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DETECCION DE ANTICUERPOS EN SUERQ DE PACIENTES

CON BRUCELOSIS POR LA TECNICA DE ELIiSA.
l.- RESUMEN:

La brucelosis es una zoonosis muy importante que practicamente se halla
distribuida en todo el mundo, especialmente en palses en desarrollo, es causada por
bacterias del género Brucella que tienen como reservorio natural cabras, vacas, ovejas
y en general animales domésticos { Hernandez | 1996) ver tabia 1.

En México fa brucelosis continua siendo un problema de salud, que en palses
desarrollados ya ha sido controlado, la seroprevalencia de anticuerpos a nivel nacional
es de 3.42% en humanos y afecta anualmente a cerca del 8 % del ganado en el pais,
con las consiguientes pérdidas econdmicas para los productores y ademés de ser a de
una zoonosis muy seria con al rededor de 8,000 personas infectadas al afio
( Herandez 11996 ). Aunque se han identificado bien todos los elementos para el
control de la brucelosis en humanos, una de las principales limitantes para su total
erradicacién es la dificultad para lograr un diagnostico oportuno y confiable, ya que es
una enfermedad que clinicamente puéde ser confundida con muchas otras

{Hemandez | 1996 ).



En el presente trabajo se analizaron 107 sueros mediante el inmuncensayo de
ELISA para detectar anticuerpos anti Brucelfa tanto para Ig totales como para IgM,
IgG e IgA. De los cuales 14 son sueros de pacientes con brucelosis confirmada por
cultivo. Como testigos se estudiaron 85 individuos aparentemente sanocs y 8 casos
de cblera confirmados por cultivo. El antigeno utilizado es un extracto sonicado de B.
abortus %9s cepa lisa.

E! valor de corte en ELISA anti Brucella fue de 0.210 para Ig tot.,, 0.152 en
IgM,0.262 en IgG y 0.100 en IgA. Al evaluar las caracteristicas operativas del ELISA
anti Brucelia se encontré que :  La sensibilidad y especificidad cuando se buscaren
Ig totales fue de 92.86% y 97.65%, para IgM es de 57.14% y 92.94%, para IgG es de
92.86% y 96.47% y para IgA es de 100% y 98.82% respectivamente. Al contrastar
con las pruebas estédndares mediante e! estadistico de Kappa se encontr que el
mayor coeficiente de concordancia (k) fue de 0.96 entre 2-ME y ELISA para igG, de
0.92 entre AMPA y ELISA para Ig tot, con una «=0.05. En tanto que la concordancia
resultdé menor cuando se analizaron los difsrentes isotipos de anticuerpos.

Al evaluar ias cinéticas de los catorce pacientes con cultivo positivo a Brucella se
encontré que trece son de B. melitensis y uno a B, abortus, en ELISA se observa
que la respuesta inmune humoral hacia el antigeno de B, abortus es muy variable y
depende de cada paciente ya que esta enfermedad tiende fuertemente a evolucionar
a un proceso crénico, por lo que se mantienen los niveles de anticuerpos y

principalmente de lgG, por lo que se debe relacionar con signos y sintomas.



IHINTRODUCCION,

H.1Historia de Ia brucelosis,

Durante la guerra de Crimea ( 1854-1856 ) se observaron numerosos casos de
fiebres prolongadas que no podian compararse a las enfermedades entonces conocidas
por lo que se sospecho que se trataba de una enfermedad nueva. Esta sospecha se
confirmo con la aparicion de casos cada vez mas numerosos en los paiges
mediterraneos y particularmente en la ista de Malta. Sin embargo, en ia historia de Ia
medicina se considera que la brucelosis era conocida desde Hipéerates, (400 arlos a.c.)
pero las primeras descripciones de la enfermedad en casos clinicos, que se presenta
con claridad son las de Cleghorn (1751). En 1859 , Marston hizo estudios clinicos y
autopsias de casos de fiebres mediterréneas remitentes, presentando mas tarde en
1863 una descripcion detallada de la enfermedad tal como ocurria en Malta, la que fue
confirmada por ofros autores, no solamente en esa isla, sino en otras zonas,
considerandose desde entonces como padecimiento endémico caracteristico de los
paises bariados por et mediterraneo ( RuizM 1954 ).

El agente causal de la brucelosis fue descubierto por Bruce (1886), en el bazo de
personas fallecidas por esa infeccion. Mas tarde logré aislar la cepa de enfermos y pudo
demostrar la virulencia para el mono de! agente infeccioso, entonces llamado

Micrococcus melitensis ( Ruiz M 1954 ).



En 1897 Wright y Semple desarrolfaron un método de diagnéstico basado en la
propiedad aglutinante del suero sanguineo de enfermos, sobre cultivos de Microceccus
melitensis . Sin embargo transcurrleron casi 20 afios desde que se descubrié a
Brucella ( 1886 ) hasta que fue encontrada la forma en que el hombre adquiria la
infeccion { 1205 ) { Ruiz M 1954).

En 1905 Zammit informé haber encontrado anticuerpos aglutinantes en el suero
de cabras, lo que fue seguido del descubrimiento de Horrocks, con la presencia del
agente en ia leche y orina de estos animales. Se acepta que la brucelosis fue conocida
en Texas y en Nuevo México desde 1885 sin embargo los primeros casos fueron
estudiados por Craig en 1905, durante aigin tiempo se tuvo la idea de que se trataba de
un padecimiento exdtico introducido al importarse cabras de la isla de Malta.

En nuestro pals, el primer aislamiento del agente causal se logré en 1921 por
Placeres en Puebla, aportando las pruebas serolégicas y bacteriologicas necesarias
{ Ruiz M 1954),

En 1924 Ocaranza y Varela observaron un caso de brucelosis en el Distrito

Federal del que se aislo B. melitensis ( Ruiz M 1954).



Il.2 Que es la brucelosis.

La brucelosis es un problema de salud publica y de imporiancia econédmica
significativa. Es una infeccién del grupo de las zoonosis que afecta a una amplia
variedad de animales, tanto domésticos como silvesires y que en determinadas
circunstancias puede transmitirse al hombre.  Esta enfermedad es causada por
especies de bacterias del género Brucella, que inicialmente fueron descritas en los

animales que se mencionan en el siguienfe cuadro ( Hernéndez | 1996).

Tabla 1. Especie de Brucella y reservorio animal.

ESPECIES DE AISLADA
Brucella DE

B. meliftensis CABRAS

B. abortus VACAS

B. suls CERDOS
B. ovis OVEJAS
B. canis PERROS

B. neotomae ROEDORES

Sin embargo hoy sabemos que no son especificas de especie, por jo que una
mismo organismo de Brucella puede afectar a diferentes hospederos
(Herndndez | 1998),

10



En humanos sélo se han aislado en orden de importancia B. melitensis,
B. abortus, B. suls y B. canis. La enfermedad que provocan se identifica en el mundo

con diferentes nombres{ Ruiz M 1854):

- Enfermedad de Bang. - Fiebre Ondulante.

- Fiebre de Chipre. - Fiebre Recurrente.

- Fiebre Continua. - Fiebre Sudoral.

- Fiabre de Gibraitar. - Melitoccia.

- Fiebre de Malta. - Septicemia de Bruce.

- Fiebre del Mediterréneo - Septicemia melitensis.

- Fiebre del Rio Grande. - Tuberculosis Mediterranea.

1.3 Distribucidn geografica de Ia brucelosis.

La brucelosis se distribuye principalmente en paises en desarrollo, estadisticas de
fa FAQ en salud animal para 1882 reporta a 160 ciudades en el mundo con ganado
infectado con B. abortus, B, melitensis, B. sius y B. ovis (Matyas Z. y Fujikura T.
1987).

En nuestro pals ia brucelosis en humanos, estudiados por métodos serologicos,
se ha reportado en practicamente toda la Republica, sin embargo los estudios
bacteriolégicos s6lo se han realizado en los estados de Chihuahua , Nuevo Ledn,
Tamaulipas, Coahuila , Zacatecas, Jalisco , Guanajuato, Sonora, Querétaro,
Michoacan, Baja California y Puebla. Para 1997, la SSA reporta por entidad federativa

el nitmero de casos que aparecen en la Tabla 2.

i1



Tablz 2: Distribucién de la brucelosis en México.

Noiificacién de casos de Brucelosis hasta la semana 22,

Boletin de Epidemilogia SSA,

ESTADO 1986 1987+
Aguascalienies 1i =
Baja California 34 18
Baja Californla Sur - -
Campeche 4 1
Coahuila 3t 121
Cohma 7 2
Chiapas 11 4
Chihuahua 28 42
Distrito Federai 8 8
Durange 345 89
Guanajuato 763 408
Guerrerg 22 4
Hidalgo 7 20
Jalisco 128 56
México 130 6
Michoacdn 160 48
Morelos 18 5
Nayarit 41 13
Nuevo Ledn 3 69
Oaxata 13 2
Puebla 130 35
Querétaro a8 38
Quintana Roo [ 7
San Luis Potosi &0 28
Sinaloa 187 77
Soncra 127 45
Tabasco 1 11
Tamaulipas 130 29
Tlaxcala A5 5
Veracriz 95 e
Yucatdn 5 3
Zacatecas 82 51
Totat 3308 1272
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lit.- CLASIFICACION BACTERIOLOGICA DE Brucella :

Establecer una clasificacion con un criterio filogenético y sistematizado ha sido un
problema de enorme magnitud en general para todas las bacterias. Lo vasto y
diversificado de! grupo, no permite usar la mayoria de los criterios que han sido Utiles
para los grupos con organizacién eucaridtica. Asi ha sido necesario utilizar criterios
diferentes y métodos novedosos, especiaimente relacionados con  estructuras
moleculares. El concepto mismo de la especie es muy discutible en las bacterias y en
muchos casos se utiliza en forma arbitraria, siguiendo un criterio utilitario, debido a la
dificuitad de remarcar fos limites dentro de los cuales estd confinada una entidad
especifica ( Brucella ), ya que muchas caracteristicas van desapareciendo
graduaimente de unas cepas a otras, mientras que otras van apareciendo también en
forma gradual { Escobar A 1987).

Las brucelas se ubican de la forma siguiente:

REINO : Monera.
SUBREINQ : Bacteria.
ORDEN  : Eubacteriales
FAMILIA  : Brucellaceae.
GENERO : Brucella
ESPECIE : B. melitensis

B. abortus

B. suls

B. canis

B. ovis

B. neotomae

i3



IL1El genero Brucella.

E! género Brucella es un grupo de bacterias de las cuales los caracteres de
cultivo y seroldgicos se mezclan uno en oiro, de tal modo que para su identificacién por
especies, se deben realizar pruebas bioguimicas, metabdlicas e inmunol6gicas
( Cowan S 1985 ). Existen ocho biotipos de B. abortus cuatro de B. suis y res de
B. melitensis, las cuales pueden ser diferenciadas en formas lisas (8), Intermedias (1) y
rugosas (R) de todas ellas sélo las formas lisas son patbgenas . Son parasitos
intracelulares facultativos cuya morfologia son pequefios cocobacilos o bacilos cortos
(0.5a 0.7 pm) por (0.5 a 1.5 um} gram negativos, inmdviles, no esporuladoes, dispuestos
en pares y cadenas cortas, son aerobios pero para algunos biotipos su crecimiento esta
influido o depende de una atmésfera de CO; al 10%. No hay crecimiento en condiciones
estrictamente anaerbbicas. Los organismos crecen en Agar soya tripticaseina (TSA),
con un pH de 6.6 a 6.8 incubado a 37°C; su crecimiento es lento, y su cultivo puede ser
positivo hasta las seis semanas . En medio sélido, las colonias de Brucelfa crecen lisas,
esféricas, traslGcidas, de 2 a 7 mm de diémetro y de un color azul palido ¢ ambar,
B. canis y B. ovis crecen rugosas y algo gelatinosas, requiriendo en su primer
aislamiento una atmdsfera del 10% de CO; .(Cowan S.T.1885., Lépez A. 1991 y
Hernandez I. 1996 ). El aislamiento y la identificacién es primordial para el diagnéstico
de brucelosis, sin embargo esto no siempre es posible, siendo la proporcidn de cultivos
positivos del 20 al 25% cuando la muesira es hemocultivo y este porcentaje se
incrementa cuando la muesira es mielocuftivo. Dado que no es posible esperar el
tiempo que se requiere para lograr el aislamiento y que éste no siempre se logra, los
métodos indirectos son de gran utilidad cuando se han observado signos y sintomas

compatibles con brucelosis {(Hemandez L. 1996 ).



Las especies mayores de Brucellfa difieren en el grado de invasividad y
virulencia; la B. melitensis es la mas invasiva y produce la enfermedad més severg; la
B. suis es muy invasor y destructiva, produce enfermedad supurativa ; la B. abortus es
la menos invasiva y causa enfermedad moderada. A pesar de estas variaciones, la
patogénesis de la enfermedad es similar para las tres especies (Lépez A.

1991.,Gonzdlez S. y col. 1987 ).

.2 Estructura de la pared de Brucella.

La pared celular de la Brucella es caracteristica del grupo de las gram
negativos que basicamente estan constituidos por :
- Membrana plasmatica.
- Espacio periplasmico.
- Capa de peptidoglicana.
- Membrana Externa.
Esta lltima es la primera estructura que entra en contacto con el sistema inmune

del huésped en el momento de la infeccion (Lépez A 1991).



l Glicoproteina

Membrana
externa

Espacio
peripldsmico

Membrana
interna

TPro‘:el’na
interna

Figura 1 ; Pared de Brucelia.

La pared de la Brucella se diferencia de otras bacteria gram negativas por ser
mas resistentes a la accion de detergentes y también lo son a la polimixina B, a la

protedlisis por enzimas y a ia digestién por lisozima (Lépez A 1891).
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1.3 Composicién antigenica de la Brucella.

Varios componentes celuiares contribuyen a la sobrevivencia y antigenicidad del
géneto Brucella, pero no se ha llevado a cabo ia identificacién de la mayoria de ellos, la
investigacion de los componentes antigenicos se ha orientado principalmente al estudio
de la membrana externo ( Lopez A 1991).

El antigeno A es el principal determinante de superficie, tanto de B. abortus
como de B. suls y es un determinante secundario (2) en B. melitensis ; en cambio, el
anta’éeno M predomina en B. melitensis y es un predominante secundario {m) en las
otras especies. Este es el fundamento béasico para la produccién de antisueros utilizados
en la tipificacién de cepas ( Berman T y cols 1880) .

El lipopolisacarido (LPS) estd compuesto por una cadena polisacaridica o antigeno
“0" especifico, oligosacarido central y lipido "A” , siendo este lipopolisacarido de gran
valor en el diagndstico e identificacién sercolégica de las especies de Brucella ya que
contiene los determinantes antigenicos A y M. Este LPS, produce reaccién cruzada por
la presencia de perosamina ; que en B. abortus . es un homopolimero de unidades 4,6
didesoxi 4 formamido alfa -D manopiranoslt unidas por enlaces 1-2 y en B. melitensis
es un pentasacérido en donde cuatro unidades se unen por entace 1-2 y una unidad por
enlace 1-3 ( Cloeckaert A y ¢0l.1993).

En cepas lisas de bacterias como Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas,

Vibrio cholerae y Yersinia enterocolifica 0:¢ ademés de ser el principal antigeno de

supetficie ; es un antigeno inmunodominante ( Meyer E.M. y Cameron S.H. 1958 ), por
lo que los anticuerpos anti LPS son los primeros en aparecer después de la infeccidn

por Brucella (Lopez A 1991) .
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El polisacarido "B” que es un carbohidrato bajo en peso molecutar . Se obtiene
tanto de B. abortus como de B. Melitensis después de tratarlos con acido
tricloroacético; su importancia parece residir en la utifidad para distinguir animales
vacunados de infectados, se identifica como un polimero ciclico que contiene entre 17 y
24 residuos de glucosa. { Moreno y col.1987).

Las proteinas que contienen son del grupo 2 o porinas (35 a 40 KDa v del grupo
3 (25 & 30 KDa) (Verstreate D. 1982.,Cloeckaert y col 1990 ) .

La lipoprotelna ancla a la peptidoglicana con la membrana extema a través de un
enlace covalente parecido af que presenta E.cofi con la diferencia que en Brucella se
observa expuesia en la superficie celular por lo que es una molécula reconocida por el

sistema inmune (Lépez A 1891 ).
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IV.- PATOGENIA:

El periode de incubacién varia dependiendo de a virulencia de ia capa, via de
entrada, dosis infectante, estado nutricional, enfermedades concurrentes y el estado
inmunolégico del huésped. Las bacterias pasan rapidamente del sitio de entrada por
via linfatica a los nédulos linfaticos regionales en donde pare de las bacterias es
destruida y parte de elias alcanza sangre periférica unas cuantas horas después y son
fagocitadas por los leucocitos polimorfonucieares y monocitos, localizdndose
posteriormente en los érganos ricos en estas células del sistema reticuloendotelial
(higado, bazo, médula 6sea y rifién ). Los cocobacilos quedan en vacuolas fagocitadas
en los feucocitos y ahi se multiplican rapidamente; los leucocitos se rompen liberando
material antigénico, fo cual activa los mecanismos formadores de anticuerpos y por otro
lado, las células fagociticas del sistema reticuloendotelial ingieren las bacterias,
pudiendo persistir en este lugar semanas o meses. Las células invadidas tienden a
agruparse formando nédules, en los que aparecen células del epitelio y se rodean de
linfocitos formando lesiones granulomatosas con focos de necrosis central

{ Gonzalez y cols.1987).
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Las celulas necréticas pueden liberar bacterias en forma importante, que pueden
sobrepasar la capacidad fagocitica ocasionando sintomatclogfa. $i las bacterias no son
eliminadas por completo persisten pequefios focos de infeccion de localizacion
intracelular inaccesibles para los antibiéticos y los mecanismos de defensa celulares y
humorales, que pueden liberar organismos y endotoxinas a la circulacién en forma
periddica, o cual prolonga la sintomatologia y la enfermedad adquiere un carécter

crénico. (Gonzalez y col. 1987 . Lopez A 1991).

V.1 Tipos de brucelosis.

La brucelosis adopta principalmente dos formas, segiin su evolucién: brucelosis

aguda y brucelosis cronica,

Brucelosis Aguda.

Los signos y sintomas de la brucelosis aguda en los nifios son basicamente
iguales a los que se presentan en el adulto. El perfodo de incubacién es variable,
generalmente de dos a tres semanas, aunque puede prolongarse hasta tres meses(4 ).
En més de la mitad de los casos el establecimiento de la enfermedad es insidioso con

sintomatologia vaga y poco especifica ( Lopez A 1991).
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Brucelosis crénica ;

l.a frecuencia de la brucelosis cronica es dificil de precisar, ya que se debe
descartar iniciaimente que la evolucion sea debida a un tratamiento inadecuado. Se
considera crénica a esta enfermedad cuando los sintomas persisten por més de un afio.
Por lo general existe una historia recurrente en la que estadn involucrados cuatro
sintomas principales . decaimiento, cefalea, mioartralgias y diaforesis. E! decaimiento
puede ser moderadc o bien llegar a ser verdaderas crisis de depresion e histeria,
imposibilitando al paciente para realizar su trabajo cotidiano (Gonzalez y col. 1987

.Lopez A 1991).

V.2 Cuadro clinico y transmision de Brucelfa.
En el cuadro clinico para brucelosis humana los principales signos y sintomas

que se presentan son(Gonzalez 1991) :

Fiebre Ariralgias.

Calosfrio. Confusién mental,

Sudor. Insomnio.

Debilidad. Dolor abdominal.

Malestar general. Esplenomegalia.

Dolor de espaida. Hepatomegalia.

Cefalea. | Linfadenopatia cervical y axilar.
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ta enfermedad sin iratamiento puede durar algunas semanas © meses,
dependiendo de la gravedad ce los sintomas, el curso normal de la enfermedad es de
un paciente que presenta fiebre continua durante decs o tres semanas, la cual
desaparece espontaneamente permaneciendo asintomatico durante varios dias ;
posteriormente la fiebre reaparece junto con todos los sintomas, lo cual le confiere las
caracteristicas de fiebre ondulante o recurrente. (Lépez A 1991 ).

Los animales gue constituyen los mayores reservorios son las cabras, ovejas,
vacas, cerdos y perros, que ademas de padecer la enfermedad presentan lesiones en
6rganos, principalmente en tejido placentario, en donde su crecimiento esté favorecido
por la presencia abundante de eritritol, Constituyen la fuente directa o indirecta de
infeccién en humanos. Asi mismo las brucelas permanecen viables en agua hasta por
72 dias; sin embargo, su exposicion al sol reduce su supervivencia a unas cuantas
horas; en refrigeracién aumenta su sobrevivencia, por lo cual pueden mantenerse
viables en helados, mantequillas o quesos no pasteurizados ( Lopez A 1991, Hernandez
11986 ).

En México la principal via de entrada del agente etiolégico de ta brucelosis la
constituye el aparato digestivo, a través de la ingestion de leche y sus derivados,
contarninada; aunque también puede penetrar a través del contacto directo, la piel o
conjuntivas, 0 por via respiratoria mediante inhalacién, al manipular suspensiones de
brucelas vivas en el laboratorio y en personas en contacto con tejidos animales
contaminados (Hernéndez | 1996 ).

También pueden adquirirse a través de transfusiones de sangre, aunque estas

formas de transmisién son raras y poco importantes .
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Aunque la brucelosis ccurre todo el afio, es mas frecuente en los meses de
verano, y no se han descrito casos de infecciones congénitas (Lopez A 1991).

En México, mas del 80% de los casos son debidos a B. melitensis |a cepa
predominante. Se ha visto que los estudiantes y las amas de casa es la poblacién més

afectada,

CABRAS| g meptensis leche H OMBRE.
8. abortus sangre, placenta Ap. digestivo
- ' fetos aborlados | ————® Piel (escoriaciones)
orina Mucosas
CERDOS| B. sufs imhalacién

/

linfaticos _____ 4. CONDUCTO

regionales TORACICO
TRANSFUSIONES
COMPLICACIONES
Artritis
Osteomlelitis
Bronguitis
Meningitis
Nefritis ~ ~sf--| BRUCELOSIS| w———___ BACTEREMIA
Clstitis
Orquiepididimitls  Endotoxinas
E!ndocardm's Hipersensibilidad
epatitis tisular
Hiperesplenismo \ CRONIGIDAD <~ ___| f&%ﬂ"éﬁﬁ'&%
Y
MUERTE. Curacidn esponténea Recaldas frecuenies

Bebre ondulante o recurrente

Figura 2 ; Infeccién por Brucefla en humanos.

iV. 3 Métodos de diagnostico.

Las pruebas utitizadas en el diagndstico de brucelosis humana son :

- ROSA DE BENGALA. - MICROAGLUTINACION EN PLACA,
- PRUEBA DE COOMBS. - MICROAGLUTINACION CON 2-MERCAPTOETANOL.

- RADIOINMUNOENSAYO, - ELISA.
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ROSA DE BENGALA (RB).

Es un método de aglutiracidn rapido en placa, cualitativo, que ha reemplazado a
la prueba de Huddieson en el conjunto de las llamadas pruebas febriles. La prueba es
positiva cuando hay anticuerpos especificos de cualquiera de las clases IgM, 19G e IgA,
por o que es positiva desde el inicio de la sintomatologia. Se considera una prueba
tamiz. |
MICROAGLUTINACION EN PLACA (AMPA),

Es una prueba que determina anticuerpos igM, [lgG e IgA; se atribuyen
resultados negativos al fenémeno de prozona, que en realidad se presenta en un
porcentaje muy bajo de sueros. Un fitulo mayor ¢ igual a 1:80 se considera positivo,
MICROAGLUTINACION EN 2-MERCAPTOETANOL (2-ME).

Variante de la microagiutinacién en placa, emplea como agente reducior para
discciar la IgM, detectando solo IgG e IgA , valora a eficacia de ta quimioterapia ya que
paralela a a mejoria clinica se deben alcanzar valores negativos para considerar el
tratamiento adecuado.

RADIOINMUNOENSAYO (RIA).

Fue introducido en el diagnéstico de brucelosis por Parrat en 1977, El
radioinmunoensayo y fa inmunoflucrecencia indirecta no se usan debido a la dificultad
del empleo y los riesgos de radiacion e incluso de lecturas subjetivas como sucede en la
prueba de inmunoflucrecencia.

ENSAYQO INMUNOENZIMATICO (ELISA).

El ELISA es usadc para la cuantificacion de antigeno y anticuerpos. Fue

desarrollado por Engvall y Perimann(1971), observando que es una valiosa técnica por

ser altamente sensible en el diagndstico de diversas enfermedades.
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V.- INMUNOLOGIA DE Brucella,

Junto con los anticuerpos v la respuesta mediada por células, existen factores no
especificos que juegan un papel importanie en la primera linea de defensa de la
respuesta del huésped hacia Brucella. La resistencia natural estd mediada por el
sistema de complemento, factores sericos, leucocitos, Polimorfonucleares (PMN) y
macrofagos. B. aborfus es més suscepiible al efecto bactericida del suero humano
normal carente de anticuerpos anti Brucelfa , se ha encontrado que para que ocurra una
rapida y eficiente fagocitosis por los PMN se requiere que las brucelas sean opsonizadas

previamente, tanto cepas lisa como rugosas.

V.1 Respuesta celular.

La Brucella comdnmente llega por via digestiva debido a la ingestién de lacteos,
pasan por via linfitica a los ganglios regionales, luego a sangre periférica donde son
fagocitadas por polimorfonucleares, atraidos por quimiotaxis, la bacteria se opsoniza y
se adhiere a los receptores de la célula fagocitica favoreciendo la formacion del
fagosoma; se puede dar el caso que los polimorfonucleares permitan fa sobrevivencia y
crecimiento de la bacteria, ademds de fransportarla hacia 6rganos del sistema fagocitico
mononuciear . También puede sobrevivir en los macréfagos (Lépez A 1991 ),

La inmunidad protectora como en otros pardsitos intracelulares esta mediada por
macrifagos. En este proceso la participacion de los anticuerpos especificos quedo bien
establecida: las brucelas dentro del macréfago se facilita la fusidén fagosoma-lisosoma,
esta acfivacion es inducida por componentes como el LPS, La especificidad de la

inmunidad celular recae en los linfocitos T, CD 4+ y CDB+ { Lopez A 1991).
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El efecto protector més sobresaliente de los finfocitos T involucra la sintesis de
Linfocinas 1L-2 e interferén ; lo que incremente la actividad bacteriolitica de los

macréfagoes.

V.2 Respuesta humoral,

La respuesta de anticuerpos presenta una cinética clasica en la brucelosis
humana aguda ( Figura 3 ), los anticuerpos de la clase IgM aparecen después de la
primera semana de la infeccién y alcanzan su maximo nivel a las cuatro semanas. De
manera progresiva aparecen y se incrementan los anticuerpos IgG e IgA,
posteriormente disminuyen al iniciar el tratamiento hasta que préacticamente

desaparecen al cabo de algunas semanas ( Lépez A 1991, Hernéndez | 1996 ).

Hemocultives
10 positivos Exacervacion aguda
Anticuerpos
9
8
7
8 166G
g
5 g
4
3 \ No aglutinanate
2|
19G
1 ‘ﬂ\ IgA
: IgM
Agudo | Sub agudo | Crénico
0

I i
Figura 3 : Respuesta de anticuerpos en la bruceiosis(11 ).
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AR
3 V.- JUSTIFICACION:

Actualmente el diagnéstico serolégico se basa en las pruebas de aglutinacion que
en general son de baja sensibllidad, dado que Ia brucelosis presenta una fuerte
tendencia a desarroliar procesos cronicos es necesario reforzar el diagnéstico con una
prugba mas sensible: ELISA ( Sippel E y cois 1982).

Se sabe que la aglutinacién en microplaca estandar se debe a anticuerpos de las
clases IgM, igG e igA . Con fa microaglutinacién en 2-mercaptoetanol, se inactiva la IgM
y queda presente la agliutinacion de IgG y en menor proporcidn 1a de IgA. Asi mismo el
ELISA nos permite saber especificamente el tipo de anticuerpo presente en el suero
{Cuauhtécat! H 1989 vy Herndndez 1.1996).

Es necesario saber las caracteristicas operativas en ELISA como o es la
especificidad y sensibilidad de la prueba. Asi como sus ventajas en el diagndstico de

brucelosis humana.
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Vil.- ANTECEDENTES:

El ELISA es una técnica que se ha utilizado en anteriores trabajos para ia
bisqueda de anticuerpos de las clases IgM, 1gG, IgA anti Brucelfa en suero de
pacientes sospechosos.

Araj (1986) evalio un ELISA con un extracto de B. melitensis en pacientes con
brucelosis crénica y determinaron anticuerpos de las clases 1gG, IgM, e igA, en 173
pacientes que previamente se hablan probado por los métodos de aglutinacion rosa de
bengala, antigenode  B. abortus y B. melitensis. Se encontré que a un titulo mayor
o igual a 1:1600 para IgG se tiene una especificidad y sensibilidad det 88 % . En tanto
que para IgA con titulo mayor a 1:200 la sensibilidad es del 98 % y la especificidad es del
89 %.

Gazapo, Gonzélez, Subiza, Vaquero, Gil y de la Concha (1988) probaron un
ELISA con el lipopolisacarido de B. abortus en 52 sueros de pacientes con cultivo
positivo a Brucella, el seguimiento fue durante 13 meses, se encontrd un pico inicial en
29 pacientes (56%) en el que identificaron tanto, anticuerpos IgM como igG dentro de los
primeros dos meses y en los restantes 23 sueros (44%) se presentd otro pico en los
meses siguientes pero soio de 19G. Se muestra que el ELISA &s un excelente método

tanto para el diagnostico y ei seguimiento de pacientes con brucelosis.
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Ariza, Peliicer, Pallares, Gudiol, (1992) comparan los resultados de las técnicas
{agiutinacion en fubo, la prueba de Coombs vy el ELISA ) para la deteccidn de
anticuerpos anti Brucelfa. Estudiaron 761 muestras de suero de 75 pacientes con
brucelosis ademas se les practico cultivo, 61 pacientes (83%) fueron positives a
B, melitensis; en 1 para B. abortus y 13 fueron negativos. El antigeno es el
lipopolisacarido de B. abortus cepa 99s.  Los resultados muestran que en 63 casos la
tasa de persistencia de positividad de el ELISA seg(in el método Kaplan - Meier fue de
25% de positivos a IgM, 69% para IgA v 89% para IgG, en 12 pacientes se encontrd un
pico de lgA e I9G después de 12 meses, asi mismo los aitos titulos de anticuerpos en el
suero de los pacientes se debe principalmente a 1gG gue por si sola no es un buen
indicador de brucelosis cronica.

En el laboratorio de Brucelosis INDRE, Velazquez (1994) detecto anticuerpos en
suero de poblacién abierta en cualro estados de la Replblica Mexicana, Jalisco,
Guanajuato, Estado de México y Distritc Federal por ELISA con cuatro antigenos
solubles dos salinog obtenidos de B. abortus y B. Melitensis constituidos por proteinas
y dos lipopolisacaridos de cada una de las mismas especies. Se encontré gue no hay
una marcada respuesta de anticuerpos hacia cada uno de los cuatro antigenos ya que
fodos presentaron respuestas similares.  De un total de 2119 sueros, 1036 fueron
positivos a la técnica de microaglutinacidén en piaca, el 50% resultaron positivos a la
técnica de ELISA por io mencs a uno de los antigenos. Por estado, en Guanajuato,
aproximadamente el 40% dieron positivos tanto €n ELISA como en microaglutinacion, en
los estados de Jalisco, Distrito Federal y Estado de México, hubo aproximadamente 10%

mas de positivos a la técnica de ELISA.
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VHL- OBJETIVOS:

- Objetivo general.

- Establecer la eficacia diagnéstica de una ELISA para IgM, 1gG ¢ IgA utiizando un
antigeno soluble de B. abortus cepa 99s obtenido por sonicacion para diferenciar casos

de brucelosis aguda y crénica.

- Objetivos particuiares:

- Determinar la sensibilidad y especificidad en el método de ELISA para cada clase de
anticuerpo.

- Ver la correlacién que hay entre los datos obtenidos por los métodos de
microaglutinacion y el método de ELISA.

- Hacer una cinética de respuesta de anticuerpos totales y de las clases IgM, IgG, IgA

para cada paciente con brucelosis.
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IX.- MATERIAL Y METODOS.

El fundamento de la técnica (ELISA), se basa en la especificidad de las
reacciones antigeng-anticuerpo (Ag-Ac). En este trabajo se utiliza un antigeno
soluble de B. abortus 99s como marcador para la identificacién de anticuerpos anti
Brucella en el suero de seres humanos.

El analisis inmunoenzimético, se fundamenta en la propiedad de las enzimas
de ser conjugadas o unidas a anticuerpos en forma covalente, sin que el conjugado
resultante (antigeno-enzima o anticuerpo-enzima ) pierda sus caracteristicas de
reactividad inmunolégica o enzimatica, La caracteristica de las enzimas para
catalizar la conversién de un gran nimero de moléculas de sustrato, proporciona la

base para amplificar y detectar indirectamente una reaccién Ag-Ac Figura 7.

A Antigeno

Sustrato
Anticuerpo
del paciente
anti-Brucelia Producto
Anticuerpo

anti-lgG humana

@ Enzima M

Figura 7: Analisis Inmunoenziméatico indirecto en fase sélida.
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Sueros evaluados.

Se trabajaron fres grupcs de sueros humanos:
- Grupo | de sueros de pacientes Negativos a Brucelfa (n = 85),

Los sueros de individuos negativos a Brucefla fueron donados por el Banco
Central de Sangre del Centro Medico “La Raza” del IMSS. Son de individuos
aparentemente sanos, donadores de sangre. El 80% son hombres y el 20 % mujeres

de 18 a 50 afos de edad( ver tabla 3).

- Grupo (ll} de sueros de pacientes con serologia positiva y cultivo positivo a
Brucella, (n = 14)

Se tomaron sueros del laboratorio de brucelosis del INDRE de pacientes que
resultaron positivos a cultivo de Brucella de los cuaies 13 son de B. melitensisy 1 a
B. abortus, ademas tuvieron un seguimiento en su diagnostico serologico de rutina,
rosa de bengala (RB). aglutinacion estandar (AMPA), aglutinacién en presencia de
2-mercaptoetanc! (2-ME) y que por lo mencs se contara con tres muestras por
paciente. El 35.7% son hombres y el 64.3% son mujeres de entre 4 y 55 afios

{ ver tabla 4).

- Grupo il de sueros con Vibrio cholera. { n=8)
Son sueros de pacientes que fueron donados por el laboratorio de Produccién de

stieros del INDRE con cultivo positivo a Vibrio choleraf ver tabla 5).
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Antigeno.

Se trabajé con un antigeno soluble de B. abortus de fa cepa 99s obtenido por el
métode de Ruiz Castaiieda modificado, la obtencién del antigeno se llevé a cabo en el
laboratorio de brucelosis del INDRE.

Se descongeld un vial del cepario del Laboratorio de brucelosis con ia cepa de
B. abortus 99 s y se sembro en cajas petri en medio de agar soya biotriptasa, (TSA)
ai cabo de tres dias se observd la morfologia caracteristica de Brucella.

" Aglutinando con suero polivalente anti Brucelfa y acriflavina se confirmo gue
fuera la cepa de Brucella y que ésta se conservara lisa .

Se prepard una suspensién de brucelas con una concentracién de 10°
bacterias / mb que corresponde al tubo 4 del nefeldmetro de MacFarland y se
inocutaron botellas con medio TSA. Se dejaron crecer durante 48 horas a 37 °C.

Nuevamente se les realizé aglutinacion con suerc polivalente y acriflavina, se
desecharon las botellas donde la cepa dio acriflavina positivo que indica que es una
cepa rugosa, se cosecharon fas botellas con cepa lisa y se obtuvo una suspension de
bacterias de la que se sembraron en cuatro matraces de 1 L con caldo Brucella. Se
incubaron a 37°C en agitacién a 160 rpm, durante 48 h., postericrmente a este tiempo
se fija las bacterias con formol al 1 % durante 24 horas, a 4°C. Se centrifugaron las

bacterias a 4.8 x g y se desecho ei sobrenadante y se obtuvo el sedimento.
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Las bacterias se ajustaron a una concentracion al 20% en solucién salina y se
rompieron con ultrasonido a 4 Hertz durante 10 minutos efectivos en series de un
minuto sonicado y un minuto de descanso.

Se centrifuge el antigeno sonicado a 10,000 rpm 10 min y se retird el

precipitado, el sobrenadante es el antigeno soluble de B. abortus 99 s.

Tipo de placas.

Las placas que se utilizaron fueron de poliestirene Marca Corning cat. 25801 las
cuales son utilizadas en el INDRE en inmunoensayos de diagnéstico in vitro, presentan
una clara ¢ptica,  optima unién a proteinas y mantiene un fondo uniforme.

Para ia titulacion de los reactivos se seleccionaron sueros en ef laboratorio de
brucelosis que por las técnicas de rutina son fuertemente positivos( +++), sueros

positivos débiles ( +/- ), asl como negativos ( - ) al diagnostico de brucelosis.

Titulacién det antigeno.

Para elegir la concentracion optima de antigeno se disefio un experimento que
permitié analizar dos factores a la vez (concentracién de antigeno y dilucién de
conjugado) con tres concentraciones, para antigeno 2.5, 5 y 10 ug y dos diluciones

para conjugado 1:4000 y 1:6000. Con una dilucién fija de suero 1:400.
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CONCENTRACION DE Ag B. abortus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ! ] ] IConj 1:4000
B fanti Ig's
c I fl i
D
E ' onj 1:6000
S IOI=SIOI==I0I=
H I | | 1
| Ag 2.5 pg/Conj 1:4000
il Ag 5 ug/Conj 1:4000
il Ag 10 ug/Conj 1:4000
IV Ag 2.5 pg/Conj 1:6000
V  Ag5ug/Conj 1:6000
VI Ag 10 ug/Conj 1:6000
Fila A - Blancos Columna 1, 2, 5, 8, 9, 10, sin Antigeno
Fila B - Control positivo { +++) Columna 3. 4,7, 8, 11, 12, con Antigeno

Fila C - Control débil positivo { +-)
Fita D - Controt (- )

Fila E - Blancos

Fila F - Contro! positivo ( +++)
Fila G - Control débil positivo { +-)
Fila H - Control { - )

Figura 4 Disefio para la titulacién del antigeno de B. Abortus 99s
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Titulacion del conjugado.
A partir de que se fijo la dilucién de Ag en 5 g se procedid a titular e}

conjugado en un disefio que permitié analizar tres dilucionss.

CONCENTRACION DE Ag B.abortus 5 ug /mL

ggs123456789101112
onj IgA

A
A i)
c ! I n
D _+“_* S —
E onj igM
6 1. ©O) ()
H | |
I Conjugado 1:250 IgA
l  Conjugado1:500 igA
I Conjugado1:1000 igA
IV Conjugado1:250 IgM
V  Conjugado1:500 igM
VI Conjugado 1:1000 igM
Fiia A - Blancos Columna 1, 2, 5, 6, 8, 10, sin Antigeno
Fila B - Control positivo ( ++4) Columna 3. 4, 7, 8, 11, 12, con Antigeno

Fila C - Control débil positivo { +-)
Fila D - Control (- )

Fila E - Blancos

Fila F - Control positivo { +++)
Fila G - Control débil positivo ( +-)
Fila H - Control (-)

Figura 5: Disefto para la titulacién de IgA e Igh.
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Con el mismo disefio se titulo los conjugados de IgG y anti gamaglobulinas

totales.

CONCENTRACION DE Ag B. abortus 5 pug /mL

A l I ’ IConj IgG
A=l () w)
D A e ——— +_ PRy
E I' onj Ig tot
A )
v v v
e (Wi ) (v
H 4—
I Conjugado 1:7,000 igG
I Conjugado 1:8,000 igG
il Conjugado 1:10,000 IgG
IV Conjugado 1:4000 Ig tot
V  Conjugado 1:5000 ig tot
VI  Conjugado 1:6000 Ig tot
Fila A - Blancos Columna 1, 2, 5, 6, 9, 10, sin Antigeno
Fita B - Control positivo { +++) Columna 3. 4, 7, 8, 11, 12, con Antigeno

Fila C - Controi déhil positivo ( +-)
Fila D - Confrol ( -)

Fila E - Blancos

Fita F - Control positivo { +++)
Fita G - Control débil positivo ( +-)
Fiia H - Control {-)

Figura 6 Disefio para ia titulacion de IgG e Ig tot.
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Sensibilizacién.
En las placas Corning e colocaron 100ul de amortiguador de boratos pH 8.4
con antigeno soluble de B. aborfus . 99s a una concentracién de Sug/mi.. incubando

durante 18 h a 4 °C. En seguida se hicieron tres lavados con PBS Tween 20.

Bloqueo.

Para bloquear las placas se utilizé leche Svelty al 2 % en amortiguador de
fosfatos- Tween 20 ( PBS-T), en cada pozo se colocaron 2004l de esta solucién, se
incubaron durante 1 h, a 37 °C con la finalidad de eliminar al maximo las reacciones

inespecificas. Al finalizar el tiempo se lavaron tres veces con PBS -Twenn 20.

Adicién del suero.
A los sueros se les hizo una dilucién 1 :400 en PBS-T . De esta dilucidn se
colocaron 100 pl a cada uno de los pozos, incubando 1 h a 37°C lavandose tres

vecescon PBS - T.
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Adicion del conjugado.
La concentracién optima de antigeno para la sensibilizacién de las placas fue
de 5ug, con esta concentracidn se titularon los diversos conjugados y se eligié la

dilucién respectivamente :

- Anti- Ig totales 1: 5000,
- Anti- IgG 1 :10,000.
- Anti- IgM 1:250,

- Anti- IgA 1:250.

A esia concentracion de antigeno y de los conjugados et ensayo es estable, se
observa el menor coeficiente de variacion y los valores de absorbancia para el control
positivo son cercanos a 1 de D.0O., lo que indica que hay una buena correlacion entre
la concentracién del anticuerpo y la absorbancia.

Se adicion6é a cada pozo 100 pL de cada dilucién del conjugado dejandose

reaccionar por 1 h a 37°C. Se lavaron las placas tres veces con PBS - T.

Adicién del sustrato.

E! sustrato utilizado fue peréxido de hidrégeno y ortofenilén diamina en
amortiguador de PBS-T a pH 7.4, preparado en las siguientes cantidades : por cada
25 mL de amortiguador de fosfatos , se colocaron 10 pL de peréxido de hidrogeno y
10 mg de ortofeniléndiamina . Esta solucién se prepard en el momento en que ibé a

ser utilizada.
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A cada pozo se le colocaron 100 uL de esta solucién, dejandose reaccionar por
20 minutos a 37 °C en la obscuridad. Transcurrido el tiempo se pard la reaccién

adicionande 50uk de acido sulfirico 4 N en cada pozo.

Lectura.
Se realizd inmediatamente después de parar la reaccién en un lector de ELISA

( Multiscan Plus) a una longitud de onda de 492 nm.

Valor de Corte.

El punto de corte se determiné mediante la caracteristica de operacién
receptora o curva ROC, en esta curva mieniras mds se aproxima a la esquina
superior izquierda del gréfico, mas precisa es la prueba debido a que la tasa de
verdaderos positivos es 1 y la tasa de falsos positivos es cero { Navarro F 1988 ).

Para Ig tot es de 0.210, el de IgM 0.152, para IgG 0.262 y para IgA 0.1 de
densidad éptica medida a 490 nm an lector de ELISA. En las siguientes graficos se

observa en donde cruza el valor de corte en las fres poblaciones de sueros.
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Figura 8: Punto de corte para Inmunoglobulinas totales.
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Figura 9; Punto de corte para IgM.
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X - RESULTADOS;

En las siguientes tablas (3) se muestran los valores promedio obtenides de las

poblaciones bajo estudio mediante las técnicas tanto de aglutinacién como de ELISA

para la deteccién de las diferentes clases de anticuerpos anti Brucelia, éstos valores

son expresados como densidad optica de la intensidad de respuesta inmune humoral

hacia antigenos del extracto soluble de Brucella,

Tabla 3 Grupo 1, Individuos aparentemente

[MUESTRA_[RB AMPA__|2-ME__ |ioS IgM 9 JioA
14635 NEGATIVO 0 0 0127 0.049 0.235 0,006
14637 POSITIVO 0 0 0.081 0.045 0184 0.000
14639 NEGATIVO 0 g 0.053 0023 0.111 0.000
14640 NEGATIVO 0 0 0.185 0.088 0.283 0.011
49870 NEGATIVO 0 Q 0.108 0.000 0.062 0.000
48971 NEGATIVO 0 0 0.028 0.000 0.112 0.000
73141 NEGATIVO _ 0 0 0.151 0.099 0.077 0.000
73145 NEGATIVO 0 0 0.647 0.078 0.049 0.014
73148 NEGATIVO 0 0 0.105 0.040 0,000 0.009
73150 NEGATIVO 0 0 0.100 0.007 0.243 0.007
73152 NEGATIVO 0 0 0.057 0.014 0,130 0.013
73171 NEGATIVO 0 0 0,082 0.051 0.000 0.002
73172 NEGATIVO 0 0 0.010 0.0i0 0.054 0.023 |
73173 NEGATIVO g Q 0.018 0.000 0.093 0.000
73174 NEGATIVO 0 0 0.027 0.000 0.095 0.000
73175 POSITIVO 40 g 0.202 0.192 0.263 0.002
73178 NEGATIVO o 0 0.018 0.000 0.095 0.000
73178 NEGATIVO 0 t] 0.039 0.012 0096 0.000
82652 NEGATIVO ] g 0.069 0.031 0.148 0.000
82654 NEGATIVO 0 0 0.072 0.059 0146 0.000
82656 NEGATIVO 0 0 0.027 0.000 0.125 0.000
82657 NEGATIVO 0 0 0.236 0.078 0383 0.079
82658 NEGATIVO 0 0 D.034 0.000 0.177 0.000
82659 FOSITIVO 0 0 0.101 0.092 0.216 0.000
82660 NEGATIVO 0 0 0.072 | 0047 0.016 0.047
82758 NEGATIVQ o 0 0.045 0.000 0.088 0.000
82780 NEGATIVO 0 0 0.076 0.048 0.088 0.0ig
82761 NEGATIVO 0 0 0.064 0.017 0.081 0.000
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Tabla 3 Continuacién: Grupo 1, Individuos aparentemente

MUESTRA_[RB AMPA__12-ME __{las Tigh 1iaG Ty
B2762 | NEGATIVO 0 0 0079 | 0043 | 0066 0.040
B2763 POSITIVO D 0 0.031 0.005_| _0.045 0.001
82764 | NEGATIVO 0 0 0024 | 0000 | 0053 0.000
82766 | NEGATIVO 0 0 0000 | 0000 ] 0094 0.000
B2767__| NEGATIVO 0 0 0.059 | 0016 | 0.145 0.000
B2768_ | NEGATIVO 0 g 0.131 0.000 0.130 0.000
82770__| NEGATIVO 0 0 0024 | 0008 | 0.094 0.003
82771 __| NEGATIVO 0 0 0.000_1| 0000 | 0083 0.000
82772 | NEGATIVO 0 0 0043 | 0000 | 0.148 0,000
82773 | NEGATIVO 0 0 0113 | ©.019 0.098 0.045
B2774 | NEGATIVO 0 0 0000 | 0000 | o0.127 0.000
82790__| NEGATIVO 0 0 0028 | 0009 | 0.023 0.0p0
82791 POSITIVO 0 0 0038 | 0000 1 0008 0.000
82792 | NEGATIVO 0 0 0077 | 00481 _0.139 0.000
82793 | NEGATIVO 0 0 0.000_|_0.021 0.001 0.000
82794 | POSITIVO 0 0 0,092 | 0.021 0.108 0.003
82795 __| NEGATIVO 0 0 0033 | 0000 | 0041 0,004
82796 | NEGATINVO 0 0 0.016_ | 0001 0.037 0.011
B2797 | NEGATIVO 0 0 0099 | 0022 | 0094 0.006
82798 | NEGATIVO 0 0 0.024 | 0000 | 0091 0.000
82799 | NEGATIVO 0 0 0103 | _0.038 0.085 0.000
82816} NEGATIVO 0 0 0138 | 0019 | 0293 0.018
82817 POSITIVO 0 0 0.051 0018 ] 0079 0.009
82818 | NEGATIVO 0 0 0135 | 0004 | 0.134 0.003
82819 | NEGATIVO C 0 0052 1 0028 1 0058 D.000
82621 | NEGATIVO ) 0 0039 | 0000 ] 0.050 0.000
82822 | NEGATIVO 0 0 0042 | 0019 | 01189 0.021
82823 ] NEGATIVO 0 0 0.017 | 0.000 | 0.000 ] 0000
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Tabla 3 Continuacién: Grupo 1, Individuos aparentemente

MUESTRA _IRB AMPA . [2-ME__ ligs M ['sG
82624 | NEGATNVO ] O 0 0043 1 0000 | 0484 1 0014
82825__| NEGATNO | 0 0 0.000_1 0012 | 0000 | 0000
82843 ] NEGATVO | 0 0 0011 | 0000 ] 0002 1. 0000
82844 | NEGATNO | O 0 0.015_1_0016 | 0037 | 0.000
82845 |_POSITIVO 0 0 0107 1 0042 | 0135 1 0015
82846 | NEGATWO | O 0 0.074 1 0033|0458 | G012
82847 | NEGATVO | © 0 0.160_1 0019 | 0147 | 0000
87849 | NEGATNO | O 0 0.048_{_ 0076 ] 0063 Y 0000
82850 | NEGATNO | 0 ) 0.000_]_0000 | 0033 I 0.000
82851 | NEGATNO | © 0 0139|0083 | 0410 | 0015
82852 | NEGATNO | 0 0 0.008_1 0000 | 0038 | 0003
83041 | NEGATNO | © 0 0.053_1 0066 | 0088 | 0000
83042__| NEGATVO |0 0 0.042 10023 | 0040 | 0000
83043__| NEGATIVO | O 0 0.035_|_ 0000 | 0000 | 0000
83044 | NEGATNO | O 0 0127 1 0022 | 0278 | 0.006
83046 | NEGATVO | O 0 0.019_|_ 0000 | 0091 | 0000
83047 | NEGATNO | O 0 0.032_1 0015 | 0083 | 0025
83048__| POSIIVO ) 0 0409 | 0133 | 002t ] 0014
83049__| NEGATNG | 0 0 0.011 | 0032 | 0003 | 0000
63052 | NEGATVO | 0 0 0.012_|_0.000 | 0000 | 0.000
83053 | NEGATVO | 0O 0 0.005_1_0000_| 0004 | 0000
83054 | NEGATVO | 0 0 0.038_|_0.063_| 0000 | 0000
83055 | NEGATIVO | O ) 0.056 | 0014 | 0134 | 0006
83056 | NEGATVO | O 0 0.000_|. 0018 | 0008 | 0000
63057 | NEGATVO | O 0 0.080_]. 0000 | 0209 | 0010
B3058 | NEGATVO | O 0 0.000 | 0.000 | 0000 | 0000
83050 | NEGATIVO | _ O 0 0.037 | 0000 | 0083 | 0000
83063 | NEGATNO | © 0 0007 | 0000 | 0016 | 0000
83065 | NEGATVO | _ O 0 0077 | _0.052 | 0038 | 0.000
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La tabla { 4 ) presentz los resultados de las técnicas de Rosa de Bengala,
Aglutinacién estandar de B. abortus, Aglutinacién en presencia de 2-ME y ELISA,
para los casos de brucelosis. En cada caso se realizé un seguimiento.

Tabla 4: Grupo 2, casos de pacientes con brucelosis.

CASO1 BIR

SEXO  FEMENINO * Cultivo de

EDAD 38 AROS B. melitensis 1

MES RB AMPA 12-ME]lgS  ligM JigG KA
0 lrosimvo 840l 160}0.386 |0.349 |n.428  Jo.427
1 |eosmvo 80] 40]o0.245 to.0s9 (0449 [o.078
2 [rosiTivo g0]  20]0.060 j0.013 ]0.180 l0.084
3 |lposimivo 40| 20l0.080 {0.038 [0.195 [0.085
4 |posTivo 20]  olo.ooo jo.039f0.190 (0.014

CASO2 ADP

SEXO  FEMENINO * Cultivo dle

EDAD 26 ANOS B. meiitensis 1

MES RB AMPA 2-MEI!gS g [1gG igA
0 Jrosimive | 1280F  80l0.320 Jo.204 0415 |o.087
1 POSITIVO 80 40}0.077 0.056 [0.212 __10.000
2 [rosimivo 40] 20fo.147 Jo.o76 [o.308  [0.002

CASO3 ARG

SEXO MASCULINO * Cultivo de

EDAD 25 ANOS B. melitensis 1

[MES RB AMPA [2-ME[liS  ligM_ llaG A
*0  Jrositivo 80l 40jo.eos logto tosds [0.359
1 JrosiTivo 840! 80j0.209 Jo.073 o357 |0.079
2 jposmivo 40l olo2es jo.084 ko478 {0.060
3 |rosmivo 40] 2010245 Jo.085 Jo.522  10.061

CASO4 JGS

SEXO  FEMENINO * Cultivo de

EDAD 44 AROS 8. melitensis 1

[MES ___{RB AMPA [2.MEfnS_ [gM  ligG  HigA

0 lPOSITIVO 840]  80{0.416 {0.425}0.557 10.420
POSITIVO 180;  80/0.203 10.136 ]10.404 [0.169
POSITIVOD 801 40]{0.188 [0.084 {0.414 10.138
POSITIVO 80] 40[0.218 10.092 10.449 [0.155
FOSITIVO 1601  20{0.002 10.048 [0.238 0.070

E% (A0 MY B
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En todos los casos la primera muestra tuvo resultado positivo para el
hemocultivo, Sélo en los casos 5y 13 se obluvo un cultivo positivo en una muestra
posterior.

Tabla 4 Continuacién: Grupo 2, casos de pacientes con

CASOS CCL
SEXO  FEMENINO * Cuitivo de

EDAD 10 ANOS B. melitensis 1
MES (R AMPATZ-MENRS flaM oG oA

0 |PosiTiVO 2560] 128011931 [2.332 |0828 16 407
1 POSITIVO 320] 16011406 {1.000 10793 10.157

2 |posmive 80 4ofo.728 lo1e4]0528 o.108
*3 _ lposmivo go] 4o|o.do0 lo.159 Jo2g0  Jo207
4 lposimivo g0l 80j0.116 0.000 |0.1168 _ {0016
5 [POSITIVO 80f 40l0.205 Jo.000 [0.279  }0.029

CASOS MCMP

SEXO  FEMENINA * Cultivo de

EDAD  35AROS B. melitensis 1

MES _|RB AMPA I2-MEflgS  figM TlaG _ lloA
*0 lrosmvo | 320] 160l 0.20slooce] e29tl 0337
1__lrosiive | 1eof 8ol o0.583]o.020] o7s0f 0337
2 |poaimivo sof 40| 0216]0.000] 0518 0101
3 lposrivo 80| 4o} 0.280j0.000] 0595] 0127
4 POSITIVO so] sol 1046f0150] 0419] 1800

CASO7 EBA

SEXC  MASCULINO * Cultivo de

EDAD  45ANOS B. melitonsis 1

ME! RB AMPA 12-ME Hig§  {laM  ligG igA

g JrosiTivo | 1280] 320] 1.178;1.475] 085761 0923
1 lrogsimvo | 1280 1280 19250 2.309] G.745] 1269
*2  {pasimive 160] 40} 0.525] 0.208] ©0.742] 0.344
3 lrosimivo aol 2ol azesl 0.112]  0522] 0122
4 |posmvo 80| 0} 0183l 0.060] 0.39¢] 0035
5 |NEGATIVO 0 o] 0.055] 0.031] 0164] 0037

CASOE GCH

SEXO  MASCULINO * Cuftivo de

EDAD 30 ANOS B. melitensis 1

IMES RB AMPA [2.ME{lgS _ lioM _ligG IgA
0 leosiTivo 80| eolo43s loooo lose4 19097
1___irositive a0l 40]o.294 {0000 |o.452  J0.031
2 lresTIvVe 80| 4olo.229 lo.0o0 lo.4sg  lo.0og

3 POSITIVO 401 2010.241 j0.000 Jo487  J0.014

49



Tabla 4 Continuacion:Grupo 2, casos de pacientes con brucelosis

CASCS DSC _
SEXO FEMENINO . * Cultivo de '
EDAD  12AR0S B. melitensis 1
IMES RB AMPA [2-MEligS  figM  1loG _ ligA .
*@_ PosITIVO 80} 8010927 10.009{0.750 ]6.153
1 PRSITIVO B0} 40|0.941 [0.012 [0.758 10.134
2 (PosITVO 401 40l0360 10017 10516 lop4s
3 IPOSITIVO 40! 2olo.170 10.000 10.351  {o.021
4 POSITIVO 20 olo.035 |0.000 [0.072 |0.015
CASC 10 RMA
SEXC MASCULINO *Gultivo de
EDAD 28 AROS B. melitensis 1
IMES RB AMPA 12-ME HgS __ ligh _ HiaG IgA
*q lrositivo 160} 80[0.683 10.67 10565 10.073
1 POSITIVG 80] 80j0s522 10.02 ]0.5135 10.0445
2 POSITIVO 40] 20{0.381 loo1 103585 10.0115
3__ JnEcATIVO 0 010,222 l0.02 |0276 j0.044
4 NEGATIVO 0 olo.353 f003 jo3ez loz0z |
5  INGATIVO 0 0]0.418 |0.02 10.3755 [0.087

CASO 11 VMDP

SEXO MASCULIND * Cultivo de

EDAD 55 AROS B. melftensis 1

MES RB AMPA 12-ME {igS IgM |G igA
*0 jPOSITIVO 320] 16010 Q052 o502 1029
1 POSITIVE 180 16010.434 10.000 10.400 |0.256
2 POSITIVO 80! 4010.393 10.603 10485 10.133
3 PESITIVO BG 4010.459 10.007 {0.428 ]0.131

CASO 12 JHM

SEXO FEMENINO * Cultivo de

EDAD 4 AROS B. melitensis 1

MES RB AMPA 12.ME|IgS  JiaM  linG laA

*0 _ [POSITIVO 320) 32011311 1009010268 10972

1__ |pesimive 160] 1e0{0.404 lo.019lo.377  Tn.to1
2 lrosiTivo so] _eolo.47g lo.o2s Jo2gs  lo.230
1 |PosITivO ao]  20}o.307 |oo30 lo.oas  d0.223
4 lPOSITIVO g0l olo180 lo.025 jo.o1s  l0.157
5  |POSITIVO 20]  0]o.108 |o.028 |0.000  ¥0.143
6  [NEGATIVO 0 of0.105 }0.035 {0.000 [0.153
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Tabla 4 Continuacion: Grupo 2, casos de pacientes con brucelosis

CASQO 13 MML

SEXO FEMENINO * Cultivo de

EDAD  32AROQS 8. abortus

[mEs__ |rs AMPAT2-METGS  ioM [igG__ [iga
*D POSITIVO 320 80j0.386 {0682 [0430 |0.122
1 POSITIVO 160]  40]6.092 1012410308 10018
2 PESITIVO 1680] 4030273 10.260 10.564 #0059
3__|posiivo 80| _20l0.081 JoossJoaza Joooe
*4 POSITIVO £ 010.173 10.035 [0.538 10.0682
5 POSITIVO 20 010,038 10.014 ]6174 10.008
6 POSITIVO 201 2010058 10.032 10210 10.018
7 IE'OSITNO 20 0i0.047 10.026 j0.17¢  10.012
8 POSITIVO 20 0j0.057 10.037 10.181  10.025
g POSITIVO 0 010.075 }0.058 |0.130 [0.032

CASO 14 ATS

SEXO FEMENINO *Cultivo de

EDAD 18 AROQS B. melitensis 1

MES RB AMPA 12-ME |ig8 IgM__ kG IgA
9 jPosiTivo 80 4010.230 10.009 10 319 10670
1 PRSITIVO BOE  2010.221 10.000 10.320  10.048
2 POSITIVO 801 40]0.141 $0.000 [0.245 10.025
3 POSITIVO 401 2010284 10.035 10.377  30.070
4 POSITIVO 80| 2010.167 {0.000 10.284 10.030
5 POSITIVO 80 0{0.218 10.001 j0 333 10.042
[+] POSITIVO 80} 2010152 10.001 10.287 10.068
7 POSITIVO 401  2010.117 10.001 10221 10.050
] POSITIVO 40F  2010.168 10.000 |0.282 10.082
10 ROSITIVO 20 040.168 10.026 {0.252 10 088
11 FOBITIVO 40 2013.211 10.0568 j0.242 j0.074

* En el caso 13 el cultivo es positivo a B. abortus, tanto en la muestra inicial

como en el 5 mes,
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Para valorar si existe reaccion cruzada con Vibrio cholera se determina la
respuesta hacia el extracto sciuble de Brucefla en suero de individuos con colera,
confirmados por cultivo, bajo las mismas condiciones usadas para el grupo casos de
con Brucella. Los resultados para la técnica de ELISA y aglutinacion se presentan

enia siguiente tabla 5.

Tabla § : Grupe 3, Casos de pacientes con colera.

|muEsTRA|RB AMPA I2.ME|las  ligM llgG fgA
700 NEGATIVO 1D 9 0,061 1001 102005 10

702 NEGATIVE l0 g__ togos 1o 0.0205 o

711 NEGATIVE JO o 10022 la 0.0618 lo.0gz |
701 NEGATIVO |0 o loogeido lo 0.03
717 NEGATIVO |0 o joose dnd Joozz [0099
713 NEGATIVO 10 g 10 o 100138 10.0185
710 posiTivo 320 120 10 0 0 0,0285
715 NEGATIVO jO o |o 0 0 0.02
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En la tabla (6) se presenta la media y desviacion esténdar a padtir de la
densidad optica obtenida en la técnica de ELISA de los tres grupos de trabajo
Grupo 1 individuos aparentemente sanos, Grupo 2 pacientes con brucelosis

confirmada por cultivo. y el Grupo 3 Pacientes con célera confirmada por cultivo.

Tabla 6: Medidas de tendencia central de los grupos de trabajo.

Grupo g8 IgM IgG igh
Media (DS) Doﬂnm

1 0.060(0.054) 0.025(0.032) 0.034(0.080) 0.006(0.013)

L 0.724{0.485) 0.449(0.651) 0.507{0.165)  0.380(0.228)

3 0.015(0.026) 0.014(0.036) 0.040(0.068)  0.024(0.033)

Se observa claramente que las medias y desviacion estandar promedio del
grupo de casos uno y tres son similares lo que contrasta con el grupo 2 que son los

casos con brucelosis.
Asi mismo en la ﬁgura { 12), se representan las diferencias entre cada grupo

de trabajo para cada tipo de anticuerpo asi como los valores exiremos.
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Figura 12: Distribucion, dispersion y tendencia central (mediana) de los grupo de
trabajo y valores extremos para Ig totales e isotipos de anticuerpos.
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Al comparar el grafico de caja y bigote, se observa que los datos tienen valores
extremos y estos posiblemente afectan la determinacién de estimadores de tendencia
central como es la media aritmética. Estos gréficos también sugieren que los
resultados no provienen de una poblacion con distribucién normal, lo cual es
congruente con ia prueba de bondad de ajuste para una distribucidén normal (10).

Asi mismo el grupo de aparentemente sanos y los de cdlera confirmada por
cultivo presentan la respuesta inmune humoral medida en forma indirecta en el
inmunoensayo ELISA muy similar. Asi mismo en la primera muestra de casos de
brucelosis, confirmada por hemocultivo, presenta una mayor respuesta inmune
humoral hacia antigenos del extracto crudo de B. aborfus.  Estos resultados se
compararon mediante una prueba no paramétrica para méas de dos muestras
independientes como es la de Kruscal-wallis.  Esta prueba no apoya la hipdtesis
nula de igualdad de respuesta inmune humoral hacia antigenos presentes en el
extracio soluble de B. abortus. con una P< 0.05.

Con el fin de sacar ia sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA se
tomo como base una tabla de 2 X 2 a partir del valor prormedio de las replicas, la
absorbancia a 492 nm en los grupos de suero, de 14 casos de Brucella, como de los

87 sueros de personas aparentemente sanas del banco de sangre tabla 8.
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ELISA Brucella
Brycella +  |Brucella -

ELISA + E+B+ E+/B:

ELISA - E-/B+ E-f B-

Tabla 8: Disefio de la tabla de 2 X 2 para determinar ias caracteristicas operativas
para el diagnostico de brucelosis por la técnica de ELISA.

En la tabla (8) se muestran los valores de sensibilidad, especificidad, valor

predictivo negativo y valor predictivo positivo para cada tipo de Anticuerpo.

Tabla 9: Caracteristicas operativas de ELISA para Brucella,

VALOR
Ac |DE  |SENSIBILIDADESPECIFICIDAD VPP VPN TEP TFN
CORTE|
fptot] 0.240 | 9285% 9T.65 % 86.67% | 98.51% | 238w | T14%
oM | 082 | s5744% 92.94 % 67.14% | 02.04% | 7.08% | 42.86%
1gG | 0.262 | 92.86% 96.47 % 51.25% | 98.80% | 3.53% | T7.14%
IgA 0.100 100 % 98.82% 93.33% | 100% 1.18% 0%

VPP - Valor predictivo positivo,
TFP - Tasa de falsos positives.

VPN - Valor predictivo negativo.
TFN - Tasa de falsos negativos.
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Con el fin de comparar ias pruebas de aglutinacién con el ELISA, se realizé un
analisis de concordancia mediante el estadistico de Kappa, se encontr6 que ef mayor
coeficiente de concordancia (k} fue de 0.92 entre AMPA y ELISA para Ig totales, de
0.96 entre 2-ME y ELISA para IgG con una «=0.05. En tanto que la concordancia
resulté menor cuando se analizaron los diferentes isotipos de an’;icuerpos como se

muestra en {a tabla {10).

Tabla 10: Concordancia entre las pruebas esiandar y ELISA.

Métodos estandar
h_ mmﬂi
BE B HEA . L
Ig totales 0.67 0.92 0.88
0.98-0.86 0.72-% 0.68-1
igV 0,45 0.65 0.59
.28-0.61 0.47-0.84 8.40-0.78
ELISA IgG 0.63 0.85 0.96
0.44-0.83 0.66-1 0.66-1
IgA 0.54 0.77 ¢.81
0.36-0.71 0.58-0.96 0.61-1

Todos los valores de concordancia son estadisticamente signiﬁcativos con

una P < 0.05.
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Aungue la concordancia sea menor, cuando se compararon los isotipos, como
el valor que mide [a significancia estadistica de Cochvran es pequefio(0.31), resulto
ser significativa la diferencia, por lo que estas diferencias se deben a la pruebas
empleadas y no se deben a la poblacién.

Asi mismo no es posible considerar estas diferencias ya que los intervalos de
confianza son amplios, de tal manera seria conveniente hacer un estudio longitudinal
prospectivo, en donde se deben estudiar més casos tanto del grupo 2 como del grupo
3 para tener un intervalo de ¢onfianza que valide el estudio,

Cuando se les realizé el seguimiento a los casos del grupo 2 se observa que la
respuesta de anticuerpos no es homogénea, depende de cada individuo su respuesta
asi como su recuperacién probable, medida en relacidn a la baja respuesta a
anticuerpos anti Brucefla en densidad oOptica D.O. tal como se muestra en las

graficas para cada paciente (representadas en las figuras 13 a 26) .
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Figura 13: Cinética de anticuerpos anti Brucefla presentes en &l suero del caso 1.

59



Anticuerpos anti Brucella
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Figura 14: Cinética de anticuerpos anti Brucella prasentes en el suero del caso 2.
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Anticuerpos anti Brucelta
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Figura 15: Cinética de anticuerpos anti Brucelfla presentes en el suero del caso 3.
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Figura 16: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 4.
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Anticuerpos anti Brucelia
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Figura 17: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 5.
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Figura 18: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero dei caso 6.
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Anticuerpos anti Brucella
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Figura 19: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 7.

66



Anticuerpos anti Brucella
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Figura 20: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 8.
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Figura 21: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en €! suero del caso 9.
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Anticuerpos anti Brucella
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Figura 22: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 10,
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Anticuerpos anti Brucella
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Figura 23: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 11.
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Anticuerpos anti Brucella
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Figura 24: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 12.
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Anticuerpos anti Brucetia
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Figura 25 : Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en el suero del caso 13.
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Figura 26: Cinética de anticuerpos anti Brucella presentes en ¢l suero del caso 14.
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Como se observa en las figuras anteriores la respuesta de anticuerpos anti
Brucella es muy heterogénea cada individuo responde diferente, mientras que en el
caso 9 la respuesta baja en el tiempo, en el caso 14 la respuesta se mantiene alta
presentando |gG aln después de 10 meses, es poco probable que el incremento en
los titulos de anticuerpos propicie la posibilidad de aislamiento de Brucella e incluso
los anticuerpos s& elevan en un momento posterior como en el caso 6. En general la
lgG se mantiene en el tiempo mientras que la IgM tiende a bajar y la IgA puede bajar

y presentar incrementos posteriores como en el caso 6.
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Xl - DISCUSION .

Como el aislamiento del agente causal (Bruceffa) no siempre es posible, el
inmuncdiagndstico de la brucelosis humana se basa principalmenie en las pruebas
estéandares que son métodos seroldgicos indirectos como aglutinacién con rosa de
bengala (RB), con anligeno blanco (AMPA} y en presencia de 2-mercaptoetancl
(2-ME), recomendadas por la Norma Oficial Mexicana NOM - 022 (12 ), las cuales

son de baja sensibilidad.

- Para validar los resultados en este estudio retrospectivo seria conveniente hacer un
estudio longitudinal prospectivo donde la poblacion estudiada de casos y controles

diera un intervalo de confianza més aceptable.

- Este estudio también sugiere la posibilidad de establecer una ELISA indirecta para
saliva como muestra biolbgica con e! fin de detectar IgA anti Brucella por sus

valores de sensibilidad y especificidad,

- El ELISA para Ig totales promete ser de utilidad en poblacién abierta de érea
endémica en Bancos de Sangre y Centros de Referencia con el fin de reforzar el

diagnostico seroldgico de rutina.

75



Xl - CONCLUSIONES:

En este estudio se establece un ELISA indirecta para el diagnostico de

brucelosis humana para detectar anticuerpos, Ig totales asf como IgM, lgG e IgA.

- El ELISA resulta ser aitamente sensible y especifico para el diagnostico de

brucelosis humana para Ig totales, lgG e IgA pero no para IgM.

- La concordancia de ELISA es mayor cuando se compara Ig {otales con respecto ala

aglutinacion estandar y la IgG con respecto a la prueba de 2-ME.

- Todos los valores de concordancia Kappa son sighificativos con una P < 0.05,
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Xl - ANEXO.

{. MATERIAL Y EQUIPO:
Agitador magnético.
Balanza analitica.
Balanza granataria.
Botellas para agar.
Botellas Roux.
Cajas petri
Centrifuga Clinica.
Congelador -20 °C.
Cubreobjelos
Charolas de plastico para micropipeta
Espectéfotometro.
Gradilia para 60 {ubos.
Gradilla para tubos eppendorf,
Guantes de Cirujano.
incubadora a 37°C.
incubadora con agitacién a 37°C.
Lector de ELISA.
Matraz Erlenmeyer de 2 L.
Matraz aforado de 2L.

Matraz aforado de 50 mL.
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Micropipeta con tango de 1 a 10 pL.

Micropipeta de 1 mL.

Micropipeta de 100 pL.
Micropipeta multicanal de 200 ul.
Micropipeta multicanal de 50 L.,

Microscopio.

Placas de ELISA Corning 98 pozos.

Portaobjetos

Probeta de 50 mL..

Puntas para micropipeta 1 mL.,
Puntas para micropipeta 200 pL.
Refrigerador,

Sonicador.

Tubos de 12 x 75 mm,

Tubos eppendorf de 1.5 mL.
Tubos eppendorf de 200 pL.
Ultracentrifuga.

Vaso de precipitado de 100 mL.

Vaso de precipitado de 2 L.
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Il. MATERIAL BIOLOGICO:

Cepa de Brucella abortus 99s donada del cepario del laboratorio de brucelosis.
Sueros de pacientes aparentemente sanas donadores del Banco Central de Sangre
del Centro Médico "L.a Raza”, IMSS.

Sueros de Pacientes con Brucelosis confirmada por cultivo de Brucelia.

Sueros de Pacientes con Célera confirmada por cultivo de Vibrio cholerae,
Conjugade anti-lgG humana en cabra acoplada a peroxidasa. Marca PIERCE .
Conjugado anti-lgM humana en cabra acoplada a peroxidasa. Marca SIGMA,
Conjugado anti-lg’s totales humanas en cabra acoplada a peroxidasa Marca
CAPPEL.

Conjugado anti-lgA humanas en cabra acoplada a peroxidasa. Marca SIGMA.

Ortofenilendiamina Marca SIGMA.

ESTA TESIS WO DEBE
SALR BE LA BiduidTECA
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lil. CUANTIFICACION DE PROTEINAS METODO DE LOWRY.

Con la finalidad de cuantificar las proteinas presentes en el antigeno soluble
de B. abortus se realizo la medicién por la técnica de Lowry 1951(33).

Se prepararon las siguientes soluciones:

En siete tubos se colocaron 1 ml. de agua destilada . Se les retiro
5,10,20,40,80,100 y 200 pL de valumen que comesponden a la albumina agregada
para construir una curva estandar de referencia.

Se agitan los tubos en el vortex y en seguida se agregan 3 ml de la solucidn A
(vea soluciones) y se dejan reposar 10 minutos.

Luego se agregan 0.3 mL. de solucién B y se deja reposar 1 hora.

Al antigeno soluble de B. abortus cepa 99s se le realizaron dos diluciones
1:100y1: 50.

Las muestras se midieron en el espectofotometro a 500 nm en luz visible, al

intrapolarse las muestras la concentracion obtenida fue de 1.7 mg/mL
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IV. SOLUCIONES.

I. Acriflavina
Acriflavina

H20

Il. Albumina serica bovina at 1%.
ASB
HO

IlI. Amortiguador de boratos pH 8.4.

NaCl

Na; BO3 *10 H20
HiBO,

Hz0

V. Amortiguador de fosfatos ( PBS 0.1 M pH 7.4 + 0.05 % tween 20 }.

NaCi

KH2PO,

Na:HPO4 *12 H0
KCI

Hz0

0.1g

100 mL

10 mg

10mL

438¢g
9.53¢g
6.18 g

1000 mL

8g
02g
28g
02g

1,000 mL
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V. Caldo Brucella
Caldo Brucella
Dextrosa

Extracto de levadura
Glicerol

H:0

V1. Leche svelty al 2%
Leche sveity

PBS Tween 20

V1. Medio Agar soya fripticaseina.

Agar TSA

Dextrosa

Exiracto de levadura
Glicerol

H0

Vil Solucidn Salina
NaCl

H0

28g
20g
3g
10mL

1000 mL

29

100mL

43g
20g
39

10 mL

1000 mL

85¢g

1,000 mL
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