

Antigénica cárido y llpido A (toxicidad) 

Comeosición 1)Hexosas 1)Hexosas 1 )Acidos grasos 

gutmica 2)Hexosamlnas 2)Hexosamina 2)Glucosamina 

3)Desoxihexosa- 3)Heptosa 3)Etanolamina 

mina 

4)6-Desoxihexo- 4)0ctosa (ácido) 4)Fosfato 

sas 

5)3,6-Didesoxihe S)Fosforiletanol-

xosas amina 

6)Fosfato 

Comrumentes 1 )O-Galactosa 1)Glucosa 1 )Acido 3-hidroxi-

O-Glucosa Galactosa miristico 

2)0-Galactosa- 2JN-acetilgluco- Acido miristico 

mina mina Acido laurico 

3)L y D Fucosa- 3)L-glicero-D-ma- Acido palmilico 

mina noheptosa 

D-viosamina 

4)L-Fucosa 4)KDO 

L-Ramnosa 

Tabla 8. Compcnentes de una molé-cuta de LPS. Función y composiclOn qu!mlea del llp1do A, core 
y la cadena O específica (40) 
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Por otra parte el conocimiento de estos tres componentes, trajo una serie de 

investigaciones en cuanto a su estructura, la cual esta constituida como se observa .:i 

continuación: 

PoliE'acárido O Core Lípido A 

Hex=hexosa Hep=heptosa 

P=fosfato KD0=2-ceto-3-desoxioctonato 

Eta=etanolamina GA=glucosamina 

FA=écido graso 

Figura 10 Estructura qulm1ca general de una molécula de LPS (40) 

Analizando cada uno de los componentes del LPS observamos que a éste cuan

do se le realiza un tratamiento con hidrolisis alcalina se obtiene ol llpido A, el cual esta 

compuesto de ácidos grasos que van de 10 a 22 carbonos: este componente es el que 
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presenta lo función biológica de toxicidad (31,40\ 

Core.-componentedel LPS que es constante en todas las bacterias Gram negativas: 

sin embargo, cada especie puede diferenciarse debido a que presenta unidades repetitivas 

y uniones exclusivas. Estructuralmente el core puede ser representado asl 

KD0=2-ceto-3-de~oxioctonato 

Hep=he!)toea 
Hex=hexof'.a 

Figura 11 Representación estructural del core (40) 

En lo que se refiere al anti geno "O" podemos menc1cnar que es un polisacarido que 

determina la especificidad de la bacteria. Generalmente es una cadena repetitiva en forma 

lineal, pero pueden observarse ramificaciones hacia los lados. Lo que determina la 

diferenciación en cada bacteria es lo largo y la composición de las unidades repetitivas. 

Es un antlgono capaz de formar anticuerpos en cantidad os de submicrogramos (40). 

En modelos in "vivo" el LPS ha mostrado ser altamente tóxico y con actividad 

mitógena a la que responden solamente los linfocfos B (40). 

Todo LPS es considerado un factor de patogenicidad que poseen solamente las 

bacterias Grom negativas cuando se encuentran en fase lisa, que se puede perder por 

pases de laboratorio, cambios de pH y tratamientos con agentes qulmicos. 

3.2 ANTECEDENTES 
Analizando el LPS de Vibn'o choferae serotipo lnaba 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 

Ogawa 

/naba 

Determinantes antigénicos 

AyB 

AyC (22) 

El LPS bacteriano puede obtenerse por diversos métodos . entre los que se en

cuentran: extracción con fenal/agua (el mas utilizado), hidrólisis ácida, etc. Uno de estos 

métodos fué utilizado por Jackson y col. en 1971 para extraer el LPS de Vibriocholerae 

01 serotipo /naba y al realizarle estudios lnmunoqulmicos observó dos aspectos que 

diferían de estudios previos: 

1) Que e/contenido de azucar amino era más bajo 

2) No estaba presento el ácido uronico 

la composición qulmica que presentó el LPS era la siguiente: 

Manosa 1.40% 

Glucosa 6.69% 

Heplosa 6.87% 

Glucosamina 6.10% 

Galactosa 0% 

Glicerol 1.1 % 

Etanolamina 3.0 % 

Acidos grasos 18.5 % 

Protelna 2.0 % 

LlpidoA 30.0 % 

Fosfato total 2.2 % 

Nitrogeno total 2.7 % 

Aceti/ 2.6 % 

Pérdidas 14.0 % 

Tabla 7 Composicton qulm/ca del LPS de Vtbrlo chaferae serot1po !naba 5698 (30). 
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Posteriormente otro estudio realizado en 1979 por W1ll1am Redmond sobre Ja 

estructura de la cadena "O" en el Jipopolisacárido deVibrio cho/erse serotipo !naba 

utilizando Ja misma cepa (5696) que la investigación anterior, se encontró que la cadena 

"O" especifica estaba constituida de un polimero lineal de residuos 4-am 1no-4 ,6-dide-soxi

D-manosa {D-PEROSAMINA) (44). Recientemente (1992) Rajeskycol. reportaron que el 

LPS de Vibrio cho/erae estaba constituido de un llpidoA, un core, compuesto de 4-amino-

4-desoxi-L-arabinosa quinovosamina, O-glucosa, D-fructosa y Heptosa, KDO además de 

un anti geno "O" que contiene un sacáridocompuesto con uniones 1.2 de D-PEROSAMINA, 

donde Jos grupos amino son acilados por ácido Jetronico 3-desoxi-L-glicerol. Sin embargo 

Ja estructura de Jos tres dominios del LPS de Vibrio cholerse no esta relacionado a Ja 

especificidad serológica de los serotipos !naba y Ogawa (27) 

Cuando el LPS de Vibrio cho/erse es inoculado, se ha encontrado que ofrece 

protección tanto en humanos como en animales, por Jo que se dice que Ja respuesta inmune 

es mediada por anticuerpos conlra LPS (29). 

La toxicidad e inmunogenicidad del LPS de Vibrio cho/erse es muy similar al de 

todas las bacterias Gram negativas cuando se encuentran en fase lisa, adjudicando el 

papel tóxico al U pido A, determinando esta propiedad en especies animales como conejos 

y ratones. Además presenta la capacidad de inactivar al complemento (43). 
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Para analizar el LPS de Bruce/la hay que tomar en cuenta que las principales 

especies que afectan al hombre en nuestro pa Is son abortus y me/itensis ; cuyos antlgenos 

Ay M, respectivamente, estan estrechamente relacionados con la cadena O polisacárida 

en el LPS liso de Bruce/la (5). 

El patrón electrofóretico que presenta Brucel/aabortus indica que la ca dona O esta 

compuesta de una sola unidad repetitiva do glucosa, mientras que la cadena OdeBrucel/a 

me/ifensises mucho más compleja ya que presenta unidades repetitivas pentasacáridas. 

Además por medio de estudios de RMN la cadena O de Bruce/la abortus muestra ser un 

homopolimero lineal formado de residuos 4,6-didesoxi-4-formamido...,D-manopiranosil 

con uniones 1,2. Por otra parte la cadena O de Bruce/la melitensis es una cadena 

polimérfca que también esta compuesta de residuos 4,6-didesoxl-4-for-mamido-.<-D

manopiranosil con uniones 1 ,3 por cada cuatro uniones 1,2 (5). 

Por lo anterior podemos representar a la cadona O de Bruce/la abortus y Bruce/la 

melitensis en la siguiente figura: 

~ =residuos 4,6-dideeoxi-4-formamido-ol.-D-manopiLJ ranoeil 

Figura 12. MOde/o estructural de Brucella abortus y Bruce/fa mel1tenses (5). 
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Debido a que el LPS J..: Bruce/la abortus y especialmente ta cJdena O especifica 

es mucho más simple qu~ el oe Bruce/la melltens1t; l.J mayoria de 1:-s estudios se han 

realizüdo a esta especie Un e¡emplo de ello son fas investigaciones hechCJs por Caroff y 

col. ( 1984) y Bundle y col. ( 1985) quienes al extraer el LPS de 8. abortus cepa 1119-3 

encontraron que efectivamente la cadena O especifica esta compuesta de residuos 4 .6· 

didesoxi-4-formamidoooD-manopiranosil (PEROSAMINA)con uniones 1,2 y concluyeron 

que este LPS es idéntico al de Yers1ma enterocolitica serotipo 09 de la fase fenolica. y que 

solamente difiere en las regiones terminales del core (4,8l. 

Composición del lípido A 

2-amino-2-desoxi-d-glucosa 10.1% 

Fosfato 5.9% 

Acido n-tetradecanoico 12% 

Acldo n-hexadecanoico 33% 

Acido octadecanolco 15% 

Acido 3-hidroxitetradecanoico 27% 

Acldo 3-hidroxihexadecanoico 4% 

Tabla B.Composlc16n qulmica del llpldo A de Brocella abortus 1119-3 (8) 

Ademas se le atribuye a esto llpido A la mayorla de los efectos biológicos que 

produce, tal es el caso de la actividad mit6gena en células de bazo y actividad anti

complementaria (máximo nivel alcanzado a una concentración de 50 µg) asl como to

xicidad en animales de laboratorio. Podemos decir que el llp1do A tiene la capacidad de 

activar al complemento por via clasica (39). 

La existencia de reacciones cruzadas serológicas que presentan diversos géneros 

bacterianos a especies lisas de Bruce/la han sido estudiadas por muchos anos. Entre 

estos géneros se incluyen:Vibrlo cholerae (7.12, 19.41,45): Yersinia enterocolifica se

rotohpo 09(7,14, 15,37,45); Escherichia coli (14.15,41 ); Pseudomona maltophtlia (16); 

39 



especies de Pasteure/la; Proteus vu/garis y OX19: Varios serotipos de Salmonel/a. 

Incluyendo Sa/monel/a urbana y Satmonel/a pol/orum; Francise/la tu/arensis; Serotipos 

de Leptospiras; Bordetel//a bronchisepnca y Campy/obacter tetus (12). 

Aunque en el tema t.o trata so/o lo referente Ce la reactividmJ cruznda que presentc:i 

Vibrio choferae a cepas lisas de Bruce/la se ha encontmdo que todo::> los generes men

cionados anteriormente presentan determin;:intes antigénicos comunes en CL!dena O de 

sus correspondientes LPS, porloquesehablarn do una moncra muy general sobre algunas 

deestasinvestigaciones(7.14.15 16,37.41 45¡ 

Las reacciones cruzadas sorológicas que presenta Yersinia enterocolitica se

rotipo 0:9 a cepas lisas de Bruce/la ha sido estudiada mediante pruebas de hemagluti

naclón, inhibición de la hemaglutinación, 1nmunodifusión y fijación de complemento (37). 

Por inmunodifusión se observó qlw existen bandas de reconocimiento con compo

nentes de tipo carbohidrato, lo cual es corroborado posteriormente por Sandulache R. y 

Marx A. (37}. encontrando que Ja molécula que se encuentra asociado a las reaccmnes 

cruzadas serológicas es un polisacarido presento en la faso fonó/ica. Estos mismos 

resultados fueron obte:rndos en un experimento donde se utilizó como antigeno extracto 

fenólico do Yersmia enterocolitica y los antrsueros problema fuoron de Bruce/la aborlus. 

Vibrio cholerae {este se incluyó debido a qua so ha reportado que Yersmia enterocolfnca 

estimula fa produccion de anticuerpos vibriocidiJS) y como control positivo el de Yersinia 

enteroco/itica, encontrandoso una linea contin_ua entre el antlgcno y los tres antrsueros ( 45). 

Con todo esto Car off M Sud le O. y Perry M. concluyeron que las reacciones 

cruzadas scrológicas quo presentan los LPS de Yersinia enterocol/tica, Bruce/la y Vibrio 

cholerse se deben a determinantes antigenicos comunes (residuos 4-amino-4,6-dide

soxi ... D-manopiranosil N-acilado con uniones 1.2) en la cadena O de sus LPS (7). 

En el año de 1987 D. Fabio y col. analizaron el LPS de Pseudomona maltophilia 

encontrando que Ja cadena O presenta reactividad cruzada serológica con ant1sueros 

bovinos especificas para antlgenos de Brucel/aabortus y Bruce/la me/itensis. la cadena 
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O era un polisacando compuesto ae unidades pentasaca ndas repetitivas que con ten ion D

ramnosa, 3-acetamldo-3,6-didesoxi-D-galactosa y 4-acetamrdo-4.6-didesoxi-D-mano

sa. Por ende se planteó que parece problable que las reacciones cruzadas serológicas 

entre el LPS de Pseudomona maltoph1/ia y algunas especies de Bruce/la ce deben a 

epitopos caracterlsticos comunes en la cadena O los cuales estan relacicmados a resi

duos 4-amino-4,6-didesoxi..,.D-manopiranosil N-acilados ( 16). 

En los últmos tres anos so han presentado varios estudios con respecto de la 

reactividad cruzada que presenta Escherichia co/i a Bruce/la 

En uno de estos estudios se muestra como principal responsable de la reactividad cruzada 

a la cadena O especifica, ya que presentan el mismo determinante antigénico (grupos 

perosamina con uniones 1 ,2 y 1,3) que el LPS liso de Bruce/la melitensis , esto difiere un 

poco de los reportes anteriores donde se encuentra que la reactividad cruzada es mas 

dominante con Bruce/la abortus (41 ). 

Un segundo estudio consistió en analizar por inmunoelectrotransferencia la res

puesta que presentaban 1 O sueros de pacientes con Yersiniosis y 1 O sueros de pacientes 

con slndrome uremico hemolltico (causado por E. coli) a sus respectivos LPS y a la 

combinación de ellos. Encontandose lo siguiente: 

1) Que el 80% de los sueros de pacientes con Yersini~s1s reaccionaban tanto con 

el LPS de Yersinia enterocollffca como con el de E. co/i O 157. 

2) Que los pacientes con Yersiniosis o Brucelosis presenran anticuerpos que 

reconocen al LPS de E. coli O 157, ademas de su an!lgeno homólogo. 

3) Que los pacientes con slndrome urell'ico hemolltico reaccionan con el antlgeno 

O de Bruce/la aborlus asl como al an!lgenodeE.co/i 0157 (14). 

Un tercer estudio consistió en analizar 1 O sueros de p<lcientes con serologla 

positiva de Brucelosis y fueron enfrentados al LPS de Yersinia enterocollhca y E.co/i. 
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De estos 1 O sueros se observó que solamente5 deellosconten1an anticuerpos que 

eran reconocidos por el LPS de Yerslnia enterocolitica y los 1 O sueros reconoclan al LPS 

de E. co/i ., esta diferencia en la respuesta tal vez sea debida a que el LPS de Yersinia 

enterocolitica probablemente contiene dos sitios distintos de unión de anticuerpos y 

solamente uno de ellos se encuentra presente en el anti geno O especifico de E co/i (15). 

Wong y Chowen 1937 fueron los primeros investigadores en reportar la presencia 

de aglutininas contra Bruce/la en personas que habla sido inmunizadas con vacuna de 

cólera (12). Sin embargo, no fue sino hasta finales de 1940 cuando dos grupos de 

investigadores, el primero de ellos dirigido por Eisle y el otro por McCullough quienes al 

realizar estudios sobre la reactividad cruzada serológica de estas bacterias concluyeron 

que estas eran debidas a la presencia del antlgeno flagelar de Vibrio cho/erae el cual 

estaba relacionado con el antlgono somático de Bruce/la (19). Los reportes sobro este 

tema fueron cada vez más frecuentes yes en el ano de 1951 cuando se realiza un estudio 

para corroborar las reacciones cruzadas de estos microorganismos y por medio de la 

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

Resultados de aglutinación en el suero 

Antlgeno B. suis B. melitensis !naba OH !naba O !naba H 

a. suis 2560 5120 320 40 120 

a. melitensis 2560 5120 320 40 120 

!naba OH 640 640 5120 5120 640 

!naba H o o 2560 2560 o 

Tabla 9 Reacciones cruzadas de Vibno cholerae y Bruce/fa Los Utulos !ndrcan que los 
determinantes ant1gén1cos son mas comunes entre el serotipo !naba de V1boocholerae y algunas especies 
de aruceffa ( 19) 
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Título de aglutinlnas después de la absorción 

Antlgeno B. suls B. melitensis 

lnabaOH 2560 2560 

lnabaO 2560 2560 

B.suis H o o 
B. me/itensis o o 

Tabla 10. Titulo de anticuerpos sérlcos que demuestran reactlvldad cruzada deVlbrlo cholerae hacia 
cepas lisas de Brucerra después de /levar a cabo la absorción (19}. 

El análisis de estos resultados llevaron a Felsenfeld y col. a concluir lo mismo que 

Elsele y McCullough, que el anti geno H os el involucrado en la reactivldad cruzada, aunque 

ya mencionan también como posible causa a una fracción A que se encuentra tanto en el 

serotlpo lnaba como en el Ogawa de Vibrio choleroe (20). 

Dos anos después Gallut describe que las reacciones cruzadas serológicas se 

deben a epttopos comunes en el antlgeno somático de ambas bacterias (45). A partir de 

entonces se han realizado estudios sobre la relación antlgénica de Bruce/lo y Vibrio 

cholerae, usando pruebas de aglutinación antes y después de llevar a cabo absorciones. 

Un ejemplo de ello es el trabajo hecho por Feeley John en 1969 quien encontró que: 

1) A bajas diluciones el suero antibrucela aglutina con el antlgeno O y HO de lnaba 

pero no con el de Ogawa. 

2) Cuando se lleva a cabo la absorción del suero antibrucela con antlgeno O de 

Ogawa e !naba, decae el titulo de Brucolla. 

3) La absorción con antlgeno Ogawa e lnaba elimina la aglutinación del serotipo 

!naba. 

4) La actividad dirigida contra antlgenos de cólera es un pequen o componente que 
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participa en la aglutinación con los anticuerpos que tienen respuesta a Bruce/Is. 

Por lo tanto, existe un componente común en el anligeno de Vibrio cholerae que 

tiene respuesta contra los antisueros de Bruce/Is. siendo mas dominante en el serotipo 

lnaba(19). 

Por medio de nuevos avances en cuanto a tecnologla en los estudios flsicos y 

quimlcos se ha demostrado que el componente anligénico común de Bruce/la y Vibrio 

cholerae responsable de la reactividad cruzada serológica es un homopollmero lineal de 

unidades 4-amino-4,6-desoxl<>(D-manoplranosil (PEROSAMINA) con uniones 1,2 en la 

cadena O de sus respectivos lipopolisacáridos (7, 12.41 ). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cólera Iniciado el mes de Junio de 1991 en el Estado de México se ha propagado 

en gran parte de la población mexicana. El aislamiento e identificación del agente causal 

es esencial para el diagnóstico de la enfermedad. Actualmente las pruebas serológicas 

resultan ser una herramienta muy útil cuando no es posible realizar el procesamiento 

bacteriológico; sin embargo, la presencia de reacciones cruzadas serológicas que presenta 

Vibrio cho/erae con cepas lisas de Broce/la puede afectar la confiabilidad de los re

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

4.0 OBJETIVOS 

• Determinar serológicamente la reactividad cruzada a Bruce/fa en pacientes 

diagnósticados serológlcamente con Cólera. 

- Correlacionar los resultados obtenidos por las técnicas: Rosa de Bengala y 

Aglutinación en microplaca (empleadas para el diagnóstico de Brucelos1s) con la de Fi

jación de complemento (utilizada en el diagnóstico de Cólera) 

- Realizar la prueba de Western Blott a los sueros que hayan resultado positivos 

tanto a Brucelosis como a Cólera. 
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5.0 METODOLOGIA 

Para llevar a cabo este estudio se utiliza ion sueros de casos, contactos y ccntrole5 

de cólera, a los cuales se les habia determmado el nivel de anticuerpos vibriocidas. Para 

observar las reacciones cruzadas serológicas de Vibn·o y Bruce//a , a estos mismos 

sueros se les determinó anticuerpos antibrucela. 

DIAGRAMA GENERAL 

Aglutinaci1n con RB 

Positivo 

AOA,Am, 1. M•M 

l 
Positivo 

l 
Absorber con antlgeno de Brucel!a 

1 
ATA,ATM, MEA,MEM 
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¡ ·r 
ATA,ATM, MEA. MEM 

l 
Negativo~ Desechar 

1 
Absorber con an!lgeno de 

Vibrio cholerae 

l 
ATA,ATM,MEA,MEM 



MATERIAL BIOLOGICO 

Sueros: 772 de casos, contactos y controles de cólera. 

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

Antígenos: 

B. me/itensis M16 

B. aborlus 544 

Vibrio cholerae serotipo Ogawa 

Vibrio cholerae serotipo lnaba 

MATERIAL 

Microplacas fondo en "U" 

Micropipeta de 20, 100, 200 y 1000 µI 

Puntas para micropipeta 

Aplica dores 

Placas 

Tubos de ensaye de 13 X 100 y 16 X 150 

Pipetas graduadas de 1,2,5 y 1 O mi 

Viales eppendorf 

Papel de nitrocelulosa 

EQUIPO 

Lámpara de luz blanca 

Estufa con CO, 

Microcentrlfuga 

Cámara de electroforesis 

Cámara de electrotransferencia 
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Potenclometro 

Fuente de poder 

Espejo para placas de hemaglulinación 

Vortex 

MEDIOS DE CULTIVO 

TSA 

BBL 
BAB 

REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Solución salina fenolada 0.5% 

Solución salina con 2 mercaptoetanol 

Rojo Ponceau 

Azul de Coomasie 

TBS· Tween 20 

Acril-bisacrilamida 

Tris-HCI pH=6.6 

Tris-HCI pH=B.6 

SDS10% 

Persulfato de amonio 10% 

TEMED(N'N'N'NTetrametilendiamina) 

Conjugado polivalente antihumano en cabra unido a peroxidasa 

HCl,NaOH 

NaCl,Metanol 

Glicina 

Glicerol 
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Las pruebas serológicas 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 Bruce/la en sueros de casos, contactos 

y controles de cólera, todas estas pruebas se fundamentan en reacciones de aglutinación. 

La aglutinación puede ser definida como una reacción inmunológica que se lleva 

a cabo entre antlgenos y anticuerpos; donde generalmenrte el antlgenoes partlculado, esta 

unión se hace visible con la formación de agregados macroscópicos. La aglutinación es 

una reacción que con el uso de diluciones puede estimar el titulo de anticuerpos. 

PRUEBA DE ROSA DE BENGALA 

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

2.-Adicionar una gota (aproximadamente 30 µI) del reactivo de Rosa de bengala. 

3.- Homogenizar las gotas con un aplicador empezando por la mezcla más diluida. 

4.- Balancear la placa con movimiento rotatorio por cuatro minutos. 

5.- Leer en lámpara de luz blanca. 

CRITERIOS 

Positivo: aglutinación (formación de grumos) 

Negativo: no aglutinación en un tiempo de cuatro minutos (11,36,47). 

AGLUTINACION EN MICROPLACA (ATA,ATM) 

1 .- Colocar en el primer pozo de la placa en fondo "U" 180 µI de solución salina 

fenolada al 0.5% (diluyente) 

2.-Del pozo 2 al 9 colocar 100 µI de solución salina fenolada 0.5% 

3.-Agregar al primer pozo 20 µI del suero problema. mezclar y transferir 100 µI al 

segundo pozo, mezclarytransferir 100 µI altercerpozoyasl sucesivamente, del último pozo 
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se desechan 100 µI para tener un volumen constante. 

4.-Anadir 100 µI de antlgeno (8. abortusó B. melitens/s, según sea el caso) a todos 

los pozos. 

5.- Homogeneizar e incubar 37-C/24 hrs. 

6.- Leer la placa en un espejo para hemaglutinaclón bajo lámpara de luz blanca. 

CRITERIOS 

Positivo: Formación de malla en el fondo del pozo. 

Negativo: formación de botón en el fondo del pozo (36,47). 

AGLUTINACION EN MICROPLACA CON 2 MERCAPTOETANOL 

(MEA,MEM) 

Esta prueba se realiza de igual manera que la anterior excepto que como diluyente 

ahora se emplea el 2 mercaptoetanol. 

1.- Colocar en el primer pozo 180 µI de solución salina con 2 mercaptoetanol. 

2.- Del pozo dos al nueve se colocan 100 µI de solución salina con 2 mercapto

etanol. 

3.-Agregar con una micropipeta 20 µI del suero problema al primer pozo, mezclar 

y transferir 100 µI al segundo pozo, mezclar y transferir 100 µI al tercer pozo y asl 

sucesivamente, desechar 100 µI del último pozo para mantener un volumen constante. 

4.-Anadir 100 µI de antlgeno (B. abortus ó 8. melitensis, según sea el caso) a todos 

los pozos. 

5.- Homogenizar e incubar 37-C/24 hrs. 

6.- Leerla placa colocandola en el espejo de hemaglutlnación y por encima colocar 

una lámpara de luz blanca. 
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CRITERIOS 

Positivo: Formación de malla en el fondo del pozo. 

Negativo: Formación de botón en el fondo del pozo (3,36,47). 

El titulo en la prueba de microaglutinación, corresponde al último pozo donde se 

presente formación de malla. 

ABSORCION CON B.abortus y B. melitensls 

1.-B. abortus y B. me/itensis fueron crecidas masivamente en tubos Inclinados que 

contenían medio de BBL. 

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

3.- Cosechar con solución salina fono lada 0.5%. 

4.-Centrifugary obtener paquete celular. 

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

6.- El paquete se ajusta a una concentración de 1 g bacteria/20 mi 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.-Dejaren contacto durante 1 hrla suspensión bacteriana y el suero, a temperatura 

ambiente, con agitación constante. 

10.-Centrlfugar. 

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

Esta misma metodologla se sigue cuando se lleva a cabo la absorción con Vibrio 

cholerae Ogawa e !naba, a excepción de que el sembrado se hace en placas de BAB. 
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JNMUNOELECTROTRASFERENCIA 
Es una técnica que debido o su alto poder analltlco permite identificar cuales 

antlgenos pueden sor útiles en el diagnóstico de una enfermedad, teniendo como fundamento 

el poder resolutivo de la electroforesis y la reaccion antlgeno-anticuerpo en fase sólida. 

Se raaliza en tres pasos· 

A) Electroforesis.- se lleva a cabo la separación de mosaicos antigénicos bajo la 

Influencia de un campo eléctrico. 

1.-Se preparó el gel separador y concentrador ol 13 5% 

2.-Se utilizó un peine de 1 O carriles. 

3.- Al primer y al décimo carril le colocamos 20 µI de Marcador de peso molecular 

suspendido en regulador de muestra. 

4.- Del carril 2 al 9 colocamos 20 µI de antlgeno RCM de Bruce/la abortus y por 

otro lado RB51 de Bruce/la abortus. 

5.- Se corrió el gel a las siguientes condiciones: 400 volts; 50 mA: 30 watts, 1hr1 O 

min. 

B) Transferencia.· las partículas separadas por electroforesis son electro

transferidas a papel denitrocelulosa,dondese unencovalentemente a los grupos reactivos 

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 ca mara de transferencia y se aplica corriente a la• 

siguientes condiciones: 50 volts: 300 mA; 60 watts, 2 hrs 30 min. 

4.- Para saber si se llevó bien a cabo la transferencia cortamos una tira donde se 

colocó el marcador de peso moleculary otra tira que contenga el antlgenoy ambos se ti nen 

con rojo ponceau. 
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C) lnmunodetección.· reacción antlgeno-anticuerpo que se pone de manifiesto 

agregando un segundo anticuerpo unido a una enzima, 

1.· El papel de nitrocelulosa se corta en tiras y se pone a bloquear con leche al 5% 

(3 mi por cada tira) 1 hr/37C con agitación. 

2.- Las tiras de nitrocelulosa ya bloqueadas se ponen en contacto con el suero 

problema (previamente diluido 1 :25 con TBS· Twen20) y se incuban 1 hr/37C con agita· 

clón. 

3.· Lavar con TBS-Twen20 dos veces por5 min y dos veces por 2 mln. 

4.· Agregar2 mi del conjugado (polivalente antihumano en cabra unido a peroxida

sa) a una dilución 1 :3200 (diluido en TBS-Twen20) e incubar 1 hr/37C con agitación. 

5.· Repetir el paso 3. 

6.· Por último agregar 2 mi de sustrato (preparado al momento de usarse) por tira 

reactiva y enjuagar hasta la aparición de color. 

INMUNODIFUSION 

1.- Desengrasar portaobjetos con alcohol. 

2.· Colocar una pellcula muy delgada de agarosa al 0.1 %. 

3.-Agregaragarosaal 1 % (disuelta enTrls-HCI 0.1 M pH=7.5) hasta fOrmarunacapa 

de 5 mm de espesor. 

4.· Hacer las peñoraciones. 

5.· Colocar en un pozo el antlgeno (RCM de 8. aboltus 995) y en otro el suero 

problema. 

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

7.· Leer a trasluz o en l<\mpara 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 cólera 

- 40 de individuos aparentemente "sanos" 

Pruebas de aglutinación 

De los 772 sueros de casos, contactos y controles de cólera, 95 contenian 

anticuerpos que fueron reconocidos con alguna(s) de las técnicas convencionales de 

aglutinación (RB,ATA, ATM, MEA, MEM) empleadas para el diagnóstico serológico de 

Brucelosis, obteniendose un mayor reconocimento con la prueba A TM y un menor con la 

prueba MEA donde solamente 2 sueros presentaron titulación (Tablas 1 y 2). Poste

riormente se solicitó al laboratorio de Producción de sueros el titulo de anticuerpos 

vibriocidas (que habia sido determinado con anterioridad utilizando la técnica FCJ de es

tos sueros estudiados (Tabla3). 

Debido a que el estudio era ciego, al comparar los resultados de anticuerpos 

antibrucela con los de anticuerpos vibriocidas se observó que de los 95 sueros, 39 sueros 

reconocian solo al antlgeno de Bruce/le, principalmente con la prueba A TM a diluciones 

de 1:20y1 :40 (Tabla 4), mientras que los 56sueros restantes presentaban anticuerpos que 

reaccionaban tanto con el antlgeno de Vibrio cholerae como con el de Bruce/la 

encontrandose que 32 fueron positivos a ATA, 38 a ATM, 2 a MEA y 5 a MEM si hacemos 

la suma de estos valores di riamos que es el resultado de 77 sueros, pero solamente es de 

los 56, debido a que varios sueros son positivos a dos o tres pruebas (Tabla 5) , estos 

mismos resultados pueden observarse en la gráfica 1 expresados en porcentaje. 

Los 40 sueros do individuos "sanos" resultaron negativos a las pruebas: RB, ATA, 

ATM, MEA, MEM. y solamente 4 presentaron titulo con el serotipo Ogawa y 3 con el 

serotipo lnaba de Vibrio cho/erae (Tabla 6). 
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Pruebas de aglutinación después de llevar a cabo la absorción 

Alos56sueros mencionados anteriormente se les que ria absorber con anllgenode 

Bruce/la yVibriocholerae para realizar un estudio completo, pero desafortunadamente la 

cantidad de varios de ellos ya no alcanzó para ninguna prueba, por lo que solamente: 

1) 24 se absorbieron con anti geno de Vibrio choferae (serotipo owaga e lnaba) y 

al ser probados nuevamente con las técnicas ATA, ATM, MEA y MEM se obtuvieron los 

resultados que se muestran en la Tabla 7, encontrandose titules do 1.20 hasta 1 : 160, a 

estos mismos sueros se les determinó el nivel de anticuerpos vibriocidas y solamente 2 de 

ellos presentaron titulo do 1 ·20 con el serotipo lnaba (dato no mostrado). 

2) 28 se absorbieron con antlgeno de Bruce/Ja {abortus y mefitensis ) y al ser 

evaluados: 8 presentarón titulo de anticuerpos vibriocidas, 6 con elserotipoOgawa y2 con 

el serotipo lnaba, lo cual puede observarse en la Tabla 8. Mientras que cuando a estos 

sueros se les determinó el nivel de a'lticuerpos antibrucela solamente 1 de ellos presentó 

titulo de 1:20 con la prueba ATA (dato no mostrado). 

Para ejemplificar como se encontraban los tltulos de anticuerpos vibriocidas y 

anticuerpos anti bruce la antes y después do llevar a cabo la absorción se tomaron un gru

po de 8 sueros (2,4,8, 1O,17,23,24,34) cuyos resultados pueden observarse en las Tablas 

9y10. 

lnmunoelectrotrasferencia 

Los sueros (2,8,24) que resultaron positivos serológicamonte tanto a Vibrio cho

lerae como a Bruce/Ja por las técnicas: fijación de complemento y aglutinación, res

pectivamente, también fueron positivos al ser probados con la técnica de inmunoelectro

trasferencia, cuando se utilizó como anUgcno protelnas de membrana externa de Bruce/fa 

abortus 99S (Tabla 11), pero fueron negativos con esta técnica cuando se utilizó como 

antlgeno una cepa rugosa de Bruce/la RB51. 

lnmunodifusión 

Se trabajaron por la técnica de inmunodifusión: 11 sueros no absorbidos, 6 ab

sorbidos con Bruce/Je (abortus y mefitensis) y 6 absorbidos con Vibrio cho/erae, en nin

guno de ellos se presentaron bandas de precipitación (dato no mostrado). 
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TABLA 1. SUEROS DE CASOS, CONTACTOS Y CONTROLES 
DE COL ERA QUE RECONOCEN ANTI GENO DE 
Bruce/la 

-
lITULOAIUEBA ATA ATM a.EA Mal 

NEGATIVO 730 701 770 767 

1:20 32 50 1 4 

1:40 6 17 o 1 

1:80 1 1 1 o 

1:160 o 1 o 
; o 

1:320 2 1 o o 

1:640 1 1 o o 
/ 



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

No. RB ATA Alllll liEA llElll 
.,.~ 

2 POSITIVO 1:640 1:640 NEGATIVO NEGllTIVO 

8 POSITIVO 1:320 1:320 1:80 1:«1 

10 POSITIVO 1:80 1:80 NEGATIVO NEGATIVO 

14 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGllTIVO 

16 POSITIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO NEGllTIVO 

17 POSITIVO 1:20 1:20 NEGATIVO NEGllTIVO 

18 POSITIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGllTIVO 

20 POSITIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO NEGllTIVO 

23 POSITIVO 1:40 1:40 NEGATIVO NEGllTIVO 

24 POSITIVO 1:320 1:160 NEGATIVO NEGATIVO 

28 POSITIVO 1:20 1:40 NEGATIVO NEGATIVO 

30 POSITIVO 1:20 1:20 NEGATIVO NEGllTIVO 

35 POSITIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGllTIVO 

45 POSITIVO 1:20 NEGATIVO 1:20 NEGllTIVO 

56 POSITIVO 1:40 1:20 NEGATIVO NEGATIVO 



TABLA 3. TITULO DE ANTICUERPOS VIBRIOCIDAS EN SUE
ROS DE PACIENTES CON COLERA QUE RESULTA
RON POSITIVOS A Bruce/la 

TITULO/PRUEBA OGAWA INABA 

NEGATIVO 53195 53195 

1:20 6195 5195 

1:40 6195 6195 

1:80 6195 5195 

1:160 4195 3195 

1:320 6195 1/95 

1:640 1/95 6195 

1:1280 6195 5195 

1:2560 4195 1/95 

1:5120 1/95 3195 

1:10240 2195 2195 

1:20480 0/95 2195 

1:40960 0/95 3195 
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TABLA 5. SUEROS DE PACIENTES CON COLERA QUE 
RESULTARON POSITIVOS AL ANALIZARSE 
CON 4 PRUEBAS PARA Bruce/la 

/ / 

llllJLOIPRl.B3A ATA Alll r.EA liEM 

NEGATIVO 701 695 731 728 

1:20 23 24 1 4 

1:40 5 10 o 1 

1:80 1 1 1 o 

1:160 o 1 o o 

1:320 2 1 o o 

1:640 1 1 o o 
/ 



TABLA 6. RESULTADO OBTENIDO CON 40 
SUEROS DE INDIVIDUOS 'SANOS' 
ESTUDIADOS POR VARIOS METOOOS 

TTTULOIPRUEBA ATA ATM MEA IEM OG.\W~--~ 
NEGATIVO 40140 40/40 40/40 40/40 36/40 38140 

1 -- ------

1 

1:10 0140 0/40 0/40 0/40 0140 1/40 

-- ·--

1:20 0/40 0/40 0/40 0140 1140 0/40 

-- ---- - t----t--

1:40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 - --·------ ---·· ----- -
1:80 0/40 0/40 0140 0/40 2140 1/40 

-->------~--
,____ 

-~----

1:160 Ol40 0/40 0140 ()/40 1140 1/40 



GRAFlCA 1. PORCENTAJE DE REACTIVIDAD CRUZADA 
PRESENTADA EN SUEROS DE PACIENTES 
CON COLERA AL ESTUDIARLOS POR 5 
METODOS PARA Bruce/la 

%6 

RB ATA ATM MEA MEM 

PRUEBA 



TABLA 7. RESULTADO DE 24 SUEROS ABSORBIDOS CON 
ANTIGENO DE VilYio cholerae Y ANALIZADOS 
PARA Bruce/la 

/ / 

llT\Jl.CMPRUEB.t. ATA ATM liEA MEM 

NEGATIVO 19/14 17/24 24124 20/24 

1:20 2124 2124 0/24 2124 

1:40 1/24 2124 0/24 2124 

1:80 1/24 3124 0/24 0/24 

1:160 1/24 0/24 0/24 0/24 
/ 



TABLA 8. RESULTADO DE 28 SUEROS ABSORBIDOS CON 
ANTIGENO DE Bruce/la Y ANALIZADOS PARA 
V. cholerae. 

/ / 

T11U.OIPRUEBA. OGAWA INABA 

NEGATIVO 9128 13128 

1:20 2128 0/28 

1:40 2128 0/28 

1:80 1/28 0/28 

1:160 0/28 1/28 

-
1:320 0/28 0/28 

1:640 1/28 1/28 
/ 



TABLA 9. TITULO DE ANTICUERPOS DE SUEROS REGIS
TRADO ANTES DE SER ABSORBIDOS 

No. RB ATA ATM liEA MEM OGA.WA INABA 
SUERO 

2 POSITIVO 1:640 1:640 NEGATIVO NEGATIVO 1:5120 1:40960 

4 NEGATIVO NEGATIVO 1:20 NEGATIVO NEGATIVO 1 :2560 1:5120 

e 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 ANTICUERPOS ANTl-&ucella DESPUES 
DE ABSORBER 

ABS. CON Bnx~ ABS. CON WJdtU/Jo/tlGie 

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

2 NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. POSITIVO 1:160 1:60 NEG. NEG. 

4 NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. MEG. NEG. 

8 NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. POSITIVO 1:60 1:60 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 1:60 NEG. NEG. 

34 NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. NEG. 
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TABLA 11. SUEROS DE PACIENTES DE COLERA POSI
TIVOS A Bruce/la Y A Vibrio cho/erae 

No. RB ATA ATM MEA MEM OGAWA INABA WESTERN 
SUERO BLOT(Ag de 

Brucella) 

2 POSITIVO 1:640 1:640 NEGATIVO NEGATIVO 1:5120 1:40960 POSITIVO 

6 POSITIVO 1'320 1:320 1:60 1:40 1:10240 1:40960 POSITIVO 
---

24 POSITIVO 1:320 1:160 NEGATIVO NEGATIVO 1 :1280 1:20480 POSITIVO 
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7.0 DISCUSION 

Las reacciones cruzadas serológicas que se presentan entre cepas lisas de Bru

ce/la y Vibrio cho/eraa son debidas a determinantes antigénicos comunes que se en

cuentran en sus respectivos lipopolisacáridos, especifica mente en el antlgeno O (grupos 

perosamina) (12, 16,35). 

Esta reactividad cruzada fue probada en 772 sueros de casos, contactos y controles 

de cólera, de los cuales 95 reconocian antlgenos de Bruce/la encontrandosetltulos de 1 :20 

hasta 1 :640. 

Al correlacionar los resultados quo se obtuvieron con las técnicas: 

RB.ATA.ATM,MEA,MEM con los obtenidos en la determinación de anticuerpos vibrio

cldas se observa lo siguiente: 

1) Que en los tltulos de 1:20y1 :40 los resultados no son muy concordantes ya que 

existen sueros que contienen anticuerpos hacia Bruce/la (principalmente con la especie 

melitensis) pero no hacia Vibrio cho/arae , esto posiblemente pueda deberse a que los 

sueros que pertenecen a estos pacientes, alguna vez por el consumo de leche y sub

productos lácteos sin pasteurizar adquirieron alguna Bruce/la pero no la dosis capaz para 

desarrollar la enfermedad. Por lo tanto solo es una prevalencia de anticuerpos antibrucela 

que no tienen significancia diagnóstica También podemos suponer que no existe reacción 

cruzada en estos sueros debido a que tal vez pertenecían a los pacientes que se tomaron 

como controles de cólera. 

2) De todos los sueros analizados existe uno que es positivo a la prueba RB y 

negativo con las técnicas do aglutinación en microplaca, por lo que consideramosque este 

valor es un resultado falso positivo de la técnica; aunque en varios estudios se ha 

demoslradoque la prueba RB presenta una sensibilidad superiora! 95% y una especificidad 
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por arriba del 97% con respecto a la aglutinación en microplaca (11). 
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BIBLIUTEeA 

3) SI consideramos que la prueba RB se emplea como tamiz (11 ,47). ya que 

solamente nos proporciona un resultado de tipo cualitativo y que la pauta para confirmar un 

diagnóstico serológico de Brucelosis se basa on la combinación do este resultado con el 

obtenido por la técnica de aglutinación en microplaca con títulos !".1 :160 (determinado por 

estudios en el laboratorio de Brucelosis del INDRE), entonces existen solamente tres 

sueros (2, 8 y 24) que pueden confundirnos en el diagnóstico, esto cs. decidir si es posttivo 

a Cólera 6 a Bruce/la, por lo que seria muy conveniente saber si bacteriológicamente se 

aisló Vibrio cho/erae . 

El tltulo de anticuerpos antibrucela de 1 :80 obtenido por las técnicas: 

ATA,ATM,MEA,MEM so presenta solamente en el suero 10, en este caso no podemos 

decir que el paciente sea positivo a Brucelosis por lo que serla recomendable que se 

obtuviera una segunda muestra para observar la tendencia del nivel de anticuerpos, sin 

embargo consideramos a esté individuo sospechoso de Brncelosis. 

Por otra parte el uso del 2 morcaptoetanol en la prueba de aglutinación en 

microplaca que solamente presenta titulo considerable en el suero 8 de un paciente, nos 

indica que pertenece a un individuo que posiblemente presenta Brucclosis de tipocró-nico 

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

SI se observa el porcentaje de reactividad cruzada por prueba (A TA, ATM, MEA, 

MEM),encontramosquecon la técnica de aglutinación en micro placa se presenta un mayor 

porcentaje, independientemente de la especie. Sin embargo, en estudios an!EH"iores 

(4,8,37). se ha encontrado que el cruceantigénicoes más dominante con B. abortus ya que 

presenta una estructura mucho menos compleja que la de B. melitens1s. 

Para evaluar el estudio 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 antlgenos de Bruce/la (RB, ATA. ATM, MEA,MEM). Con esto queda 

comprobado que la reactividad cruzada serológica obtenida en los resufüidos es confiable 

y que estos no son debidos a reacciones inespecificas por los tipos de antlgenos utilizados 

en las técnicas (47). 

A estas mismas muestras también se les determinó el nivel de anticuerpos 

vibriocidas. cncontrandoso que cuatro sueros reconocieron al antlgeno de Vibrio cho

/erae , inclusive si tomamos en cuenta que el tllulo de anticuerpos vibriocida de con

sideración diagnóstica es_;: 1 :40 ( determinado con estudios en el laboratorio de Pro

ducción de sueros del INDRE). entonces tres de estos sueros serian diagnósticados 

serológicamente como Cólera, siendo mas dominante 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 infección por E. coli que 

también puede presentar reactividad cruzada sorológica con estos géneros ya que 

contiene e pito pos comunes de PEROSAMINA (14, 15,41 ); y por lo tanto hayan desarro

llado anticuerpos contra esta bacteria que fueron reconocidos por antlgeno de Vibrio 

cho/erae . Asl mismo podemos considerar que debido a que el cólera se ha diseminado 

a tal grado que afecta a gran parte del Pals no se descarta la posibilidad de que estas 

personas hayan sido infoctadas por Vibriocholerae, presentando cuadros cllnicos leves 

e Incluso asintomáticos y por ende se les detectaron niveles do anticuerpos vibrlocidas que 

perduran por más de seis meses (12). 

Con respecto a los sueros no absorbidos que presentan titulas altos para Bruce/la 

son también altos en el tltulode anticuerpos vibriocidas, estos resultados concuerdan con 

Jos de Feeley J. (19) ya que Ja reactividad cruzada serológlca que presenta Bruce/la hacia 

Vibrio cho/erae es mucho más dominante en el serotipo lnaba, debido a que cuando un 

RB es positivo y la aglutinación en microplaca es .:'.1 :160, se presentan tltulosde anticuerpos 

vlbriocidas quo van de 1 :20480 hasta 1 :40960 con el serotipo lnaba, mientras que con el 
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serotipoOgawase presentan tltulos masbajosquevande 1:1280hasta1 :10240.Alllevar 

a cabo la absorción de estos sueros con antlgono de Bruce/la y al ser probados 

nuevamente con RB,A TA,ATM,ME y MEM rosultan negativos, mientras que se presentan 

tltulos con las pruebas de Bruce/Ja cuando la absorción so lleva a cabo con Vibrio cholerae 

es decir que este antlgeno esta quitando los anticuerpos homologos a él pero deja libres 

algunos de reacción cruzada, pues los tltulos decaen en proporción do 1 y 2 con respecto 

al titulo original. 

La finalidad de realizar la técnica de inmunoelectrotransferencia en los sueros que 

resultaron positivos a Bruce/la ya Vibriocholerae es saber si al utilizar una tócnica mucho 

mas sensible y especifica, y usando extractos celulares aún se siguen presentando las 

reacciones cruzadas serológicas que nosotros obtuvimos con las técnicas de aglutinación: 

RB, ATA, ATM, MEA, MEM donde se utiliza como antlgono a la bacteria completa. 

Los resultados por inmunoeleclrotransferencia nos muestran quo los sueros 2, 8 y 

24 que reconocieron antlgenos completos de Bruce/Ja , también son reconocidos por 

extractos celulares bacterianos (RCM protetnas de membrana externa de Bruce/la aborlus 

995) pero no a una cepa carente de LPS de Bruce/Ja abortus RB51 lo cual indica que 

la reactividad cruzada serológica obtenida se encuentra asociada al LPS 

Cabe mencionar que la mayorla de los reportes sobre reactividad cruzada 

serológica entre Bruce/Ja y Vibrio cho!erae so presenta con anticuerpos de tipo 

aglutinante (12,19,20). lo cual nosotros comprobamos oxperimentalmonto ya que al 

realizarles la prueba do inmunodifusión alas sueros absorbidos y no absorbidos, utilizando 

como anti geno ptotelnas de membrana externa de B. abortus 995, no se presentó ninguna 

banda de precipitación. Pocos autores reconocen que también pueden existir reacciones 

cruzadas debidas a anticuerpos de tipo precipitante (38, 45), poro tal voz en este estudio 

no se encontraron porque estas solo se presentan cuando existe una Brucelosis activa y los 

tltulosde aglutinación en microplaca son !':1 :320 (38). 
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8.0 CONCLUSIONES 

- Los sueros de casos, contactos y controles de cólcrn contienen anticuerpos que 

reconocen células completas y extractos celulares do Bruce/la, sin embargo. esta reac

lividad cruzada es mlnima por lo que se puede proporcionar do manera confiable un 

diagnóstico serológico para ambas infecciones . 

. Cuando se realizan estudios ciegos de reacciones cruzadas serológicas en 

Bruce/la y Vibrio cho/erae so debe considerar si la enfermedad es 6 no endémica en la 

zona donde so colectan las muestias. ya que muchas do las veces al correlacionar los 

resultados estos no son muy concordantes, debido a que el titulo de anticuerpos que se 

obtiene puede deberse a la infección causada por uno de los dos microorganismos y no 

a los epitopos comunes que presenten ambos. 

- Mediante el uso de tccnicas sensibles y especificas como el Western Blot se 

corroboran los resultados que so obtienen con otros métodos más rápidos y sencillos como 

lo es la aglutinacón, determinando que la relación antigénica a Bruce/la en los sueros de 

pacientes con Vibn'o cholerae se lleva a cabo en los epitopos comunes presentes en el 

LPS de ambas bacterias. 

- Los anticuerpo5 de reacción cruzada detectados por las pruebas: RB, ATA, A TM, 

MEA y MEM en el presente estudio pertenecen a las clases. lgM, lgG e lgA; sin embargo, 

los tltulos de significancia diagnóstica son solamente de tipo lgG e lgA ya que no se 

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

72 



9.0 REFERENCIAS 

1.-Araoz J de; Barua O; Burrows W. y col. Principios y próctica de la lucha contra el 

cólera.Organización Mundial de la Salud. Ginebra 1970. Cuaaernos de Salud püblica#40. 

47-52,59-61. 

2.- Balows A et al. Manual of Clinical Microbiology. Fifth Edition. American Society 

lorMicrobiology. Washington D.C. 1991. 384-395, 457-462. 

3.-Buchanan T. FaberL 2-mercaptoethano! Bruce/la agglutination test:Usefulness 

lor predicting recovery from Bruceflos1s Journal of Clinical Microbiology. 1880; 11 ; 6; 691-

693. 

4.-Bundle D. and Perry M. Structure and serology of the Bruce/la abortus 0-antigen. 

Biochemical Society Transactions. 1985: 3; 980-982. 

5.- Bundle D; Cherwonogradzky J; Caroff M; Perry M. The lipopolysaccharides of 

Bruce/la abo1tus and B. meli/ensis. Ann. lnst. Pasteur Microbio!. Second Forum in Mi

crobiology. 1987: 138; 92-98. 

6.-Burrows. Tratado de microbiologla. Editorial lnteramericana. México D.F.1980. 

Capltulo22. 

7.-Caroff M; Bundle D; Perry M. Structure ofthe O-cha in ofthe phenol phase soluble 

ceflular lipopolysaccharide of Yersinia enteroco/itica serotype 0:9. Eur. J Biochem. 1984: 

139; 195-200 

8.- Caroff M; Bundle D; Perry M; Cherwonogrodzky J. Duncan J. Antigenic S-type 

lipopolysaccharide of Bruce/la abortus 1119-3. lnfection and lmmunity. 1984: 46; 2; 384-

388. 

9.-Castañeda R.M. Brucelosis. Un problema universal. La Prensa Médica Mexi

cana. México D.F. Tercera edición. 1986. 18-21, 140-156. 

10.- Colera/Diarreas infecciosas. Dirección General de Epidemiologla1lnstituto 

Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos. México D.F. Ano 1 #1 ; Ano 2 #4; 

Ano3#1. 

73 



11.- Colmenero J y col. Empleo combinado del Rosa de Bengala e 

lnmunofluorescencla indirecta en el diagnóstico de Brucelosis. Enf. lnfec y Microbio!. Clin. 

1989: 7; 6; 316·320. 

12.- Corbel M. Recen! Advances in !he study o! Bruce/la <intigens and their 

serological cross-reactions. Veterinary Bulletin 1985: 55; 927-942. 

13.- Cruz R. Calderón E. Pared celular de bacterias Gram negativas. lnfectologla. 

1982: 11; 675-682. 

14.- Chart H. Cheasty T. Cope D. Gross Rand R. and Rowe B The serological 

relationship between Yersima enterocolit1ca 0:9 and Escherichia co/i 0157 using sera 

from patients with yersiniosis and haemolytic uraemic syndrome. Epidemiol. lnfect. 1991 : 

107;349-356. 

15.- Chart H. Okubadejo O and Rowe B. The serological relationship between 

Escherichia coli 0157 and Yersinia enterocolitica 09 using sera from patients with 

Brucellosis. Epidem101. lnfect. 1992: 108; 77-85. 

16.- Di Fabio J; Porry M; Bundlo D. Analisis of !he lipopolysaccharide of Pseudo

mona maltophilia 555. Biochem. Col!. Bici. 1987: 65; 968-977. 

17.- DulbeccoDavis. Tratado deMicrobiologla. Salva!Editores. Espana. Segunda 

Edición. 838-843. 

18.- Evans S and Feldman H. Bacteria! infections of humans epidemiology and 

control. Plenum medical bookcompany NcwYorkand London. 1982: 119-135. 

19.- Feoley J. Somatic O antigen relationship o! Bruce/la and Vibrio cholerae. 

Journal of Bacteriology. 196: 99; 645-649. 

20.- Felsenfeld O et al. Serologic cross-reactivity of sorne enterobactoriaceae 

isolated in !he United Statewith CholeraVibrios. P.S.E.B.M. 1951: 77; 284-286. 

21.- Fuers!J.a. Pcrry J.W. Dcmostration of lipopolysaccharide on sheathed flag ella 

of Vibriocho/erae 01 by prole in A-gold inmunoelectron microscopy.Joumal ofBacteriology. 

1988: 170;4; 1488-1494. 

22.- Giono Cerezo S. Gutierrez Cogco L. Hinojosa Ahumada A.M. Manual de 

procedimientos para aislamiento y caracterización de Vibrio cholerae. Instituto Nacional 

74 



de Diagnostico y Referencia Epidemiológicos. México D.F. Publicación técnica #10. 

1991. 

23.-Gonzalez Bonilla C. (comunicación personal). 

24.-Gonzalez N.Saltigeral P. Cólera. Edltonal lnteramericana Me Graw-Hill. México 

D.F. 1992. 29-54 

25.- Gotuzzo E; Carrillo E: Guerra J. An evaluation of diagnostic methods for 

Brucellosis. Thevalueof bono marrow culture. The Journal oflnfoctious Diseasos. 1986: 

163; 1; 122-125. 

26. -Gotuzzo E y col. Caracterlsticas Ep1dem1ológicas y Clínicas de la Bruce los is en 

39grupos familiares. Enf. lnfoc. y Microbio!. Clin. 1988: 7; 4; 519-524. 

27.-Gupla R; Szu S; Finkelstein R; RobbinsJ. Synthesis, characterization,andsome 

inmunological properties of conjugates composed of the detoxified lipopolysaccharide of 

Vibriocholerae 01 serotipe In aba bound to cholera toxin. lnfcction and lmmunity. 1992: 60; 

8; 3201-3208. 

28.- Hernandez V. R.M. Protclnas do la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas. lnfcctologla 1983: 8; 371-378. 

29.- Holmgren J. and Suennerholm A.M. Mechanism of disease and immunity in 

cholera. A review. The Journal of lnfectious Disoases. 1977. 136. SupplementS 105-S 112. 

30.- Jackson G. D.F. and Radmond J.W. lmmunochemical studies of !he 0-an

tigens ofVibrio cholerae. The constitution ola lipopolysaccharidefrom V. cho/erae.56eS 

(lnaba). FEBS LETTERS. 1971 13;2; 117-120 

31.- Jawetz E; Melnick J, Adelberg E. Microbiologla Médica. Editorial el Manual 

Moderno. México D.F. 1985. Undecima Edición. 

32.-Joint. FAO/WHO. ExpertCommrtleeon Brucellosis. Six report, technical report 

serie:740. Geneva 1986; 26. 52-56. 108 

33.- Kourl Pedro. El control Sanitario Internacional y algunas enfermodades exó

ticas para Cuba. Instituto de Medicina Tropical Segunda edición. Ciudad de la Habana 

Cuba.1982.45-60. 

34. - Kumate J. Epidemiologla: Manual para la vigilancia epidemiologica del cólera 

75 



en México 1. Secretaria de Salud. Méxcio D.F. 1991. 11-12, 33-34. 

35.- López Merino A. Brucelosis: Avances y perspectivas. Instituto Nocional de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiologicos. Publicación técnica #6. México D.F. 1991. 

36.- López Merino A. Manual de técnicas y procedimientos para el estudio de 

Brucelosis. Secretaria de Salud. Dirección General do Epidemiologla. Instituto Nac1011al de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos. México. D.F. 1989. 

37.- Marx a; Sandulacha R; Pop A; Carbu A. Biochemical basis ofthe serological 

cross-reactions between Bruce/la abortusand Yersinia enterocolotica serotype 0:9. Ann. 

Microbio!. (lnst. Pasteur). 1975: 1268;435-445. 

38.- Me Mahon K; Renner E; Allmaras G and Anderson D. An agar-gel immuno

diffusion test for detection of Bruce/la antibodias in human sera. Can. J. Microbio!. 1979: 

25;850-854. 

39.- Moreno E; Berman D; Boettcher L;. Bioiogical activities of Bruce/la abortus 

iipopolysaccharides. infectionand lmmunity. 1981: 31; 1 ;362-370. 

40.-0' LearyW. Practica! handbookof microbiology. CRC. Press Raton.AnnAr-bor 

Boston. 1989. 405-41 O. 

41.- Perry M and Bundle D. Antigenic reiationships of !he lipopolysaccharides of 

Escherichia hermannii strains with those of Escherich/a coli 0157:H7, Bruce/la 

melitensis and Bruce/la abortus. lnfection and immunity. 1990: 58; 5; 1391-1395. 

42.-Piatkin K; Krivoshein Yu. Microbiologla. Editorial ·Mir· Moscú. 1986. 331-345. 

43.-Raziuddin S. Toxicand immunological properties ortheiipopolysaccharides (0-

antigens) from Vibrio El-Tor. lmmunochemis!ry. 1978: 15; 611-614. 

44.- Redmond J. The structure of the 0-antigenic side chain or the lipopolysa

ccharide of Vibriocho/erae 5698 (!naba). Biochimica etBiophysica Acta. 1979: 584; 346-

352. 

45.- Sandulache R and Marx A. lmmunochemlcal studies on a Yersinia entero

col/6ca 0:9 lipopolysaccharide cross-reactlng with Bruce/la abortus and Vibrio choleree 

extracts. Ann. Microbio!. (lnst. Pasteur). 1978. 1298; 425-435. 

46.- Volk. Microbiologla General. Editorial lnteramericana. México D.F. 1988. 

76 



Tercera Edición. 430-434. 

47.-Young E. Corbel M. Brucellosis: Cllnlcal and laboratory aspects. CRC Press, 

lnc. Boca Raton, Florida. 1989. Chapter 6 and 8. 

77 



GLOSARIO 

Aglutinación.- reacción antigeno-ant1cuerpo en la cual un antlgeno sólido o en 

partlculas forma un agregado con un anllgeno soluble. 

Anticuerpo.-protelna producida como resultado de la inducción de algún antlgeno 

y que tiene la capacidad para combinarse con el antlgeno que estimuló su producción. 

Antígeno.- sustancia que os extral'ia al organismo y que al ser introducida puedo ó 

no desencadenar una respuesta inmune. 

Caso.- individuo al cual se le aisla e identifica al microorganismo que le esta 

causando un problema de salud. 

Contacto.- Individuo quo convivo directamente con el caso. 

Controles.-individuos aparentemente "sanos" que se utilizar para evaluar técnicas 

de diagnóstico. 

Epidemia.- enfermedad infecciosa que se presenta en una población afectando a 

un gran numero de hospederos, es de duración corta. 

Epítopo.-también llamadods!erminanto antigénico., es la zona de unantlgenoque 

determina la especificidad do una reacción antlgeno-anticuerpo. 

Estudio ciego.- realizar por separado dos 6 más técnicas de diagnóstico a una 

muestra biológica, donde finalmente el resultado de cada una de ellas es comparado. 

Fenómeno de prozona.-preclpitación ó aglutinación subóptima que ocurre en la 

región del exceso de anticuerpos durante las reacciones inmunoserológicas, 

lnmunoglobulinas -glucoprotelna compuesta de cadena H y L que funciona co

mo anticuerpo. 

Lipopolisacárido.- también llamado endotoxina., compuesto que se encuentra 

presente en bacterias Gram negabvas, que tiene diversas funciones biológicas incluyendo 

actividad mitógona para los linfocitos B 

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

continentes simultáneamente. 



Precipitación.· reacción entre un antlgeno soluble y un anbcuerpo también soluble, 

en la cual se forma una malla compleja de formas de conjuntos entrelazados. 

Reacción cruzada .• Ja reacción de un anticuerpo con un anti geno diferente al que 

induj6 su formación. 

Serotipo.· tipificación de un microorganismo utilizando sueros. 

Zoonosis.· enfermedad que es transmitida del animal al hombre. 
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