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RESUMEN

" Inmunoensayo enzimatico en papel de nitrocelulosa ( DOT-ELISA ) como
método diagndstico en la brucelosis humana *

La brucelosis es una zoonosis tipica, que se transmite de un animal a
otro, y en forma directa o indirecta al hombre, al consumirse derivados
lacteos no pasteurizados, por contacto directo con la bacteria o por
inhalacién. Se han identificado seis especies que son: B. aborius,
B.melitensis, B. suis, B. canis y B. neofomae, de donde B. melitensis es la
mas comun en paises en desarrollo incluyendo el nuestro.

La molecula de lipopolisacarido que es el antigeno dominante de
las brucelas, estd compuesta de una cadena polisacaridica é antigeno
'QO" especifico, un polisacarido central y un lipido "A". Se ha demostrado
reactividad cruzada del lipopolisacarido liso de Brucella con el
lipopolisacarido de algunos géneros de enterobacterias, y se debe a que
presentan estructuras semejantes como el caso de Yersinia enterocolitica
serofipo O:9 donde la cadena "O" especifica de su lipopolisacarido, es
identico al de B. abortus. Hasta hoy en dia la célula intacta ha sido el
antigeno mds empleado, sin embaigo se ha tratado de introducir el uso
de fracciones celulares mas © menos purificadas como el
lipopolisacarido  liso y  flacciones  proteicas, en  sistemas
inmunoenzimaticos.

Se obtuvo el lipopolisacarido de la cepa M-16 de Brucella melitensis

que fué utilizado para las técnicas inmunoenzimaticas, en donde de los
152 sueros de pacientes, se encontrdron 41 sueros negativos, 13 con titulo
1:40, 16 con 1:80, 18 con 1:160, 20 con 1:320 y 44 con 1:160.
En base al valor de corte obtenido por la técnica de ELISA en placa,
senalo que a la dilucién 1:160 para la técnica DOT-ELISA se consideraria
como de valor diagnéstico, ya que se obtuvo una sensibilidad de 96.25%
y una especificidad de 84.78%.

De el ensayo que se realizd para ver si existia reaccién cruzada con el
género Salmonella, se encontré que de los 20 sueros probados, ninguno
di6 positivo en la prueba DOT-ELISA. Se obtuvo una reproducibilidad de
94% para la técnica DOT-ELISA.

En conclusién se encontré que la técnica es sensible, especifica y
reproducible, siendo confiable en el diagnéstico de la brucelosis
humana.



INTRODUCCION

La brucelosis es una antropozoonosis tipica que se transmite de un animal a otro
y en forma directa 4 indirecta al hombre, la transmisién interhumana no ha sido
practicamente reportada.

Las brucelas fuéron aisladas por primera vez en 1887 por el médico David Bruce, de
los bazos de soldados que morfan a causa de la infeccidén en la isla de Malta (17). El
reservorio del germen fue descubierto hasta 1904, cuando se aislé e identificd a partir
de laleche y orina de cabras aparentemente sanas; el segundo microorganismo del
grupo fué aislado por Bang en Dinamarca en 897, de ganado que padecia el aborto
infeccioso, el tercero fué cultivado en Estados Unidos en 1914 del feto de una cerda
prematuramente expulsado. En los afos veinte, Evans reconocié que los tres
microorganismos estaban estrechamente relacionados y fueron Incluidos en un
género aparte, Brucella. (9) En México Pldceres reportd el primer aislkamiento de B.
melitensis en 1921 en la ciudad de Puebla.(25)

Se han identificado sels especiesque son : B. aborfus que infecta preferentemente
a bovinos, B.melitensis a caprinos, B.suis a porcinos, B.ovis a ovinos, B.canis a
cdnidosy B.neofomae a roedores. Aunque todas estas especies estan distribuidas en
elmundo, B. abortus esla de mayor prevalencia en Norte America y Europa, en tanto
que B. melitensis esla mdscomun en paises en desarrollo incluyendo el nuestro.(1,25)

Respectoalaincidencia de esta enfermedad en humanosen México, la Secretaria
de Salud, ha reportado en los Ultimos seis anos un total de 25284 casos, o cual da un
promedio de 4214 casos por ano. Existe una mayor incidencia de esta enfermedad
en los estados del Centro y Norte del pals, lo cual podria estar relacionado con ia
intensa ganaderia que se practica en dichas entidades, y a la relativa deficiencia en
el control sanitario de los productos cdrnicos y lacteos que alli se manejan y se
consumen. En general existe una notable subnotificacidn entre otras cosas porque se
carece de un diagnéstico adecuado, ya que la mayoria de las veces, este se efectua
sélo en forma clinica sin recurrir al laboratorio para confirmarlo.(12,35)

A pesar de que existe una preferencia de las diferentes especies de Brucella por
determinados hospederos, todos los animales son de hecho susceptibles a todas las
especles en menor o mayor grado. En éstas, las brucelas muestran una sorprendente
predileccién a localizarse en el Utero grévido (causando frecuentemente el aborto)
y en las gldndulas mamarias, al parecer animales aparentemente sanos pueden
expulsar brucelas en la leche durante anos. A diferencia de lo que ocurre en los
animales, en elhombre tiende a localizarse generalmente en los érganos del sistema
fagocitico mononuclear en donde desarrolla granulomas. (10,38)



La brucelosis es una zoonosis que persiste en reglones del mundo donde no ha sido
controlada en las diversas especies animales, y por lo tanto la transmisién de la
infeccién a humanos ocurre frecuentemente a través de las sigulentes vias:

a) INGESTION: Esla mds frecuente, debido a que el consumo de leche y sus derivados
no pasteurizados es una practica extendida en muchos lugares. En este caso la
bacteria penetra a través de la mucosa intestinal.(38)

b) CONTACTO DIRECTO: La brucela penetra a través de heridas en la plel 6 por
conjuntiva, siendo ésta la via mds frecuente de infeccldn de veterinarios, tablajeros,
agricultores, caballerangos, etc. En dichos casos la condicién determinante es el
manejo de material altamente contaminado sin ninguna medida de proteccién.(38)

c) INHALACION: La Infeccién se lleva acabo al resplrar substancias desecadas,
provenientes de los animales infectados, asl como polvo de corrales, polvo de lang,
y también aerosoles formados dentro del laboratorio, etc.(38)

Se debe de sospechar de brucelosls humana en aquellos Individuos que:

* Sean originarios de zonas endémicas.

* Hayan permanecido por algin tiempo en elias.

* Hayan ingerido productos lacteos de origen dudoso.

* Hayan tenido contacto estrecho con animales de dichas
ZONas. :

* Presenten los siguientes sintomas: fiebre, escalofrio
sudoraciones nocturnas, malestar general, dolor de cabeza y
articulaciones y presenten debllidad.

La brucelosishumana tiene un periodo de incubacion de 2 a 3 semanasque puede
prolongarse por 3 a 4 messs, la principal via de entrada de las brucelas, la constituye
el aparato digestivo al consumirse productos Idcteos contaminados, los
microorganismos pasan del sitio de entrada por via linfatica a los ganglios regionales,
en donde parte de las bacterias son destruldas y parte de ellas alcanzan sangre
periférica, ahi son fagocitadas por los leucocitos polimorfonucleares que en muchos
casos son incapaces de matarias porlo que las transportan y facllitan su localizacién
posterior en los érganos ricos en células del sistema fagocitico mononuclear (higado,
bazo, médula 6sea y rifion ). Los bacilos quedan en vacuolas fagociticas en los
leucocitosy ahfse multiplican; losleucocitosse rompen liberando material antigénico,
lo cual activa los mecanismos formadores de anticuerpos, y por otro lado, las células
fagociticas del sistema reticuloendotelial ingieren las bacterias, que persisten dentro
de ellas durante semanas 6 meses. (16)

Las brucelas son cocobacilos o bacilos cortos Gram negativos, de extremos
redondeadoscon un didmetro de 0.5 micrasy unalongitud méxima de 1.5micras, son
inmdviles, no esporuladas, no presentan capsula, ni plli, su envoltura celular es similar
a la descrita para la mayoria de las bacterias Gram negativas. Estd formada por la
membrana externa y una capa intermedia de péptidoglicana, ambas constituyen la
pared celular y separada por un espacio peripldsmico se encuentra la membrana
interna ¢ la membrana citoplasmdatica. (7,10)
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La membrana externa se observa almicroscopio electrénico como una capa triple
ondulada, compuesta fundamentalmente de fosfolipidos, proteinas, polisacdaridos y
lipopolisacdridos, éste Gltimo enlascélulaslisas, esuno deloscomponentes antigénicos
que participa de manera relevante en las pruebas serolégicas usadas generalmente
en el diagndstico; los determinantes antigénicos A y M son componentes del
lipopolisacarido, y estan presentes en todas las cepas lisas.(11)

Se ha demostrado que el lipopolisacarido liso ( S-LPS) de Brucella con actividad
endotdxica se separa principalmente de la fase fendlica cuando las células lisas se
tratan con fenol-agua, de acuerdo almétodo descrito por Westphal, a diferencia del
S-LPS de la mayoria de las bacterias Gram negativas que se recupera en la fase
acuosa. Esta fraccién ha sido estudiada y se ha encontrado que contiene cantidades
pequenas de lipidos y concentraciones variables de KDO en donde no se ha
demostrado que exista actividad endotdxica significativa.(11)

El diagndstico clinico de la brucelosis, es frecuentemente dificil de establecer,
particularmente en la forma subclinica y crénica, en donde los sintomas pueden ser
relativamente inespecificos, la Unica prueba definitiva para establecer el diagnéstico
de brucelosis es el aislamiento del agente etioldgico. Lo cual no siempre se realiza ya
que el microorganismo requiere de varios dias para su desarrollo, en medios de cultivo
adecuados, situacién que sélo en alguno casosse cumple por lo que los cultivos
de Brucella spp. frecuentemente son negativos, por éste y otros motivos se recurre
preferentemente ala utilizacién de métodos serolégicos como pruebasindirectas de
diagnostico. (13,14)

Los métodos serolégicos empleados convencionalmente para el diagndstico dela
brucelosis emplean como antigeno suspensiones en fase lisa (1,14), los mds recomen-
dados son:

a) AGLUTINACION LENTA EN TUBO: Ha sido el principal método serolégico empleado
hasta ahora, se ha observado que en algunas infecciones localizadas y en procesos
en fase crénica los titulos son bajos y pueden llegar a ser negativos, en cambio en un
proceso agudo tienden aser elevadosen general, ésta prueba determina aglutininas
de la clase IgA, IgM e IgG.

b) AGLUTINACION LENTA EN TUBO EN PRESENCIA DE 2-MERCAPTOETANOL: Esta solo
determina anticuerpos de la clase IgG e IgA, ya que la actividad aglutinante de
inmunoglobulinas IgM es destruida por la accién del mercaptoetanol, porlo que se
considera ésta prueba la mas indicada para determinar una infeccién activa.

c) AGLUTINACION EN PLACA: Esla prueba rapida que utiliza el reactivo de Huddleson,
y aunque su especificidad y sensibilidad es baja comparada con las otras, en el pais
sigue siendo la prueba de diagnéstico mdas ampliamente empleada.
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d) AGLUTINACION EN PLACA CON ROSA DE BENGALA: Emplea el antigeno Rosa de
Bengala, éste reactivo se ajusta a un pH de 3.6, con la finalidad de disminuir las
reacciones de aglutinacién inespecificas. Ha demostrado una alta sensibilidad y
especificidad en sueros que contienen anticuerpos de las clases IgA, IgG e IgM. (1,15)

Todos los métodos antes descritos en general, ponen de manifiesto los anticuerpos
producidos contra lipopolisacdrido (LPS) los que también pueden ponerse en
evidencla por una variedad de métodos como, RIA, precipitacién en gel y ELISA,
utilizando al lipopolisacarido crudo 6 purficado. (6,21)

La molécula de LPS que es el antigeno dominante de las brucelas, esté compuesta
de una cadena polisacaridica é antigeno “O" especifico, un polisacdrido central y
un lipido A. Esta molécula contiene los determinantes antigénicos *A” y *"M” que han
sido de gran valor para diferenciarlas principales espécies de cepaslisas de Brucella.
La cadena "O" ha sido caracterizada como un homopolimero lineal de unidades de
perosamina ( alfa D-manopiranosil, 4-6 didesoxi, alfa 4 formamido ). La diferencia
estructural hasta ahora determinada entre elantigeno A" y *M*, es que en el primero
las unidades de perosamina estan ligadas por unién alfa 1-2, mientras que en el *“M*
elantigeno estdrepresentado por una unidad repetitiva formada por una perosamina
ligada por unién alfa 1-3 y 4 perosaminas por unién alfa 1-2. (11,9)

Se ha demostrado reactividad cruzada del lipopolisacdérido liso de Brucella, con el
LPS de Vibrio cholerae, Salmonella urbana del grupo N, y Escherichia coli serotipo
0:157, ylamas estudiada ha sido la que se presenta con Yersinia enterocolftica serotipo
0:9 y se debe a que la estructura de la cadena *O” especifica de su LPS, es idéntica
a la del LPS de Brucella abortus. (3,8,13,24)

La prueba de ELISA ha sido estudiada por diversos autores, empleando como
antigeno: suspensiones bacterianas lisas, extractos ricos en lipopolisacdrido,
lipopolisacdarido purificado, polisacarido, extractos proteicos y sonicados. Dadas las
cualidades de la prueba algunos autores han concluido que el método de ELISA
poseé mayor sensibilidad y especificidad para el diagndstico de casos agudos y
crénicos de brucelosis. (14,16,18,20,30) Podria ser elindicado para sustituirlas técnicas
comunes hasta ahora empleadas, ya que la efectividad de el método de ELISA va
a depender del tipo de antigeno que se utilice. (26,36)

En los sistemas de inmuno ensayo enzimatico, se fija uno de los participantes de la
reaccién antigeno-anticuerpo a una fase sdlida, los anticuerpos 6 antigenos se van



a fijar por adsorcién 6 por unidnes covalentes dependiendo de la naturaleza de la
fase sélida. Todoslos reactivos que nointeractuen con los reactantes de la fase sdlida
son eliminados por procesos de lavado. (29)

Los espacios en donde no se haya fijado el antigeno, se bloquean con sustancias
que no participan en la reaccién, tales como aminodcidos é algunas proteinas,
posteriormente se pone a interactuar la muestra de la cual se desea conocer el
contenido de anticuerpos contra elantigeno fijado a la fase solida. Unicamente estos
anticuerpos, sl estén presentes, quedardn unidos. Después de un proceso de lavado,
se agrega la enzima conjugada al segundo anticuerpo anti inmunoglobulina para
que reaccione con el complejo antigeno-anticuerpo que estd fijo ala fase sélida; de
nuevo después de un proceso de lavado todo el conjugado que no haya reaccio-
nado es eliminado. Finalmente se agrega el sustrato apropiado para la enzima, la
actividad enzimd&tica sobre el sustrato dard como resultado una coloracién gque se
observard sobre la fase sélida. En donde la cantidad de coloracién desarrollada es
proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.(29)

Las enzimas son catalizadores biolégicos, que incrementan el indice de reaccién
quimica sin verse alteradas por dicha reaccién. En los métodos directos de inmuno
ensayo enzimdatico el anticuerpo especifico contra el antigeno es el que lleva unida
la enzima, en cambio en los métodos indirectos, el conjugado enzima-anticuerpo
estd dirigido contra un primer anticuerpo el cual ya reacciond con el antigeno, el
meétodo de inmuno ensayo enzimdatico indirecto ha tenido mucha aplicacién en la
busgueda de anticuerpos contra agentes infecciosos como el caso de Brucella. (29)



ANTECEDENTES

Se sabe que el lipopolisacdarido es el principal componente reactivo que participa
en las pruebas convencionales de diagnéstico, por lo que se considera que es el
antigeno de eleccién primaria por su naturaleza inmunodominante.

Hasta nuestros dias la célula intacta sigue siendo el antigeno mdas empleado. Sin
embargo en anos recientes se ha tratado de introducir el uso de fracciones celulares
mas o menos purificadas como el $-LPS y fracciones proteicas, en sistemas de
Inmunoensayo enzimatico. De entre ellos vale la pena analizar alginos de los sistemas
empleados:

Rupparner y col. (1980) utilizGron como antigeno un sonicado de B. aborfus vy
realizaron una comparaciéon entre la prueba de ELISA y otras pruebas seroldgicas. Ellos
encontrdron una correlacién del 100% con la de aglutinacién en tubo y del 95% con
la de fijacién de complemento.

En sumétodo de ELISA, Hunter y col. en 1989, empledron como antigeno proteinas
de la membrana externa de una cepa lisa de B. melitensis. Encontraron que éstas
proteinas éran capaces de identificar las infecclones causadas en humanos, por B.
abortus, B. melitensis, B. suls y B. canis.

Algunosautoreshanempleado comofase sblida en elsisterna, papelde nitrocelulosa
(DOT-ELISA), sobre todo al estudiar sueros de animales, y se tiene la siguiente
experiencia:

Uribe (1988) estudio 323 sueros de ovinos, utilizando la técnica DOT-ELISA, con
antigeno celular y fracclonado de B. ovis. Los resultados obtenidos en la prueba de
DOT fuéron comparadas con las pruebas convencionales, tomando como prueba
patrén la de fijacibn de complemento, los resultados fuéron similares en ambas
pruebas y encontraron resultados significativos en la dilucién de suero de 1:100 con
antigeno celular y 1:50 con antigeno fraccionado, por o que concluyéron que la
técnica DOT era recomendable para el diagnéstico de brucelosis ovina ya que éra
rapida, facil de ejecutar e interpretar.



En experimentos consuerosde bovinos tendientes a poner de manifiesto anticuerpos
de Brucella por el método de DOT-ELISA, Batra y col. en 1989 emplearon como
antigeno un extracto soluble de B. abortus 99 S, éste fué depositado sobre discos de
papel de nitrocelulosa, utilizando leche descremada como bloguedor y trabajando
condiluciones delossueros 1:800y1:600, se usd peroxidasa como conjugado y diamino
benzidina como sustrato. El resultade fué un desarrollo de color café en el disco
de papel de nitrocelulosa en aquellos sueros positivos, y ausencia de coloren aquellos
sueros negativos.

Alonso y col. (1990) analizéron 200 muestras de suero de cerdos, por el sistema DOT-
ELISA, utilizdron un antigeno proporcionado por CEPANZO, usaron diluciones del suero
1:50y I:100, con conjugado anti IgG porcino marcado con peroxidasa, y como sustrato
el 4 cloro 1 naftol. Para el desarrollo dela técnica, ellos utilizGron un aparato (BIO-DOT
) que les permitid el andlisis simultdneo de varias muestras, considerdron como
reaccion positiva una coloracién violeta en los circulos de papel, y una reaccion
negativa en aquellos que no habia desarrolio de color. Los resultados se compararon
con la prueba de fijacién de complemento (utlizada como prueba patén) vy
encontréron significancia diagnéstica a la dilucién 1:200en la prueba de DOT-ELISA,
éste método fué el que alcanzé mayor correlacién entre sensibilidad y especificidad,
( 50% y 97% respectivamente).

Por otro lado Rojas y col.(1990) Utilizéron en el sisterna DOT antigeno de Brucella
abortus lI19-3 tanto celular, como fraccionado (LPS-S), empleando para el desarrolio
de la técnica el aparato BIO DOT como en el trabajo anterior, para la realizaciéon
simultanea de numerosas muestras. Encontraron resultados significativos en la dilu-
cién 1:200 de los sueros al utilizar células completas como antigeno y a la dilucién
1:100 de los sueros cuando utilizaron antigeno lipopolisacarido liso. Al final vieron que
la técnica DOT-ELISA demostrd una sensibilidad y especificidad, mds cercana a
fijacién del complemento, en razén a ello y a la facilidad de ejecucién de la prueba,
se estima posible su inclusién como método de diagndstico de brucelosis animal.

Por otra parte Mongini y col. (1990) realizaron un estudio comparativo de dos
métodosinmunoenzimdaticos parala deteccidon de anticuerposigG e igM antibrucelaq,
enlos dos métodos empledron como antigeno celulas enteras, ellos obtuviéron para
la prueba de Dot-ELISA una cornrelacion de 100% para IgG y un 97% para IgM, al
compararia con la prueba de fijacién de complemento y aglutinacién, y cuando
usaron la prueba de ELISA, encontrdron que el 11% de sueros positivos no fuéron
detectados por ésta técnica, la comparacién de éstas dos técnicas enzimaticas con
las pruebas serolégicas convencionales, indicaron que ambas DOT-ELISA y ELISA, son
sensibles, reproduciblesy especificas para la cuantificacién de anticuerposigG e IgM,
y que son recomendables para el diagnéstico de brucelosis humana.



OBJETIVOS

A) Desarrollarla técnica de DOT-ELISA, para determinar anticuerpos contra Brucella.

- Obtener y purificar lipopolisacdrido a partir de la cepa lisa M-16 de Brucella
melitensis, para ser utilizado como antigeno para identificar anticuerpos contra el
género Brucella.

- Estandarizar el método de DOT-ELISA.

B) Evaluar su uso en el diagndstico de la brucelosis humana.

- Realizar el estudio de sueros de individuos sospechosos de la enfermedad, un grupo
de individuos clinicamente sanos y un grupo de individuos con salmonelosis, para la
valoracién de la técnica.



MATERIALY METODO

Se obtuviéron 152 muestras de sangre de individuos provenientes de diversas zonas
del pals que acudiéron al laboratério de brucelosis del INDRE para que se les
efectuara el diagnéstico, asi como 92 sueros de personas clinicamente sanas del
laboratorio de andlisis clinicos de la ENEPly 20 sueros del Banco de sangre del IMSSque
fuéron negativos a Brucella pero positivos a Salmonella. La muestra de sangre
obtenida de los pacientes fué de aproximadamente 10 ml, de los cuales 5 ml fuéron
puestos en un frasco con medio bifdsico para cultivo, y el resto se utilizd para
diagnéstico seroldgico, se colocd la sangre en un tubo y se dejé a temperatura
ambiente hasta la formacién del codgulo, se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos,
cada suero se colocé en viales y se guardd en refrigeracion para su uso posterior,

EXAMENES SEROLOGICOS
Las pruebas realizadas para cada muestra de suero fuéron las siguientes:

*Aglutinacién en placa con antigeno Rosa de Bengala
*Microaglutinacidén en placa con antigeno de Brucella melitensis.
*Prueba de ELISA

*Prueba de DOT-ELISA

AGLUTINACION EN PLACA:Con antigeno acidificGdo ( Rosa de Bengala ), elaborado
por el laboratorio de brucelosis del INDRE a partir de la cepa 99s de Brucella abérius.
Se efectud en una placa de vidrio donde se pusiéron en contacto 40 microlitros del
suero y con un gotero calibrado una gota de aproximadamente 30ul del reactivo (
Ag ) se homogenizaron y se observé la presencia o ausencia de aglutinacién en un
lapso no mayor de 4 minutos.

MICROAGLUTINACION EN PLACA
Utilizando antigeno de Brucella melitensis, normalizado para la prueba en tubo.

1.-Se colocdron en el primer pozo 180 ul de solucidn salina fenolada y 100 ul a los 9
pozos restantes.

2.-Se anadieron 20 ul de suero al primer pozo obteniendo asiun volimen final de 200ul.
3.-Se tomaron 100ul del primer pozo y se pasaron al segundo, de aqui se tomdron 100
uly se pasaron al tercero y asi sucesivamente con los restantes, al final se desechalos
100ul del ultimo pozo.

4.-Se agregé a todoslos pozos 100 ul de antigeno diluido con solucién salina fenolada.
5.-Se incubd a 37 grados centigrados durante 24 horas.

6.-Se examind la aglutinacién, pormedio de una fuente luminosa colocada porarriba

de la placa y un espejo colocado por abajo, observando el grado de clarificacion
que presenta cada pozo se determina el titulo.



PRUEBA DE ELISA

- El antigeno LPS de B. melitensis M-16 se diluyé en amortiguador de fosfatos ph 7.4 a
una concentracién de Tug/ml, se colocdron 100ul del antigeno por duplicado en
pozos de placas marca Corning ( poliestireno ) para cada una de las muestras y 100
ul del amortiguador en un pozo que funcionaba como testigo de suero, se mantuvo
la placa a temperatura ambiente durante 18 horas.

- Se eliminé el contenido de las placas por decantacién y se agregd el blogueador
que fué leche descremada al 12% en amortiguador de fosfatos ph 7.4, se colocdron
100ul en cada pozo y se incubé a 37 grados centigrados por una hora.

- Se realizdron 5 lavados con regulador de fosfatos + Tween 20 al 0.05% (PBS-T).

- Lasdiluciones de los sueros se realizGron con PBS-T, colocando 100ul a 2 pozos porque
la prueba se realizé por duplicado, y un tercero como testigo de suero, incubandose
la placa durante una hora a 37 grados centigrados.

- Se realizaron cinco lavados con regulador PBS-T,

- La dilucién del conjugado, se realizé conregulador PBS-Ty se colocdron 100ul a cada
pozo, incubandose a 37 grados centigrados por una hora.

- Se realizaron 5 lavados con regulador PBS-T.

- A cada pozo se anadié 100ul del sustrato, que se prepard de la siguiente manera:;
A 10mg de orto-fenilendiamina en 25 ml de regulador de citratos 0.025M ph 5.0, se
agregdron 10ul de peréxido de hidrégeno. Se colocd la placa en obscuridad a
temperatura ambiente por 30 minutos, al termino del tiempo se pard la reaccién con
Gcido sulfdrico 8N, colocandoles 50ul a cada pozo.

- Las placas se leyeron en un lector de ELISA (Dynatech) con filtro de 490nm.

PRUEBA DE INMUNOENSAYO ENZIMATICO EN PAPEL DE NITROCELULOSA
(DOT- ELISA)

Soluciones y Reactivos:

-Regulador fosfato salino (PBS) 0.01M pH 7.4

Utilizado para sensibilizar las membranas, diluir el antigeno y el bloqueador, ademds
de usarse como solucién de lavado.

-Regulador fosfato salino + 0.05% de tween 20 (SIGMA) 0.01M pH 7.4 ( PBS-T) usado
para la dilucién de los sueros, conjugado y como solucién de lavado.
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ANTIGENO

Elantigeno empleado fué el lipopolisacdrido liso (LPS-S) de Brucella melitensis cepa
M-16, que se obtuvo y purificé de acuerdo a la metodologia propuesta por
Cherwonogrodsky y col. (9) que consistié en lo siguiente:

1.La cepa de Brucella melitensis M-16, se encontrdba en criotubos congelada a -70
grados centigrados, se descongel6 y se procedié a sembrar en frascos semilla
colocando 0.2ml de la suspensién, a la véz se sembrd en una placa con gelosa TSA
y se incubdron ambos 24 horas, la siembra en placa fué para determinar pureza por
morfologia colonial y microscépica, disociacién tanto por aglutinacién con acriflavina
cémo por tincién de coloniascon cristal violeta. Al transcurrir el iempo de incubacién
se agregd al tubo 3ml de caldo brucela para resuspender el crecimiento y se inoculd
éste en los frascos semilla colocdndoles 1ml de la suspensién y se pusiéron a incubar
por 24 hrs. a 37 grados centigrados, realizando también en éste paso siembra en
placa para las pruebas de control.

2. La produccién de la masa celular se llevd a cabo en medio sélido ( 17.5g Medio
para Antibioticos No.3, 2.5g casaminodcidos, 9.0g Dextrosa, 1.5g NaCl, Agar 2.5%
y 1000mI de agua destilada ), se inactivaron las bacterias agregando fenol hasta
alcanzar una concentracién final de 0.5% y se dejaron 72 horas en refrigeracién,
posteriormente se cosecharon por centrifugacion y se realizaron tres lavados con
solucién salina fenolada al 0.5% estéril.

3. Se resuspendié en tris salino (1% NaCl, 0.02% NaN,, O.12% tris, 2% fenol, pH 7,0 ) se
elevé la temperatura a 70 grados centigrados, al mismo tiempo de elevar 1a
temperatura de un volimen equivalente de 95% de fenol a 70 grados centigrados,
se adicionar las dos y se agitdé por 30 minutos a la misma temperatura.,

4. Se colocd esta mezcla en tubos de centrifuga y se almacend a 4 grados
centigrados por un dfa, se centrifugd a 20 000 X g por 40 minutos, con una pipeta
Pasteur se removié la capa de fenol y se guardé el restante, para realizarr una
segunda extraccién,

5. Ala fase fendlica se adiciondron 5 volimenes de metanol + 1% de acetato de sodio,
se enfrié una noche a 4 grados centigrados para que precipitara el lipopolisacdarido,
se centrifugd a 20 000 X g por 20 minutos y se separd el paquete, posteriormente
se disolvié en un pequeno volumen de regulador tris salino sin fendl, y se dializé contra
regulador tris salino durante 24 horas.

6. Una vez que estivo completa la didlisis, se adiciondron 25 ug/ml de lisozima,
ribonucleasa y desoxirribonucleasa; se incubd por 6 horas a temperatura ambiente
con agitacién, y se adiciondron 50 ug/ml de proteinasa K, se incubd por 48 horas a
temperatura ambiente con agitacién, y se dializé contra solucién salina a 4 grados
centigrados.

11



7. Se realizd una centrifugacién baja (I0 OO0 X g a 4 grados centigrados por 15
minutos ) para remover los restos, y se efectud una centrifugacion a 100,000 X g por
18 horas a 4 grados centigrados, el sedimento con aspecto seroso éra el
lipopolisacarido liso, se eliminé el sobrenadante y se redisolvié en piridina 0.5 molary
4c. acético (I ml de cada uno en 250 ml de agua destilada, pH final 4.7 ).

8. Se pasd esta muestra a través de la columna de Sephadex G 50 usando para la
elucién el regulador piridin-Gc.acético, se concentraron y envasaron aquellas
fracciénes que diéron un indice de refraccién diferente ala del blanco (medido con
un refractémetro de Abbe ).

Para la estandarizacién de la Técnica DOT-ELISA, se probé lo siguiente:
|.- Diferentes tipos de reguladores (tris salino, boratos, fosfatos, acetatos, citratos,
carbonatos ).
2.- Tipos demembrana de nitrocelulosa de diferente porosidad (0.8,0.22 y 0.45
micrometros ).
.- Concentraciéon de suero.
- Concentracién de antigeno.
- Tipos de bloqueador.
- Diferentesdiluciones del conjugado anti-gamma globulina humana-peroxidasa
(1000, 1:12000, 113000, 1:4000 y 1:5000).
7.- Diferentes sustratos.

La técnica de DOT-ELISA en papel de nitrocelulosa es una modificacion al proce-
dimiento cldsico, y consiste en:

a) Sensibilizar las membranas con el regulador por un lapso de tiempo, transcurrido
éste se colocardn en papel secante hasta que estén completamente secas.

b) Ya secaslas membranas se procede a fijar a ellas el antigeno previamente diluido
en regulador y dejarlo un lapso de tiempo.

c) A continuacién se procede a bloquear las partes donde no se pegé el antigeno.

d) Una vez bloqueada, se procede a colocar la muestra diluida de suero e incubarla,
a continuacién realizar lavados.

e) Seguido de ésto, se procede a colocar el conjugado incubdndose determinado
tiempo y seguido de lavados.

f) Finalmente se coloca el sustrato, dejando que actle en la oscuridad, y la reaccion
se detiene con agua destilada posteriormente a la aparicién del color.
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En donde hay aparicién del color se considera como reaccionante é positiva
comparando éste color, con el desarrollado con los sueros controles. También se
pondrdn controles de antigeno y de regulador.

Por medio de las técnicas de microaglutinacién en tubo y con mercaptoetanol,
Rosa de Bengala, se seleccionaron los sueros, para ser utilizados en la técnicas de
DOT-ELISA.

Durante el desarrollo de la técnica se tomd una temperatura estdndar (37 grados
centigrados) y se realizé en agitacién. Para las incubaciones y lavados, se variaron
los tiempos para ver cual periodo se tomaria, siendo éstos ( 3 de 10 y de 5 minutos, 4
de 3 minutos y 5 de I minuto) para los lavados, y para las incubaciones de (5,10,15,30
y 60 minutos).



MATERIAL

MEDIO DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO CELULAR;
NaCll.5g, Baker

Casaminodcidos 2.5g, Difco

Medio para Antibioticos No.3 Difco 17,5g

Dextrosa 9.0g, Baker

Regulador TRIS salino
Fenol

Metanol

Centrifuga refrigerada
Refractémetro
Centrifuga clinica
Frascos semilla (80 ml)
Botellas Roux
Membrana de didlisis
Piridina

Ac. acético

Columna de Sephadex G 25-50
Tubos

ENZIMAS:

Lizosima Sigma
Ribonucleasa Sigma
Desoxirribonuclasa Sigma
Proteinasa K Sigma

DOT-ELISA

Reguladores:

NaCl 10 g
NaN, 0.2 g
TRIS SALINO TRIS 1.2g
Agua destilada 1000ml.
pH 7.5
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Ac.bdrico 0.618 g
BORATOS Tetraborato de sodio ©.953 g
NaCl 0.438¢g
Agua destilada IOOmI
pH 8.4

NaCl 8g
FOSFATOS KH,PO, O.2g
Na,HPO, 115 g
KCI 0O2g
Agua destilada I00O0OmI
pH 7.4

A) Ac. acético LIdml en I00OmI de H20

ACETATOS B) Acetato de sodio 5.44g en 200mI de H20
Medir de la A) 74ml y de la B) I76ml y aforar a 500ml con

agua destiiada
pH 3.0

Ac. citico O.51 g

CITRATOS Na,HPO, 0O.73g
Agua destilada I0Om

pH 5.0

Na,CO, 0I5g

CARBONATO NaHCO, 0.293g
Agua destilada 100ml
pH 8.6

Membrana:

De diferente porosidad 0.22 um., 0.8 um. y 0.45 um (Milipore) y 0.45um MSI.

Bloqueadores:
albdmina sérica humana 2%

leche descremada 12%
glicina 2%
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Conjugados:

Marca Sigma
Marca Cappel

Sustratos:

Perbxido de Hidrégeno con 4 cloro alfa Naftol
Peréxido de Hidrdégeno con 3 amino 9 etil carbazol

Lavados con:

Tween 20

MATERIAL:

Agitador

Probetas
Potenciémetro
Pipetas

Balanza Anglitica
Matraces

Balanza Granataria
Pipetas automaticas

ESTANDARIZACION DEL METODO DE DOT-ELISA

REGULADORES:

1.-Se probo primero el regulador de carbonatos (Na,CO,; NaHCO,, pH 8.6) en todo
el sistema, colocdndo una concentracién de antigeno de 1ug/ml, en los cuatro tipos
de membranas, usando como bloqueador glicina (2%), usdndo como conjugado el
de Sigma y como sustrato el 4 cloro alfa naftol, utilizando los cuatro tipos de
membranas y trabajando con suero control positivo y negativo.

2.-Se realizaron varios experimentos como el anterior en donde la variante a probar
en cada uno, solo fué el regulador, ( carbonatos, boratos, fosfatos, tris. )



SUSTRATOS

A continuacién se realizé todo el experimento anterior, tomando solamente como
variable al sustrato, utllizadndo el 3 amino ? etil carbazol.

CONJUGADOS

El sistema se desarrolld, variando los conjugados, pero sélo con 2 tipos de regulado-
res y un solo tipo de sustrato que fuéron los que mejor resultado diéron en los
experimentos anteriores, trabajandose de la siguiente manera:

Regulador Membranas

a) TBS los 4 tipos

b) PBS los 4 tipos 1
¢) TBS los 4 tipos 1
d) PBS los 4 tipos 1

BLOQUEADORES

Ag

Tug/mi

Conjugado

Sigma(1:3000)

Sigma

Cappel(1:20000)

Cappel

Sustrato

Carbazol
Carbazol
Carbazol
Carbazol

Siguiendola misma metodologia delsistema, se procedié a probarlos bloqueadores
que se tenian, utilizando las variantes siguientes.

Regulador Membranas Ag

a) PBS los 4 tipos
b) TBS los 4 tipos
c) PBS los 4 ftipos
d) TBS los 4 tipos
e) PBS los 4 tipos
f) TBS los 4 tipos

MEMBRANAS

Tug/mi
lug/ml
lug/ml
Tug/mi
Tug/mi
Tug/mi

Blogueador

Glicina 2%
Glicina 2%
Albumina2%
Albumina2%
Leche Desc.12%
Leche Desc.12%

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Conjugado Sustrato

carbazol
carbazol
carbazol
carbazol
carbazol
carbazol

La evaluacién de los diferentes tipos de membranas, se llevé acdbo utilizando las
variantes antes seleccionadas.

0.8 micrometros (um) ( millipore )
MEMBRANAS 0.22 micrometros (um) ( millipore )

0.45 micrometros (um) ( millipore )

0.45 micrometros (um) ( nucleopore)
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La membrana se seleccind a través del siguiente ensayo:

Regulador Membranas Ag Bloqueador Conjugado  Sustrato
a) TBS los 4 tipos lug/ml leche desc, Sigma carbazol
b) PBS los 4 tipos lug/ml leche desc. Sigma carbazol

TITULACION DEL ANTIGENO

Durante la estandarizacién de la técnica, cuando se probdron las diferentes
variables, se trabajé con una concentracién de antigeno de Tug/mil. Por lo cual se
procedié a realizar una titulacién del mismo para ver cual éra la concentracion que
mejor resultado daba en el sistema, para lo cual se realizéron diluciones del antigeno
para obtener las siguientes concentraciénes:

500, 200, 150, 100, 50, 20, 10, 5y 1 (ug/mi).

Efectuadaslas diluciones se procedié a probarlas en el sistema, se colocdron Sulde
la dilucién del antigeno en cada membranaq, realizando €sto con dos tipos de
reguladores, quedod el experimento de la siguiente manera:

Regulador Membrana Suero Bloqueador Conjugado Sustrato

a) PBS 22um controles leche d. Sigma carbazol
b) TBS .22um controles leche d. Sigma carbazol
SUEROS

Una vez que se tenian delimitadas las condiciones, se procedidé a redlizar la técnica
haciendo diluciones de los sueros controles ( 1:25, 1:50y 1:100). Se colocdron 5 ul de
la dilucién hecha de cada suero en su respectiva membrana, utilizando como
regulador el PBS y con las mismas variables seleccionadas.

Con los resultados obtenidos en la prueba anterior se procedidé a realizar lo
siguiente:

50 ul de cada suero control se descomplementd, por calentamiento a 56 grados
centigrados, por 20 minutos, se realizGron diluciones y se probaron.

En el siguiente experimento se procedié a descomplementar y centrifugar el suero
a 8000 rom por un tiempo de 6 minutos, después de ésto se realizaron las diluciones
correspondientes y se corriéron en el sistema.



Posteriormente se procedié a variar los tiempos de incubacién del suero con la
membrana, para lo cual sélo se centrifugaron los sueros ( sin descomplementarse por
considerarse innecesario), se les realizaron las diluciones y se les colocdron éul de
cada dilucién en el respectivo cuadro de la membrana, variando los sigulentes
tiempos 5, 10, 15, 20, 30 y 60 (minutos).

TITULACION DEL CONJUGADO

Se realizé una titulacién del conjugado para ver a que dilucién del conjugado daba
un mejor desarrollo de color que contrastdra en las membranas, para lo cual se
trabajdron en el sistema las siguientes diluciones.1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000 y
1:6000.
REDUCCION DE TIEMPOS

Una vez seleccionada la dilucién del conjugado a la cual habia contrastado mejor

en la membrana, se procedié a variar los tiempos de Incubacién del conjugado con

las membranas, para ver la variacién de coloracién respecto al tiempo, se seleccio-
naron los siguientes periodos 5, 10, 15, 30 y 60 (minutos).

Posteriormente se realizaron variaciones de tlempo en cuanto a los periodos de
lavado después de haber colocado la muestra del suero, siendo los siguientes:
3 lavados de 10 minutos cada uno
3 lavados de 5 minutos cada uno
4 lavados de 3 minutos cada uno

5lavados de 1 minuto cada uno



ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los resultados que se obtuvieron en este trabajo, se utilizd la estadistica
descriptiva.

Para la determinacién del titulo de significancia diagndstica para la prueba de
DOT-ELISA, se utilizGron las tablas de doble entrada, se selecciond como prueba
patrénla de ELISA (en placa); asitambién para obtenerla sensibilidad y especificidad
de los diferentes métodos, se utilizaron las mismas tablas, tomando de igual manera
a ELISA, como prueba patrén.

Esguematicamente consiste en lo siguiente:

+ - TOTAL
¥ A B
PRUERA
ESTUDIADA
4 D

TOTAL

A: Positivo a ambas pruebas.

B: Positivo a la prueba estudiada y negativo a ELISA.
C: Negativo a la prueba estudiada y positivo a ELISA.
D: Negativo a ambas pruebas.

A+B+C+D= NUmero total de sueros

A
Sensibilidad relativa: —— X100
A+C
D
Especificidad relativa: —— X100
B+D
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RESULTADOS

EJECUCION DE LA PRUEBA
( TECNICA ESTANDARIZADA )

Se cuadriculé (1x1 cm) la membrana de papel de nitrocelulosa ( Millipore 0.22um
) y se cort@ron tiras de (2.2 X8cm).

SENSIBILIZACION

Se sumergiéron esas tiras en regulador de PBS y se pusiéron en agitacién por 20
minutos, transcurrido ése tiempo se sacaron las tiras y se colocdaron sobre papel
secante y se dejaron hasta que se secdran.

ANTIGENO

Se colocdron las tiras en cajas de Petri. Se diluyd el antigeno a una concentracion
de 20 ug/ml, se marcaron las tiras y se procedié a colocar 8 ul del antigeno en cada
cuadro de la membrana, se taparon las cajas y se dejéron a temperatura ambiente
por un tlempo de 18 a 24 horas, con el fin de que se adsorbiera el antigeno al papel.

BLOQUEADOR

Se bloquearon las membranas, colocdndolas en cajas de Petri con suficiente
volimen de leche descremada al 12 %, de tal manera que se cubrieran bien las
membranas, se mantuviéron en agitacién a una temperatura de 37 grados centigra-
dos, por un tiempo de 2 horas, transcurrido ese periodo se realizdron 3 lavados de 10
minutos con PBS-T en agitacion a 37 grados centigrados. A continuacién se
colocaron las membranas sobre papel secante y se dejaron secair.

SUERO

Se colocdron las membranas en cdmara himeda y se realizron las diluciones del
suero con PBS-T( 1:40, 1:80, 1:160, 1:320y 1:640); antes de colocarla muestra del suero
enlamembrana, se colocdron 3ulde PBS-Ten cada cuadro, enseguida se colocdron
8 ul de la dilucién del suero, se dejaron en contacto sélo 5 minutos y se procedié a
realizar 4 lavados de 3 minutos con PBS-T en agitacién a 37 grados centigrados.
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CONJUGADO

Se colocaron las membranas en cajas de Petri y se les agregd el conjugado anti
gama globulina humana (SIGMA ) acoplada a peroxidasa diluido 1:4000 (preparado
al instante) con PBS-T. Se incubaron en agitacién a 37 grados centigrados, posterior
a ésto se realizdron 2 lavados de 10 minutos c/u con regulador PBS-Ty 2 lavados de
10 minutos con regulador PBS (sin tween), ambos en agitacién a 37 grados centigra-
dos.

SUSTRATO

Se colocaron lasmembranas en otra caja de Petri en contacto con el sustrato que
se prepard alinstante (6mg de 3 amino 9 etil carbazol disueltos en 1.25 de N-N dimetil
formamida, se agregan 25 mi de regulador de acetatos, se agregan 25 ul de perdxido
de hidrégeno al 30% y se homogeniza ) se agregd a las membranas en volimen
suficiente para que queddran bien empapadas dejdndose de 5 a 10 minutos, en
oscuridad y a 37 grados centigrados, procurando que no se empalmaran las
membranas, franscurrido ese tiempo se colocaron las membranas en una caja de
Petri con agua destilada para parar la reaccién (desarrollo de coloracién), posterior
a esto se colocaron en papel secante procurando que no se expusieran mucho.ala
luz.

Por ultimo se procedié a leer el titulo que presentaba el suero por la coloracion
desarrollada en la membrang, se anotd, las membranas ya secas se guardaron en
la obscuridad.

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA ESTANDARIZACION DE LA TECNICA
DOT-ELISA.

Los resultados que se obtuvieron, sefialaron que tanto con el regulador de carbo-
natos, como con el de boratos, no existi® desarrollo de color o mancha alguna,
contrario a lo que se observé con el regulador de Tris y con el de fosfatos, en donde
se observd una coloracién de color azul tenue sobre las membranas, cuando se utilizé
en el ensayo como sustrato el 4 cloro alfa naftol, lo mismo se realizé de igual manera,
cambiando el sustrato, por el 3 amino 9 etil carbazol, y se obtuvo lo siguiente.

Carbonatos 4 cloro naftol — No coloracién

Boratos 4 cloro naftol — No coloracién

Tris 4 cloro naftol —azul tenue (decoloran a las 24horas)
Fosfatos 4 cloro naftol — azul tenue '

Carbonatos Carbazol —— No coloraciéon

Boratos Carbazol —— No coloracién

Tris Carbazol —— color rojo

Fosfatos Carbazol —— color rojo
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Conrespecto alos conjugados se realizaron cuatro experimentos para seleccionar
el mejor:

Regulador Membranas Ag Conjugado Sustrato Resultado
(color)

a) TBS .8um millipore 20ug/mli SIGMA Carbazol no color
.22 millipore 20ug/ml SIGMA Carbazol tenue

.45 MSI 20ug/mi SIGMA Carbazol tenue

.45 nucleopore 20ug/mi SIGMA Carbazol tenue

b) La variante fué el conjugado, se trabajé el CAPPEL.
C) Se utilizé como regulador el PBS y como conjugado el SIGMA.
d) Se usd como regulador el PBS y el conjugado CAPPEL.

En el experimento a) se observé un desarrollo de color rojo tenue, con excepcion
de la membrana de .8um en donde no existié desarrollo de color.

Respecto al axperimento b) no hubo desarrollo de color en ninguna de las
membranas.

En elexperimento c) se presenté un desarrollo de coloracién tenue enla membrana
Nucleopore y una coloracién fuerte en las otras tres membranas.

En el d) se presentd un desarrollo de coloracidén muy tenue en los 4 tipos de
membranas.

De este ensayo se puede concluir que el conjugado SIGMA fue el que mejor se unid
al anticuerpo fijado en la membrana por lo que se desarroll® mejor color, en especial
cuando se realizé el ensayo con el regulador PBS, la coloracién presentada en las
membranas con el conjugado marca CAPPEL, desaparece al cabo de 24 horas.

De los bloqueadores probados, se descartd la albdmina y la glicing, ya que se
observd en las membranas una coloracién inespecifica donde no habia reaccién
antigeno-anticuerpo, encambio con laleche descremada nose observéla coloracién
inespecifica.

Respecto al soporte se descartd la membrana Nucleopore ya que no existié un
buen desarrolio de coloracién, de igualmanera se descartd la membrana .45 MS|, ya
que aungue en ésta se desarrollaba una buena coloracion, este tipo de soporte era
de importacién de ahi que se descartara, La membrana de .8um, aunque funciona-
ba bien, el tamano era reducido ademds de que era muy delgada lo que dificultaba
cortarla, por todo lo anterior se eligié para trabgajar, la membrana de milipore de
.22um, ya que aparte de que funcionaba muy bien, eramasgruesa y se contabacon
hojas de tamano grande.
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El ensayo de titulacién de antigeno, permitié seleccionar la minima concentracion
del antigeno, que al reaccionar con los anticuerpos de los pacientes produjeran una
coloracion visible y distinguible de la obtenida con sueros normales, se llevé acabo
con dos reguladores, el PBS y el TBS, se encontré que la concentracién Optima del
antigeno fué de 20ug/ml ya que con las concentraciones menores se obtenia una
coloracién tenue y con mayor concentracion hubo un desarrollo de color fuerte. De
los dos reguladores probados se aprecié mejor la coloracién en las membranas con
el PBS, por lo que se eligié para trabajar en el sistema.

Se observé que al variar los tiempos de lavados después de que se colocdba el
suero, no existié diferencia algdna en el desarrollo del color sobre la membrana,
aungue la coloracién se aprecié mejor con 4 lavados de 3 minutos, siendo ésta la
elegida, eliminandose mucho mejor la coloracion inespecifica.

Los 92 sueros que se obtuviéron de personas clinicamente sanas y que no cursaban
alguna infeccién, fuéron estudiados por las cuatro pruebas ( rosa de bengala,
microaglutinacién en placa, ELISA y DOT-ELISA ), y los resultados en todas ellas
resultaron negativos.

Posteriormente ya que se tenia estandarizada la técnica de DOT, se procedié a
estudiar 152 sueros de personas que llegaron para diagndéstico al laboratorio de
Brucelosis del INDRE, obteniendose los siguientes resultados.

No. de Negativos 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
sueros

152 4] 13 16 18 20 44

Para la evaluacién de la técnica de DOT, se procedié a analizar todos los sueros por
elmeétodo de ELISA en placa, se realizé una dilucién por abajo del tiitulo obtenido en
la prueba de DOT y dos diluciones por encima de ese fitulo, de la siguiente manera:

Titulo en Diluciones empleadas para ELISA
DOT

Negativos 1:40 1:80 1:160

1:40 1:40 1:80 1:160

1:80 1:40 1:80 1:160 1:320
1:160 1:80 1:160 1:320 1:640
1:320 1:160 1:320 1:640 1:1280
1:640 1:320 1:640 1:1280 1:2560
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La determinacién del valor de corte para la prueba de ELISA, se efectu6 conlos 92
sueros de las personas sanas, a los que se le realizaron las siguientes diluciénes: 1:40,
1:80 y 1:160; de ahi se fomé la dilucién 1:80, se calculd la media con los valores
obtenidos de todos los sueros y se le agregé 2 desviaciones estandar, resultando un
valor de corte de 0.26 de densidad éptica, lo que significd que todaslas diluciones de
los sueros que tuviéran un valor superior se considerarian positivos en la prueba de
ELISA.

Con el valor de corte obtenido para la prueba de ELISA, se procedié a comparar
los titulos de los sueros trabajados en DOT-ELISA, y se obtuvieron los siguientes
resultados ( TABLA 1).

La comparacién se realizé también para los sueros de individuos sanos y los sueros
positivos a Salmonella, los titulos obtenidos en la prueba de ELISA se muestran en la
(TABLA 2).

Se determiné la sensibilidad y especificidad para la técnica de DOT, rosa de
bengala y microaglutinacién en placa, (TABLAS A,B,C) para lo cual se tomé como
prueba patrén la de ELISA; a una dilucidn de 1:160, los resultados se  muestran en
la ( TABLA 3).

Se calculé también la reproducibilidad de la técnica, para lo cual se tomaron 50
sueros alazar de todala poblacién que se teniq, y se corriéron en dos distintos dias con
la prueba de DOT, para ver si los titulos se modificdban, donde solo 3 sueros
cambid@ron de titulo, observandose que el cambio fue de un solo titulo, por lo que se
obtlvo un 96% de reproducibilidad de la técnica, como se observa en la (tabla 4).

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos en 20 sueros positivos a
Salmonella que no presentaron reaccioén cruzadaq, ya que resultaron negativos a las
cuatro pruebas para Brucella.

Como se menciond al principio, la Unica prueba definitiva para el diagnédstico de
brucelosis es el aislamiento del agente etiolégico, por tal motivo se trabajaron 13
sueros de individuos con cultivo positivo a Brucella, se les realizGron las distintas
pruebas y se obfuviéron los resultados que se muestran en la tabla 6 .
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DISCUSION DE RESULTADOS

El antigeno utilizado en ésta técnica, fue obtenido a partir de la cepa M-16 de
Brucella melitensis por medio del método descrito por Cherwonogrodsky, este fue
purificado y utilizado, ya que se sabe que el lipopolisacdarido de las cepas lisas es uno
de los componentes antigénicos que participa de manera relevante en las pruebas
serolégicas usadas generalmente en el diagndstico de brucelosis. Alginos autores
(5.19.26,28,32,33,37) han utllizado diferentes tipos de antigenos en el sistema
inmunoenzimético como lo son: la célula completa, sonicados, proteinas y
lipopolisacaridos; sin embargo los resultados obtenidos en los diferentes sistemas no
son comparables.

Durante la estandarizacién de la técnica, al probarse los diferentes tipos de
membranas que se tenian, se observd que no en todas se desarrollaba una buena
coloracién, ademds de que al transcurrir el tiempo se desvanecia el color; la
membrana que se eligié para el desarrollo de la técnica fué la de 0.22um Millipore,
ya que con ésta se obtuvieron resultados favorables, aunque algunos autores
(2,28,32) no mencionan si durante la realizacién de sus trabajos probaron algun otro
tipo de de soporte (membrana), ellos solo mencionan la utilizacién de las membranas
de 0.45um (marca Millipore y la de Schieicher Schuell) con resultados adecuados
para ellos, ya que el color desarrollado depende de que se pegue adecuadamente
el antigeno a la membrana seleccionada.

La técnica de ELISA ha sido considerada muy eficiente al compararla con los
métodos tradicionales (18,27,34,36). Sin embargo las placas de poliestireno son
costosas y su utilizacion resulta muy engorrosa por el tiempo que requiere el lavado,
ademds que en muchos casos se observa un fondo muy elevado que interfiere con
lecturas posteriores, por otro lado se requiere de un lector especial para tenerun valor
cuantitativo de la reaccidn desarrollada. Afortunadamente existen otros tipos de
materiales que pueden servir de soporte para llevar acdbo la reaccién, entre ellos el
papel de nitrocelulosa. Ahi la reaccién final (positiva) se manifiesta en forma de una
mancha colorida sobre el papel, que puede ser vista a ojo desnudo (31), ademds de
ser una técnica sensible y especifica, superior a las técnicas convencionales.(4)

Al estandarizar la técnica de DOT-ELISA, se pudo observar que cuando los sueros
tenfan varios dias de haberse obtenido y se habian descongelado varias véces, al
trabajarlos en la técnica de DOT-ELISA, se observd la membrana que servia de testigo
de suero (membrana sin antigeno) y la membrana donde se colocdba la muestra de
suero presentaba una mancha debida a una coloracién inespecifica; ésto se
corroboré al probar varios sueros recientes que no habian sido descongelados; estos
se congelaron y descongelaron durante cinco dias y a diario se efectuaba la técnica
de DOT-ELISA, se observéd que conforme aumentdba el ndmero de descongeladas,
aumentabala coloraciéninespecifica enlasmembranas. Ademds se pudo constatar
que lossueros después de que se descongelaban por primera vez, sise centrifugdban
a 8000 rpm durante seis minutos, la coloracién inespecifica desaparecia en las
membranas, y gue sise utilizaban suerosrecién obtenidos y sin congelacién se podian
utilizar sin necesidad de centrifugarlos.
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Los sueros de personas clinicamente sanas, se utilizaron como controles negativos
en las pruebas de ELISA y DOT-ELISA, aunque estas personas no presentaban ningun
sintoma clinico, no se descarté la posbilidad de que tuviéran anticuerpos contra
algun componente de las brucelas, por lo que previo a su uso en las técnicas
inmunoenzimdaticas, se les realizaron las distintas pruebas serolégicas que se usan de
rutina para el diagnéstico de brucelosis, como lo fue rosa de bengala vy
microaglutinacién en placa, donde dossueros de la poblacion supuestamente sana,
aglutinaron con rosa de bengala, pero resultdron negativos a la otra prueba. Sin
embargo fueron descartados esos dos sueros, quedando solo 92. Cuando se estudia-
ron con la técnica de DOT-ELISA, todos salieron negativos ya que se observé una
ausencia de color sobre las membranas.

Se sabe que el azicar perosamina que forma la cadena "O" del lipopolisacdrido
de las brucelas, existe también en los lipopolisacdridos de algunas enterobacterias,
por lo que no seria dificil que se presentaran anticuerpos contra ese azdcar en
individuosinfectados con estos géneros (3, 11, 13, 24,25). Para descartar la posibilidad
de que se presentdran reacciénes cruzadas enla técnica de DOT-ELISA se obtuvieron
20 sueros con la caracteristica de ser serolégicamente positivos a Salmonella pero
negativos a Brucella; se eligid el género Salmonella, debido a que en nuestro pais es
muy frecuente la infeccién por este microorganismo, para tal efecto lossueros fueron
estudiados con las distintas pruebas seroldgicas para brucela. Como se describié en
resultados, todos los sueros saliéron negativos en dichas pruebas, mientras que en las
pruebas de aglutinacién con antigeno somdtico “O" y flagelar "H", se pudo observar
una gran variacion de titulos que presentaron estos sueros, por 1o que independien-
temente del titulo que presentaron, estos no dieron ningudn grado de positividad en
ninguna de las pruebas especificas para Brucella, asi como ningdn tipo de reaccién
cruzada en el sistema DOT-ELISA.

Para determinar el titulo que tuviéra significancia diagnéstica en la prueba de DOT-
ELISA, se utilizb como prueba patrdn la de ELISA en placa, ya que algunos autores
mencionan que es muy eficiente al compararla con otros métodos y ha sido
ampliamente estudiada y evaluada (4,23,28,36). Como ya se menciond en la
metodologia se realizaron tres diluciénes por arriba del titulo obtenido en la prueba
de DOT, y una dilucién por abajo de ese titulo, la coloracién desarrollada enla técnica
de ELISA, fue leida en un lector a 490nm de longitud de onda. Para la obtencién del
valor de significancia diagnéstica para la prueba de DOT-ELISA, se corrieron en la
técnica de ELISA en placa los 92 sueros de individuos clinicamente sanos. Para
determinar el valor de corte se tomdé la dilucidén 1:80, se obtuvola media delos valores
y sele agregé dos desviaciones estdndar, obteniéndose un valor de 0.26 de densidad
dptica, siendo éste el valor de corte, ya que el suero que tuviera una densidad épftica
de 0.26 6 mayor a este valor, serfa positivo, y por abajo de ese valor serfa negativo;
se tomé la dilucién de 1:80, ya que a diluciones mds bajas hubo mayor desarrollo de
coloracién inespecifica y a diluciones mayores la coloracién inespecifica se fué
disminuyendo, pero a la vez también se pondrian de manifiesto poca cantidad de
anticuerpos, ademds de que algunos autores que trabajan con la técnica de ELISA,
toman para la obtencidn de su valor de corte la dilucién 1:100, siendo esta diluciéon
mayor a la utilizada en este trabajo.
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En base al valor de corte obtenido, se encontrd que cuatio sueros de la poblacién
sana resultéron positivos ala dilucién 1:80en la prueba de ELISA, por lo que se decldid
tomarla dilucién 1:160 como la dilucién de valor de significancia diagnéstica parala
prueba de DOT-ELISA, ya que el titulo de 1:80, aun para técnicas como
microaglutinacién en placa no se considera positivo sino sospechoso, siendo ELISA
una técnica tan sensible deberian seleccionarse titulos mayores, sin embargo la
positividad nos indica que existen antficuerpos en esos individuos que resultdron
probablemente de infeccidnes subclinicas, ya que la persona pudo estar infectada
sin presentar sintoma alguano, é por la presencia de anticuerpos debidos a una
respuesta inmune humoral de memoria (que la persona estuvo infectada alguna vez
); y puesto que a la dilucién 1:160 de poblacidn sana no se detectd la presencia de
anticuerpos, se tomé esta como la dilucién de significancia diagnéstica para la
prueba de DOT-ELISA, los 88 sueros restantes de esta poblacién resultdron negativos.

Tomando como prueba patrén a ELISA en placa, se observd que la sensibilidad y
especificidad obtenida para los métodos de rutina fuéron diferentes. La confiabilidad
de la técnica, va a depender de la estrecha relacién que existe entre sensibilidad y
especificidad. En este trabajo se obtuvo una sensibllidad similar entre las pruebas de
DOT-ELISA y rosa de bengala conun 96.25% y 96.34% respectivamente. La sensibilidad
mds baja se obtuvo para la prueba de microaglutinacién en placa con un 60.75%.
Respecto a la especificidad obtenida, la mds alta fue para la prueba de
microaglutinaciénen placa con un 86.02%, siguiendole la de DOT-ELISA conun 84.78%
y la especificidad mds baja se obtlvo con la de rosa de bengala con un 67.77%. En
cuanto a la sensibilidad y especificidad encontrada para DOT-ELISA, cabe hacer
mencién que estos valores se obtuvieron al tomar la dilucién de 1:160, sin embargo
conforme se tomaba una dilucién mayor para efectuar el cdiculo los valores tanto de
sensibilidad como de especificidad iban aumentando; en trabajos realizados con
anterioridad con la técnica DOT-ELISA, se han probado sueros de animales, por
ejemplo Alonso y col. en 1990 trabajando con sueros de cercdos, encontraron en sus
trabajos la mayor correlacién entre sensibilidad y especificidad para DOT-ELISA, con
un 50%y 97% respectivamente, por otra parte en elmismo afo Rojasy col. trabajando
con sueros de ovinos obtuvieron una sensibilidad de 80.3% y una especificidad de
86.4% para DOT-ELISA, por su parte Mongini en ese mismo ano, tfrabajando con sueros
humanos, en la deteccién de anticuerpos de Brucella aborftus , menciona en su
trabajo que la técnica DOT-ELISA es sensible y especifica, sin hacer mencién de los
valores obtenidos; por lo que no se puede comparar la sensibilidad y especificidad
obtenida porlos otros autores conlos de este trabajo puesto que la prueba patrénque
ellos empledron fué la de fijacién de complemento y aqui se empleo ELISA en placa.
En este trabgjo la relacién porcentual mas estrecha entre los dos pardmetros se
obtuvo con la prueba DOT-ELISA ya que se obtuvo una sensibilidad de 96.25% y una
especificidad de 84.78%, lo que le confiere confiabilidad a la prueba.

Los resultados obtenidos al comparar las otras técnicas con la de ELISA, muestran
valores bajos. Definitivamente a pesar de que exista una correlacién entre los valores
obtenidos, no hay que olvidar que se trata de sistemas donde se utilizan antigenos
diferentes. En ELISA y DOT-ELISA se van a poner de manifiesto todos los anticuerpos
dirigidos contra el lipopolisacarido, mientras que en las reaccidnes de aglutinacién el
antigeno lo constituye la bacteria completa, por lo que se pondran de manifiesto
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anticuerpos dirigidos contra el lipopolisacarido y otros antigenos proteicos superficia-
les que sean capaces de aglutinar. Lo que explicaria los valores los valores obtenidos
al comparar los métodos enzimdaticos con las técnicas de rutina. Ademas de que las
pruebas de rosa de bengala y microaglutinacién en placa son métodos de diagnos-
tico rutinario que minimamente deberian realizarse en todo el pals y cuyo uso se
encuentra restringido a solo algunos laboratorios.

La reproducibilidad obtenida para la prueba DOT-ELISA fue de un 94%. Los 50 sueros
escogidos al azar de entre los que se habian probado solo en tres casos (6%)
cambiaron de titulo al probarse en dos distintos dias (2 dias de diferencia), siendo de
un titulo por arriba del obtenido en la primera vez. Por otro lado estos sueros que
cambiaron de ftitulo se consideraron negativos para la prueba de DOT-ELISA por
tener un titulo menor de 1:160. No se observé ningin cambio de titulo en lossuerosque
presentaban titulos mayores ¢ igual a 1:160; por lo anterior se considerd aceptable la
reproducibilidad de la técnica. En otros trabajos realizados, los autores no hacen
mencién de la reproducibilidad del método en dias consecutivos.

Al analizar el porcentdje de positividad de los sueros de pacientes trabajados con
las cuatrc pruebas diferentes (rosa de bengala, microaglutinacién en placa, DOT-
ELISA y ELISA) como se muestra en la tabla 7 se observd que 112 sueros resultaron
positivos a una o mds pruebas, de los cuales el 41.96% (47 sueros) resultaron positivos
a las cuatro pruebas, tomando en cuenta que los sueros se consideraron positivos si
presentaban titulos mayores ¢ igual a 1:160 en las pruebas de microaglutinacién en
placa, DOT-ELISA y ELISA, en tanto que para la prueba de rosa de bengala se
consideraron positivos si presentaban aglutinacion; este porcentaje se debe a quelas
pruebas poseen diferente sensibilidad y especificidad.

Cabe senalar que para la prueba de rosa de bengala se encontraron 13.39% (156
sueros) positivos exclusivamente a esta prueba pero con las demds técnicas dieron
titulos inferiores a 1:160 considerado como valor de positividad; probablemente esto
se debid a que los pacientes estaban en diferentes fases de la enfermedad al
momento de tomar la muestra, estos titulos bajos nos indican bajas cantidades de
anticuerpos aglutinantes que es caracteristico de periodos de recuperacién o de
estados crénicos de la enfermedad. En cuanto al porcentaje de positividad obtenida
en cada prueba (TABLA 8) el mayor fue para la prueba de rosa de bengala con un
96.4%, seguido de DOT-ELISA con 78.61%, microaglutinacién en placa con 75.0% y
ELISA con 70.5%. El mayor porcentaje obtenido en la prueba de rosa de bengala es
debido a sus caracteristicas en base a las que se ha considerado una prueba tamiz
cualitativa que detecta la presencia o ausencia de anticuerpos en los pacientes en
cualquier fase de la enfermedad. Por otro lado las pruebas enzimdéticas como lo son
ELISA y DOT-ELISA detectan en algunos casos mayor cantidad de sueros positivos o de
anticuerpos, y esto debido en gran parte a que poseen mayor sensibilidad, ya que
determinan anticuerpos blogueadores o incompletos, ademds de otros.
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CONCLUSIONES

1) e obtuvo 9.3g de lipopolisacarido extraido de la cepa
M-16 de Brucella melitensis, el cual fué semipurificado vy liofilizado.

2) Latécnica DOT-ELISA, se estandarizé utilizandose como antigeno, ellipopolisacarido
extraido.

3) En base a el estudio realizado en los tres diferentes grupos de sueros ( individuos
sanos, individuos con sinfomatologia compatible a brucelosis y individuos con
salmonelosis ), la técnica DOT-ELISA presento una sensibilidad de 96.25%, una
especificidad de 84.78% y una reproducibilidad de 94%.

4) En base a los resultados obtenidos, la técnica DOT-ELISA, puede ser empleada
como una opcién mds en el diagndstico de la brucelosis humana, ademds de que
resulta ser répida y confiable.
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TABLA 1. CORRELACION DE VALORES OBTENIDOS POR

LA TECNICA DE ELISA ¥ DOT-ELISA, EN
LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS
RNTI_Brucella.
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TABLA 2. RESULTADOS DE SUEROS DE POBLACION
SANA Y DE POSITIVOS A Salmonella
OBTENIDOS POR LAS TECNICAS ELISA

¥ DOT.

| _ !
oT NEGATIVO 1:48 1:88 1:168 j 1:320 |

ELISA

|

1:640

|
SALMONELLA 28 f

SANOS 87 S ‘




TABLA A. DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DEL METODO DE DOT-ELISA.

ELISA 1:1608

* = TOTAL
-+
7?7 14 91
DOT
ELISHA
1:168 - 3 78 81
TOTAL 8@ 92 172

TABLA A. SENSIBILIDAD 96 .25%
ESPECIFICIDAD 84 .78



TABLA B. DETERMINACION DE L& SENSIBILIDAD
Y ESPECIFICIDAD PARA EL METODO
ROSA DE BENGALA.

ELISA 1:160
+ - TOTAL
!. 1
ROSA + 79 | 29 ? 188
DE : i
| i
BENGALA e |
‘ l
3 61 ! 64
|
i
|
!
TOTAL 82 | 98 l 172

SENSIBILIDAD 68@3.75~

ESPECIFICIDAD 86 .82



TABLA C. DETERMINACION DE SENSIBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD
PARA EL METODO DE MICROAGLUTINACION EN PLACA.

ELISA 1:168@

-+ - TOTAL
+ ag 13 61
MICROAGLUTINACION
EN PLACA
1:160 - 31 8@ 111
TOTAL
79 93 172

TABLA C. SENMSIBILIDAD 6B.75%
ESPECIFICIDAD 86 .82«



TABLA 3. PORCENTAJES DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAL
OBTENIDOS EN LAS DISTINTAS PRUEBAS
CON RESPECTO A ELISA.

PRUEBA SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
SEROLOGICA RELATIUAR RELATIUAN

ROSA DE

96 .34~ 67 .77
BEMGALA
MICROAGLUTINACION
6B8.75% B6 .02~
EM PLACH
DOT
96 .25~ 8a.78~

ELISA




TABLA 4. REPRODUCIBILIDAD DE LA PRUEBA DOT-ELISA
NBTENIDA DE 5@ SUEROS DE INDIVIDUOS CON
SINTGMATOLOGIA CcOMPATIBLE CON

BRUCELOSIS.
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TABLA 5. RESULTADOS DE 2@ SUEROS POSITIVOS A Salmonella
AL ANALIZARLOS POR CUATRO METODOS.
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TABLA 6. RESULTADOS DE LOS SUEROS DE PACIENTES

CON CULTIVO POSITIVO A Brucerra
AL ESTUDIARLOS CON 4 PRUEBAS.
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TABLA 7. PORCENTAJE DE POSITIVIDAD OBTENIDA

AL ANALIZAR 112 SUEROS.
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TABLA 8. PORCENTAJE DE SUEROS QUE RESULTARON

POSITIVOS EN LAS CUARTRO PRUEBAS
ESTUDIADAS.

DOT
SUEROS ROSA DE A.P.
ELISA ELISA
BENGALA

Mo . b4 No 7~ Mo . b4 Mo . A

POSITIVUOS
108 96.a1| 84 7?5 88 78.61 29 7@.

rNEGnTIUOS
a 3.6 28 25 24 21.4a 33 29 ¢
TOTAL 112 100 |112 100 112 100 112 100
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