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ULOGICO DEL GENERO BRUC ELLA

genero Hrrcella debe su nombre en razoen de su aislamiento por

Fruce en 1877 del bazo de cuatro pacientes que murieron en Malta de

Fiebre Wediterranea. El las describio como cocos y los denominé como

Micrococcus melitensis, rememorando el nombre romano de la isla

(Melita).

El segundo miembro

del género, fue aislado por Bang en Copenhage en

1895 del exudado existenve entre la pared uterina y la membrana fetal
de un abortc de vaca, describiéndolos como bacilos a los que denominé
Bacillus abortus. Hasta 1918 no se establecio la similitud entre los

dos micronrganismos anteriores por Evans, y dos afios después se adoptoé

el nombre geunsrico de Brucella.

rihic on Meanwhile la Brucella suls , tras su aisla-

miento de higado, estémago y rifiones de un cerdo prematuro, en una
granja donde el abortoc en cerdas era muy habitual. B. ovis, fue aisla-
da en Nueva Zelanda por Buddle en 19%6,, vy es aparentemente la causa de
epididimitis de carnero; B. neotomae fue aislada por Stoenner y Lackman
ratas madereras en el desiertc de Utah, en USA. B, canis,
recientemente descrita, siendo aislada por primera

vez por Carmichael en 1966, (33)




Caractericticas fologicas i
icticas morfolegicas, nutricionales y bioquimicas,

psrniial  Rayra s Yiter gl . ] 1
Wenual pergey se incluye al wénarn PBrucella en el apartado

bram-negativos aerobios" en un grupo de "Géneros

i}

on cocchacilos gramn-negativos |,

capsulados, de

de esporas, Vv generalmente no

2y Y

menudc aumentadeo en atmésferas ricas en €O

condiciones anaerchbias estrictas. Son inméviles

m2dios de cultivo ido-

imiento

niacina, ¥y biotina para crecer; temperatura

Son en gene-al catalass positivo, oxidasa pusitivoc (excepto B. ovis
vy HB. neogtomae) y nitratos & nitritns. No fermentan Hidratos de
Carbono, ni producen irdol. Su metabolismo es fundamentalmente oxidati-
e ong, ni p ce

canis, B, neotomae,
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Caracteris

S041dCE

dos con 50 a 100 ml

va depender

pu¢

la mayoria de 1

han recomendado los s

s, &e han fik.’*:ﬂ,__frj.'l 0 tres

e G

s |
(B4

de suero de caballo por ‘itro.

‘

biotipos

(e

¥ el Z,. suis cuatro

Qe

solo biotipc.

<) Teslstencia a tionina y fucsina basica, hidre-

susceptibilidad a diferentes fagos, entre los

ETuUpos, dJde los o

que destacan: Fago Tb, Fi (Firen-

Berkeley), {lzatnagar), sou Gtiles

y biotipos, (

del cultive,

o1 se utilizan medios

incubacion adecuados se puede observar

)
aunque on general no crecen hasta pasada la

o 1

=il L

utilizar tanto medins solidos como liquidos,

cultivo de muestras de sangre u otros

usc de medio bifasico tipo Castafieda,

eben ser medios basales, no selectivos, enriqueci-
La fuente del medio

de las posibilidades del laboratoric; un medio

ede ser considerado satisfactorio si es capaz de permitir cre-

cepas de Brucella con un minimo inéculo; asi se

iguientes medios:
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Suero ~Dextrocs 22 on o3 1 ] CE A1y
2ro-Dextrosa \WCLA) (50-100 ml de suerg vy 10 g de dextrosa
anadidos a suficiente cantidad de medio basal para dar un volumentotal

\ S
& 1 I 5 1 ™ 1
ae 1 1itrol.

-Medio comercial

‘iripticasa soja, agar triptosa, o alguna base de

agar

gar de buena calidad suplementada con susre’.

~Agar &. ..re (50

ml de sangre de cordero afiadida a suficiente

cantidad de agar base para consegulr un volumen total de 1000 ml).

Como medios liquidas pueden utilizarse caldo de tripticasa soja,

caldo de tript: o caldos comerciales preparados para bruselas.

len utilizarse medios selectivos por la adicién de
determinados antibisticos del tipo de Dbacitracina, polimixina B,

cicloheximida, vancomicina, acidce nalidixico, o nistatina,

realizarse en atmosfera que contenga un 5-10% de

Las colonias de brucelas muestran una marcada tendencia a la
discciacioén | ) (5-R), pudiendo observarse en un mismo cultivo
colonias e fen (& o en fases no lisas como son las formas
L& L 2= K - o D 4 =

asi como formas intermedias entre los




6
2 1a disociacion colonial suele ir acompafiada de

su virulenci sensibilidad ez i
' Virhiencia, sensibilidad a fagoe, propiedades serolagicas
b4 14

-aracteristicas antigénicas.

a5 colionias en fase S, se caracterizan por ser de forma redondea-

S eman oo i : Ve
Ga, eV pym de diametro’, aspectoc mucoso, transiacidas con pordes com-

pietos, dando una tonalidad blanco-azulada al observarlas en luz refle-

jada, aunque son de color amarillo palido con luz transmitida.

tases no S (K o M), son a menudo ligeramente mayo-

res y tienmen una supriicie mas granular o viscosa. Su color varia de
blanco apagado a pardo con luz transmitida o refleja. Habitualmente son

transiucidas, pero pueden ser opacas.

brucslas pueden transiormarse en formas L, cuando son expuestas a
antibicticos u otros preparados quimicos, en experimentgcién y O bien
durarte el tratamiento de pacientes con brucelosis. Estas formas L, son
aersbicas y crecen en agar semisélido (15 g/litro), que debe contener
200-250 ml de suero de caballo por litro. La moriologia colonial varia
desde formas en "huevo frito" tipo Mycoplasma, hasta aquellas similares
a las formas normales de crecimiento de Brucella. A menudo son
autoaglutinables, no pudiendo realizarse la reaccion de aglutinacion
con antisusros especiticos. Es posible observarlas =<on inmunotluores-

<

cencia utilizando anticuerpos marcados a fluoresceina frente a fase & o

R. Su reversién a la forma tormal no siempre se acompafia de la restitu




Cloh integra de sus Propiedades antigénicas, de virulencia o de COmpo-
Siclon quimica. (173, Sl ¥4 BG s

I1.- EPIDEMIOLOGIA

Las especies del

genero Frucella producen enfermedades propias en

diversas especies animales |, pudiendo ocasionalmente infectar a partir

de estos al hombre, la transmision interhumana es excepcicnal,

Los animales habit

Vi

uaimente infectados por cada una de las especies

S0n.

bR G AT el et e B e ...Uvejas y cabras.
abortus, . ....0anado vacuno,
Cerdoe.
civvPerTos.

Ratas del desierto.

..Carnero.

nts . i en los
En general son causa de aborto 2xpontéaneo o ep.didimitis

animales infectados.

i i mpi i inicas umanos
Las cuatro primeras ecpecies tienen impi:caciones clinicas en h




Aparentemente exiec ife 185 Spec g ] i i
_ sten diferencias respecto a la virulencia de estas

cuatro especies, de Torma que:

" B. abortus suele causar enfermedad ligera, de manera esporadica, y

puede provocar granulomas no caseificados en organos del SKE.

T8, Suls se asocia habitualmente con lesiones supurativas y destruc-

tivas, y tiende a provocar formas Cronicas localizadas, y causar granu-

lomas caseificados indistinguibles de tuberculosis.

=,

meliteasis comunmente se asocia a enfermedad ~evera aguda, y

complicaciones localizadas.

- B, canis causa enfermedad similar a B. abortus pero con mas ten-

dencia al curso crenico y térpido del cuadro.

la unica fuente de contagio importante para el hombre esta representa-
da per los animales infectados y sus productos.
fundamertales de transmision son ei contacto directo con
animales 1i- tadns {abrasiones cutdneas ligeras), y la ingestion de
preductos contaninados derivedos de los mismos, cobre todo leche cruaa
y quesas frescos ; menos frecuentemente se transmite por via aerea a
través de asrosoles que pueden inhalarse o contamirar la conjuntivq (De
gran importancia en el contagio de personal de laboratoric). Ge

considera una enfermedad de marcado caracter profesicnal.

i ' ‘ G i 51 ie asteurizan
Los organismos del geperu brucella mueren si se hierve o p
oy :
] ' e igual 'ma es rara ia infecciorn
los productos por ellos infectados. e iguai forma es

a partir de guesos fermeatados.

w




La transmisiot de la i :
= Li0n de a 1nieccilon pnr brurel] |
o} ruceiia al hombre ¢ 1
! Y SU prevalen-

cia en las diferentes ps .
as GQlle =lILES pPar tes de}_ mundo d@ o s !

' pende cobre todo de los hani
Lr ¢ los hapi-

t 8.8 .l .; ment i clos t-! C i = = -2 Af3 l e 1 I i
S A 4 HNetoqaos d PrD' t.‘ami ( : i Il
1 T me T O L = AL eNnLo ce a e
| Pa a a Ob e
~lon de 18 L 4 L sS08 e 111 ll' e . [ g S en
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- AL AD,
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contacto con los animales fuentes de infecciérn. (173 112, 138, 154,80)
: ) &y ) e ]

encuentra a 5 a de lus paises i

¢ & la cabeza de lus paisec Jel mundo en cuanio a
animal <como humana,

implicaciones 2llo tiene desde el punto de vista sanitarin v

economico. (18}

la especie mis frecuentemente implicada es B. melli-

I11.-CLiNICA EN HUMAKOS.

La brucelosies humana es una inf=ccioen gensralizada que puede
evolucionar de forma inaparente, aguda o crénica, y en el curso de la
cual se pueden presentar manifectaciones y complicaciones que afectan a

P

los mas diversos érganos y tejidos. (74, 154, 33)

“ o

iras

un periodo de incubacien que es muy variable, pero gque suele

rondar de 1 a 3 semanas, sigue en general un periodo prodromicc carac-

terizado por astenia psicomotora, pérdida de apetito, junto a sensacion
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de malestar gener y se ec i
general, y se establece la enfermedad cuva manifestacion
x - L staclo

fundamentul es 1g i :
88 la JIlebre, en general alta y Q& predominio vesper-

tino,que suel . ATSE
que suele wcompafiarse de sudoracisn proiusa

astenia v artro-
mialgias. la exploracieén i v s
_ A 1a exploracién fisica suele obser arse esplenomegalia, y no
ga :
es rara | apati rali ‘ i
I ia hepatomegalia. Hematologicamente puede existir anemia o

pancitupenia debida al hiperesplenismo (40).

T g cel e bl ~ 4 i
a2 brucelosis establecida puede seguir muy diferentes cuvsos evoiuti-
vos, desde formas practicamente asintomaticas, basta formas febriles
. ! ]
septicemicas cor afectacion visceral, pasando por cuadros de iocaliza-

cion en un solp organo. (106, 11, 155)

Las diferentes formas clinicas de brucelosis se pueden clasificar

linica.- Cuando existe evidencia de brucelosis ante-

1atos serologicos, en perscnas sin historia de enfermedad

Todos los cultivos son negativos, mientras la serolo-

gia es positiva. Se da con mayor frecuencia en pastoures, veterinarios,
vy en aquellas ypersonas que por su ocupacion estan en estrecho contacto

con animales

-Brucelosis bacteriémica. - Se asocia habitualmente con sintomato-

logia general, y se da aislamiento del germen de sangre o médula osea.

Suele acompafiarse de altos titulos de aglutinacion en suero.
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Rrucelo serologica. - Vie ;
RIMCelos SRrologica. - Viene definida por

F la aparicion de serplo-

£1a positiva ; & altos o i
pos v (Titulos altos o incrementc significativo de los m:smos en
= - L=

dcs sueros estudiadc
¢ ‘ 05 estu dos e 2 i ] i
5 1lados en paralelo), cliniea compatible y cultivos nega-

tivos,

~Brucelosis localizada.- Ei Organismo no esta precaente en sangre,

Pero se aisla de tejidos concretos tales como: huesos, articulaciones
o '

LCK, higado, rifion, bazo, piel, etc. Puede ser l- principal manifesta-
C€lon de una brucelosis bacteriémica, ser manifestacion de una infeccién

Cronica, o0 representar una primoinfeccién. En el altimo caso la serolo-

g1a puede s

Esta denominacion se utiliza cuando el

cuadro persicie durante un periodo de tiempo superior a 6 meses. Su co-
insidioso , seguir a una brucelosiec aguda, deberse a

multiples recaidas, localizacion del microorganismo en

respuesta a la terapia antibiotica. (11%,>7)

Las complicacicnes mAs comunes a que puede dar lugar la brucelnsis
espondilitis, artritis periféricas, especialmente de cadera, rodi-

lla y hombro, orqui-epididimitis, y tr mboflebitis. No es rara en zonas
de alta prevalencia la afectacién neurologica, generalmente como sin-
drume meningeo cronico, y mas rara vez COmo aracnoiditis, sindromes ra-

diculares, etc. (173, 146, 47, 84, 149, 106, 111, 155




la

O€ considera recaida en aquellos €D que tras buena evolucisn

inicial, tanto desde el punto de vista zlinico come bacteriologico

(Cultivaos negativos), v tras un perindo asintomatico reaparece el

Ccuadro, andose en cultivo la misma cepa inicial. Prcbablemente se

deba a la pe:

istencia del microorganismo en interior de células, pro-

tegido de los agentes antimicrobianos utilizados. Suele ocurrir dentro

-TeS primeros meses del diagnéstico inicial, aunque puede darse

afios del mismo. (154)




La unics AP A P s ey : :
.8 unica garantiza el diagnostico de brucelosis es el aisla-
niento del agente et

10loR1ICO
Lo

El hemocultivo es la v

tecnica mAs comin, util y conveniente de ilas reali-

zadas rutinariamente, para el diagnostico de Brucella. El aislamiento del

germen es fanto mas probable cuanto mas precoz se realice el cultivo en el

curso de la enfermedad (173)

El cultivo de aspirado de médulza osea de cresta iliaca o esternén, es

cada vez mas utilizado y su rentabilidad parece fuera de toda duda. (83)

Menos frecuent nte se recurre al aislamiento de LCR, liquido de derrame

pieural,

hemocultive, debemos ftener en cuenta las

~-La toma de sangre se debe realizar, si es posible, antes de empezar
cualquier tratariento con antibiéticos, y siguiendo las mas estrictas
normas de esterilidad, para evitar el crecimiento mas rapido de otros mi-

croorvanismos contaminantes.
o
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medios que contengan polianetolsulfonato sédico
- - sfare |
utiltizar como anticoagulante citrato trisddico. (175)

ti metodo mas utilizado hasta ahora es el basado en el empleo de medios
bifasicos

tipo Castafleda; no obtante

se hen mostrado eficaces otros medios

liquidos, tipo caldo tripticasa soja.

~E¢ acorsejable la ine

ubacison en atmosfera rica sn COz; sobre todo si se

sospecha infeccion per B. abortus

-No debe descartarse como negative un frasco hasta pasados 21 dias; y aan

los pases ciegis periodicos en medios sélidos adecua-

~En fase aguda de la brucelosie la bacteriemia suele =sr continua, aungue
de pequefia infensidad; en fases subagudas o cronicas , suele ser intermi-

tente. Por ic es aconsejable obtener dos frascos en cada toma, y repetir

e . iae
~ Los resultados positivos pueden obternerse tanto en enfermoe febrile

como apiréticous




“MIT A O . CHEATAINT P o e
SJIAGNOSTICO SEROLOGICO

Ha & [‘ = =0 irrir 4 i -: r (" 3 ' { 1
Y que recurrir a &1 , dado que en multiples ocasiones, ya sea por exis-

tencia de tratamie S previos ) : [
de tratamientos Previos, o porque @l enferms acude a consulta en fa-

e s L
®% avanzadas de la enfermedad, o por errores técnicos , las técnicas de

i1 ]+ 4 e 1 i i~ F 1 a4 i
cultivo del ml(_rﬂﬂr&&n]hmo no Slempre &son pDSlt}VaS.

IV-11-A. - Bstructura antigénica del género Brucella.

~11-A-1.-Antigencs superficiales en fase lisa.

En la fase lisa estas bacteria: en estudios realizados sobre todo con
la cepa de B. 16 B, abortus 1119-3, se ha podido demostrar
que poseen en su parel celular dos componentes antigénicos especificos de
dicha fase que son el lipopolisacarido (5-LPS) y el polisacérido hapténico
(Hapteno nativo (HN:)} (B 26, 59, 5B8,121,122,123,). Ambas estructuras se

encuentran en la fase fenclica cuando se realiza en las celulas el métado

de extraccion

El lipopolisacarido es una macromolécula que contiene loz deleiminantes
ci : i

antigénicos propios de los aglutinégenos A y M, y corresponde a la estruc
tura anatémica responsable de las propiedades endotoxicas atribuidas a los

microorganismes de este género. (15, 16, 105, 121, :22)

i TR i Ari = r lipido A
Estructuralmente el lipopolisacarido brucelar (compuesto por lip y

(4 3—-d i ¢ e ido-ox-D- siduos mannopirans
un polisacaridec 0 <1,2-4,6-dideoxi-4-formamido- D 1o nop
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31dos y 2-ceto-3-deoxioctanatn (KDQ:> en B. abortus 1119-3) pPOsee estra-
chas semejanzas con los 11 lsacs
AS semejanzas con los lipopolisucaridos (Endotoxinas) de las enterobacte-

riaceas, =] ifiere e 5
ceas,aunque difiere en algunas de sus propiedades, como por ejempia, en
o= ]

~

o O rh i i i i s . 1
no contener heptosa, siendo sus carbokidratos principales: glucosa, manno-

= 1 e neam na auinovocamina i ;
B4, §.lIcosamina,y quinovosamina; Yy la composicion quimica del lipido A es

diferente (contiene fosfolipidos

glucosamina, y acidos grasos). (25, 29,

ted) 282 323, 22 2 80 67)

El lipopolisacarido es la unica estructura que ha podido demostrarse que
interviene en las pruebas serologicas clasicas, cuando se emplean suspen—
siones de celulas bacterianas enteras en fase lisa, ya que cuando se absor-
be suerc de un animal <on brucelosis con el LPS se eliminan los anticuerpos
que intervienen en las pruebas Rosa de Bengala, seroaglutinacién , Test de
Coombs indirecto y Reaccion de Fijacisn de complemenc (54). Las suspensio-
nes de bacterias en fase rugosa no pueden emplearse como antigeno za RFC

por carecer de LPS especifico de la fase lisa. (73).

El H¥ , cuya funcion biolégica se desconoce, se encuentra en la superfi-
sic de las céluias en fase lisa; pero es interesante sefialar que en el con-
tenido citoplasmatico de la cepa rugosa de B. melitensis 115 se encuentra
un polisacarido (Polisacarido B) (58, 51, 50, 122),que es inmunolsgicamente
indistinguible de HN. Estos antigenos no intervienen en las pruebas serolo-

1

as] 1 ! =mp] S ione rucelas en tase lisa.
gicas clasicas en las que se emplean Suspensionas de b

£129)
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Sttt g G ey
actividad endotoxica, ni acidos grasoc, KDO o proteinas, vy
) PR S

ede ser obtenido POr autoclavaje de células

BN fasz 5, seguidas de preci-

tacion con etanol, (121,124,173)

Bt et - ~1} 3 i = =T
Per otra parte cuando se absorbe un suero con el HN o el polisacaridn B

eliminan los anticuerpos especificos frente a elios, pero no frente al

553

te el HN (dada su semejanza con la cadena

polisacarida de LPS) sea una parte de la molécula del iipopolisaca: ido, y

polisacarido E situadc en el citoplasma, pueds actuar come precursar de

<

molécula de ¢ obtante estas hipotesis estan pendientes de

Otros antigenoe cuperficiales que se han descrito aparte del LPS y HN son

i

antigeno "f 783, y los antigende ®y", "B" y "¥y" (i40,14D).

En la superficie de células e se liza existen determinantes antigéni-

cos de tipo protéico (Proteinas de membrana =xterna OMP) (83,125,78), ha-
7 it :

bi

éndose diferenciado dos grupos mayores de estas proteinas con peso mole-
36-38K y 25-57K re-pectivamente,qus no interviensn en las pruebas

i " . . =
tgicas clasicas y st ‘interés diagnostico estd por determinar. (145,
il (& ] s o o % o J s [ &




~ANTI @Anos de oo PedoLig *
- L Wk ‘beriicie en fase

Tase acuosa tras extrac-ién
interss hasta el momento, en clinica humana.

28 que carece de quinovosamina y si

(e}

determinantes antigénicos comunes a la mayoria

-

ales pueden aparecer en algunas cepas no

con la fase colonial mucoide y puede ser

de B. melitensis 115, {(en la
(A+¥), ni polisacarido B) como AG en
demostrar AC en pacientes con

contrainmuno elect

ge obtienen entre nezs de precipitacien, lo que demues-

otros AG capaces de provocar respuesta de AC ep pa-

losi I za y localizacic -cisa de estuos AG
on brucelosis. La naturaleza y localizaciecn fprecisa de est

determinar definitivamente. (53, 1724, 16, 17
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banda: 'n CIE no aparecen =i ¢+ ; ‘ ¢
4 LiB DO aparecen si tratamos et extracto salino

zimag proteoliticos s logd = '
" Pproteoliticos , es *0f1cO pensar en la paturalezs proteieca o

g‘\'._'\“rge-ng‘ 1 {1} c g O -
piilpl'otelca de dichos .Jr;‘.;y,ermu_

¥

¢ruzada con otros géneros

Bi estudio de relacién antigénica del género Brucella con microorganis-

2r0s, ha permitido demostrar que existen determinantes an-

y Salmonella landau, S. urbana,

la gran semejanza estructural de la

cadena polisacarida O del lipopolisacari estas bacterias y la del LPS
brucelar), y qgue e serotipc mencionado de Y. enterocolitica pousee un

polisacarido oue 1 reaccion de identidad total con el HN. (22, 173, 174)
elacion antigénica con especies de otros

rdetella, Haemophilus, Fasteurella, Kleb-

-y ] = - $ 4544 - {2
comunidad antigenica entre Bruce . enterocolitica ser. ¢

1 i e .-‘ 1 g { o i in-
en lo referante a los antigenos protéicos, por lo gque para diferenciar 1

b e cnicas
fecciones producidas por ambos microorganismos habria que acuﬂir a técnic

AC a di ; 1 5, tales ¢ scnicas de inmuno-—
que detectaran AC frente a dichos antigenos, tales como técn _

difusicon en gel

)




aracteriz: i ;
-erizado un antigeno de 13 eenesl tiow #a
L 25 Pe ico s~

biot.pn por lo que hac
R { L0 gque hasta ahora n =5 n e ;
1 ] hora no se puede precisar que espe-

iniecta a ur J.t. ermina 1l.J acle te i L U I PI uebaa SRT Ulog
- k 1 C 3 . £

La Ia A s 30 )
¢4 induce ea ei huesped respuesta tanto de tipo

humoral comn ceiuisr. Ta seonitug {8
al comg cel r. L2 magnitud y duracion de esta respuesta, puede verss

afectada pc ultitud de factores ies o i i
da por -1tud de factores, taiss como: virulencia de la cepa infec-
.

tante, indculo, edad, sexo, estado inmune previo del huesied ete.

1338 + T & I B ¥ g : d 3
vn patron preciso y especifico de reactividad huaoral en zada unc de los
periodos evoiutivos de la snfermedad estd por definir, habiendo sido muchas
utilizadas e¢n el diasnéstico de esta enfermedad y

ninguna de ellas pienamente eficaz. (3, 4, 5,

La respuesta de anticueipus en el paciente ante Brucella es predominante-

mente de las clases de inmunoglcbulinas igM, IgG e Igh, cambisnrdio los nive-

los diferentes anticuerpos en el curso de la enfermedad. (39, 94, 95,

Siguiendo la evolucién natural de la infeccisn en humancs se observa que

J
al inicio de la enfermedad y durante pocos dias la IgM frente a Brucella

son las unicas inmunoglobulinas presentes, como se demuestra por la reduc-




tras tratarlo con 2-mercaptoetanol

El pico da (g} se produce a los 3 meses de enfermedad, y puede persistir

en estados crénices,

Z a4 3 Semana:

Gel inicic de la infeccisn aparecen las IgG, que

alcanzan sus mayores as ©6-8 semanas, permaneciendo altos , si la

znferredad no se trata y evoluciona a la cronicidad. Igh aparecen poco

despues de IgG, y evclucionan de forma paralela a las mismas. (27, 165, 175,

142)

IgE especificas pueden aparecer en relacison con fenémenos hiperérgicos,

sobre todo de tiro cutaneo. (83)

En casos d= tuena evolucion de la e fermedad a los 6 meses las IgG han a
menudo dessparecido, mientras gque pueden guedar suficiente concentracién de
IgM como para dar positiva la prueba de aglutinacién a titulos bajos
durante un tiempo prolongado. (33;.

Sin embarco, estos anticuerpos estan pocc relacionados con la proteccion
frente a la infeccién, que es sobre todo de tipo celular, y sirven solo

e : g 1759
como marcadores de la actividad de la infeccicén. (1¥D

icus S i tea, (170D
Tanto Igh como IgG son anticuerpos aglutinantes. (170
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&8

tijan el complemento, aunque IgM no

i 1 Epe e Y T Sy e " : 1
+0 haga en las condiciones 8N que se realiza la prueba (Tras inactivar los

sueros a 562C durante 490 minutos). (97, 68, 173)

Igh pueden ser aglutinantes o no aglutinantes, pero no fijan =l comple-

mento. (B8, G§)

En el curso de ia enfermedad Y posterior a los anticuerpos aglutinantes,
aparecen &anticuerpos bloqueantes, que son del tipo IgG o 1gA, nunca IigM.

(170, 139




Técnicas s bR icas o5t i
» serologicas en el diagnostico de brucelosis.

I"‘T«Zjn,f_ind'n_.\l te tade 4 : i .
AERLe Lodo Lipo de pruebas serolégicas descritas en la i tor tves

han sido aplicadas

I en el diagnéstico de esta enfermedad. Hecho que proba-
blemente s¢ deba 2 ¢ i
=b3 8 gque con ninguna prueba se puede garantizar el diagnés-

del 100% de bruce sic h ;
@ brucelosis humana, y menos ain resolver el problema de si

o

3 curado o evoluciona hacia la cronicidad.

prusbas estan basadas en una reaccién antigeno-anticuerpo que

se evidencia directamente o en una segunda etapa de la prusba,

Cabe mencionar como técnicas utilizadas en la actualidad en MAYOr © menor

grado:

Aglutinacion directa.

Reaccien de fijacién de complemento.

Inmunofluorescencia indirecta,

Test de

Hemaglutinacion

Precipitacion en medio solido.

Prueba de aglutinacién con 2-Mercaptcetanol y Ditiotreitol
Prueba del Rosa de Bengala.

Tecnicas irmunoenzimaticas (ELISA).

Ninguna de estas pruebas por si sola es capaz de detectar especificamente
o

la respuesta de un determinade tipo de inmunoglobulinas.




':;r‘-‘ genera y . 4
Bh general se admite que:

prueoa de aglutinacion en tubo detecta tanto

-IgM y algunas subclases de IgG

tambi¢én fiian el Complemento, (aunque

Igh no fija el complemento on las

condicicnes en que se realiza la prueba

de RFC). (97, 173, 33

-Anti CUBSTDOS r A len ser acglutin: i
icuerpos Igh cen ser aglutinantes o no aglutinantes, pero no

tijan el complemento

CUerpos

no ag.utinantes de las clases IgA e IgG pueden ser
demostrados por el fest de Coombs indirecto (Antiglobulina) <99, 170,168,
cas inmuncenzimiaticas (46,2,13,24,29 32, 86, 87,110,

0 de inmunofluorescencia (61),

~Con las técnicas del 2-Mercaptoetanol y Ditiotreitol se pretenden
elimirar las IgM que intervienen en la aglutinacicn normal, y medir solo

as microglobulinas con capacidad aglutinante. (100, 118,21

El antigeno usado en los test serologicos para detectar infeccion por B.
melitensis, B. abortus,o B. suis, se preparan de suspensiones de brucelas
en las que las colonias estaban an fase lisa. En algunos laboratorios se
utilizan en paralelo antigenos preparados tanto de B. abortus, como de B.

melitensis, sin que ello permita diferenciar las infecciones causadas por
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que el antigenc fundamental en todas las reacciones

(Bvre 5 o i © G :
‘oXCepto en las reacciones de precipitaciin en fase wolida -

32 demuestran AC precipitantes frente a Antigenos proteicos)
LFS de superfici
LIS de superficie i isti ible &

= SUu cie indistinguible en ambas espe-

en general se acepta que en fases iniciales de la enfermedad la

logica es fundamentalmente a base de lgM, pasando a hacerse

predciuinante en el curso de la eniarmedad la [gG, casi exclusiva en los ca-

-aracter cada vez mas atipico de la presentacién de
la enfermedad, la frecuencia con que aparecen reinfecciones o recaidas etc.
existen grandes diferencias en las caracteristicas de la curva de evolucién
de los anticuerpus de unos enfermos a otros.

Ya que en la mayoria de las pruebas serolégicas mencionadas la respuesta
de AC se mide sobre todo frente a LPS, no habiéndose podido demostrar que
los AC frente a HN, Polisacarido B, o proteinas solubles intervengan en
dichas pruebas, hoy dia se estén desarrolilando técnicas para intentar poner
en evidencia estos AC, tales como la Inmunodifusion Radial Inversa, que de-
tecta AC frente a HY y Polisacarido B, y la precipiticién en gel, Fijacion

Compl 7} i { asiva ¢ hematies tanizadeos, utilizando
de Complemento, y Hemaglutinacien pasiva con
como AG citosol de cepas en fase rugosa, que detectan AC frente a proteinas

interior celular, aunque de momento no permite distinguir

frente a que proteinas en ccncreto. (48,55)




‘ecnica de aglutinacisn.

Fue descrita mor Gruber vy P g 1806 i1
I sruber vy Durham en 1096, y utilizada For priasera vez

para el diagnéstico de fiebre de Malta por Wright y Seith en 1897, y con

pecas modificaciones,

que incluyen la aglutinacién en tubo descrita por

McCullough (116) las mAs ; P ; . s
g 116) y las mis recientes técnicas de microaglutinacisn (79), es

la mds utilizada en la actualidad en el diagnostico serolégico de brucelo-

sis, siendo en algunos paises en que la incidencia de la enfermedad es ba-

ja, como en los EEUU, la Gnica técnica utilizada.

Requiere que el antigeno utlizado sea obtenido de Brucella en fase lisa
para evitar resultados positivos obtenidos, si se usa antigeno
de Brucella fase rugos en ciertas enfermedades febriles ( Kala-Azar,

tifoidea, tuberculosis), e incluso en individuos sanos, lo que desacredité

la técnica en su:

La mayoria de los pacientes con brucelosis aguda tienen titulos de anti-
cuerpos de 1/16) o mayores, sin embargo en personas frecuentemente expues-
tas a FHrucells, como manipuladores de ganado, veterinarios, elc, pueden
aparecer titulos de este rango sin existencia real de ia enfermedad, por lo
que es precisc una interpretacion cuidadosa de los resultados en estos ca-
sos: mas aan cuando el diagnéstico certero que se obtendria con la puesta
en evidencia de seroconversion en los titulos de dos sueros secuenciales,
muy rares vez ¢ pneible dado que por ias caracteristicas del curso de esta
enfermedad es dificil gue el enfermo sea visto en consulta en las fases

iniciales de la misma. (143, 33)




Himitacionec que podrian sefialarse a este test cabe citar:
~1a de lenomenos prozona, por exceso de anticuerpos, que pue-
N g
€@ prueban solo los sueros a baio titule resultados falsos neza-
tivos. Este fenomeno prozona puede deberse también a la accién de anticuer-
pos bloqueantes

€8, que recubren los antigenos, impidiendo su unién a anti-

Cuerpos aglutinantes. {170, 139, 33)

-No deteccién de anticuerpos incompletos (no aglutinautes), ni de AC

bloqueantus, relativamente frecuentes en la brucelosis. (99)
-Existencia de reacciones cruzadas por similitud del LPS utilizado
como AG entre Brucella y sobre todo Yersinia enterocoiitica tipo 9, Fran-

ciscella tularensis y Vibriov cholera. (22)

-No permite diferenciar de que tipo de brucelosie se trata. (173)

IV-11-C-2.-Aglutinacion >on Z2-Mercaptoetanol y con Ditoiireitol
: (= i

Desde 1068, y especiaimente en la ultima década se ha intiroducide en el

diagnéstico serologico de Brucelosis una modificacién de la técnice de a-
gr g

i6 Asi e D ' ) z oy ] i a tencia de AC
glutinacién clasica, que pretende poner en evidencia la exis Lo

lgG, a menudo enmascarados por los AT de la clase Igh.
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Esta modificaci on o gigte e : % i
aclon coOnsiste en el tratamiente previo de los sueros con el

compuesto sulfidrilo 2“lercaptoetanul (ZME) o con Dithiothreitol (DTT) ca-

paces de destruir a una concentracién adecuada de 0,0025 X a 0, 005X i a4 pH
B 1— i rl.. "‘ ¥ LrasTy o
entre O v ou 8760 1a Igh presentes en la muestra, por ruptura de de los

puentes disulfuro.

Loncentraciones superiores . 0,01M, valores de pH mayo-

P g

y temperaturas de incubacién superiores a 409C producen formacién
] o e -~ A i 1 ++ 1 : i § E
b la muestra que inutiliza la prueba, (100, 21, 128, 101, &
Con ambos compuestos se obtienen resultados similares, por lo que se ro-
comienda utilizar DIT por sus caractericticas de mejor olor y carecer de

las propiedades irritativas del 2-ME.

La importancia de utilizar esta técnica radica en que para algunos auto-
res la nresencia de IgG anti-brucella es considerada un marcador de infec-
cion activa, y en pacientes con sirntomas de enfermedad crénica la persis-
tencia de anticuerpos IgG significa recrudescencia o persistencia de infec-

elon activa . (176, 33, &7, 27,142)

El pico en el titulo de AC agluvinantes totales se alcanza en el primer
mes de iniciado el tratamiento para después declinar lentamente permane-
ciendo positivos durante varios afics; mientras que ias IgG 2-ME y DIT re-
cistentes sclo son demostrables, si la enfermedad evoluciona favorablemen-

te, durante el primer afio. (175, 65)




frueba del Kosa de Bengala.

La prueba de aglutinacien en porta "Rosa de Bengala®, que utiliza como

antigeno una suspension de brucelas matadas con calor, tefiidas con rosa de

bengala y augpen@idaa en un tampon de acido lactico a pH 3,6, (antigeno de-

sarrollado por Peitz D. en el U 8. Dept. of Agriculture, Ames) ha sidc u-

tilizada ampliamente en el diagnestico de brucelosis animal (19, 45, B4,

59),

los afios setenta se ha introducidc también en el diagnéstico

serolegico de brucelosis humara (28, B, 123, 128y,

Es una prueba cualitative, que ha demostrado uné mayor +sensibilidad, es-
pecificidad y precocidad diagnestica, que la prueba de aglutinaciin en
tubo, sobre todo en lus casos de brucelosis crénica., Mide eéencialnente AC
de .3 clase IgG. Al igual que aglutinacién en tubo uo detecta anticuerpos
incompletos, y aparecen resuliados falsos positivos en los casos de infec-
cién por Yersinia enterocolytica ser.9, Vibrio cholera y Franciscella tula-

rensis. (33, 173

Dada su facil ejecucion y su alta sensibilidad es una técuica propuesta
por muchos como método de criba en grandes encuestas epidemiologicas, e in-
cluzo di . autores la consideran como el primer método a utilizar en
el diagnéstico de brucelusis humana. v33)

e gl 4 . .
B prueba idomea para deteccion de antigenos proteicos, c9

alzunos han sugerido (55), y su utilidai en 1CR no esta suficientemente
L=
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evalie da, fo ik Ay ?
A nientos de convertir a la misma en un test cuanti-

tativo.

IV-11-C-4. - Prueba de Coombs anti-Brucella

La prueba de la antiglobulina o test de Coombs anti-brucella, fué aplica-

da por primera vaz para el diagrestico de la brucelosic humana nor Wilson

MM, y Merrifield BVO (171), basandnse en la técnica de Coombs descrita para

deteccion del facior Rh en células sanguineas; se basa en la demostracién
de anticuerpos anti-FPruella no aglutinantes, y blogueantes. Esencialmente
consiste en la aglutinaci’n por accién de un suero antiglobulina humana de
una suspensién de Frucella sensibilizada con anticuerpos incompletos anti-

Brucella presentes en el suero de enfermos con brucelosis.

Los titulcs en la prueba de Coombs han de ser al menos iguales a los ob-

tenidos con la técnica de aglutinacién simple.

La importancia de esta prueba radica en que permite detectar anticuerpos
incompleios de la zlase IgG e IgA que predominan en la brucelosis crénica,
i 1 s { i = ccion

asi como auticuerpos bloqueantes (IgA) que pueden enmascarar una reac

2cni luti 16 i . (97, 099,
positiva en la técnica de aglutinacion en bruceloszis agudas. (97,

71,127




Resccion de F:jacién de Complemento,

La técnica de Reaccién de Fijacion de Cosplemento (RFC fue aplicada al

diagnostico sarolog

lco de brucelosis por primera vez por Larson en 191%.

Trabajos eriores 1a hacien poco aconsejable en el diagnestico de

brucelosis aguda, con respecto a 1z técnica de aglutinacisn.

Una de las principaies ventajas que se le oturga a la RFC es su utilidad

ra detectar pmicroglcbulinas (Sobre todo IgG 78)), Je parecen estar
pa B Q

relacionadas con la actividad de la inteccion. (97, 139)

y 1d

Una KPFC positiva en s donde la agiutinacion es negativa y el test de

Coombs positivo, sviiere gue este Test de Coombs positivo se deba en parte

a la presencia de microglobulinas,

Por KFC se pueden detectar también anticuerpos no aglutinantes de la




consldera en general un reactantas de

‘iasmina, haptoglobina, etc.

primariamente por el

higado, pero el mecanismo por el cual

avmenta es escasamente conocido. Parece influenciado por me-

fumorales. tales como pirégenos endsgenos provenientes de leuceci-

Llett y Francis (i66), que observaron en
aguds de diversa indole, ia presenci: de
cuon un polisacarido (Fraceién C) extreido

Ls capacidad dél suero de

habitualmepie en fase convalescien-

tienen una concentracion plasmAtica de PCR

menor de 10ug/ml. Los picos maximos de concen-

en las primeras horas del inicio de la

K esta compuesta de 5 subunidades (polipéptidos no glicosilados?

L mple: on un preso molecular de aproximadamente 23.000, unidas en forma no
3 4 bdg) LS5 - % Wy g B 4 - Nt

covalente y asociadas como un pentamero




‘1a€ sclubles y aglutina sustancias particuladas,

VEZ unida a otras sustancias es un potente activador de la via del

complemento que comienza con Cla.

Es tan eficiente activador del complemen-

to como las inmunolobulinac IgG, contribuyendo a fijar C4b y C3b, mediado-
reacciones de adherzncia; asi mismo fija los comple-

lisis de superfisies celulares. (130,35)

a los linfocitos T modificando algunas de
reacciones de activacion y agregazion de las

tividad y motiiidad de las células fagociticas.

in vivo" no se conoce, aunque bajo algunas circuns-

inflamacion; asi mismo, hay evidencias de que lus de-

i iia

CR pueden -ontribuir a la cronicidad de las lesicnes en

b

Sy aumento se ha demostrado tanto en enfermedades infecciosas como no in-
-~ - ol 1" - 1 T pe ¥ - L

fecciosas

1 34 i 1 calcio. B2
cién de la PCR con otras sustancias es dependiente del calcio

(¢i{camente a fosforil colina, fosfatidos de colina, polianicnes

hialurénico, heparina, estc.), policationes (protamina e histo-

hidratos de caroono.
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‘ito la union de PCR a células aecroticas. lo que pue-

de contribuir a j resclucion A DE
ribut a4 ia resolucion vy reparacion de los tejidos. Probablemente

también contribuys ietoxificar
* BRRRTIbuUYA & detoxificar @ seere 3c materias toxicas procedentes
- - =

del dafio tisular, {136)

APLICACIONES DE LA MEDIDA DE CONCENTRACIONES DE PCR EN LA CLINICA PRACTICA

EN LA ACTUALIDAD,

S = ':.+ + <'=|', H 91 = (" :
e ha constatado un aumento en la produccion de PCR de forma precoz en la

mayoria de iaz formas de infeccion micrebiana {115, 144, il4). Por este mo-
tivo su medida se ha mostrado 0til en el manejo de septicemias neonatales y
meningitis (137, 34, 14, 42 , 153,); facilita el reconocimiento de infec-

ciones intercurrentes en Lupus Eritematoso Sistemico vy leucemias (88, 109);

de complicaciones infecciosas tras cirugia cardiaca (81), etc.

‘ado en distintos estudios una buena correlacion
entre los niveles de PCR en suero y la respuesta al tratamiento de diferem~

tes ernfermadades infecciosas. (89, 150)

La concentracién de FCR aumenta en procesos inflamatorios no infecciosos

dei tipo de colagenosis, Sindrome de Reiter, artropatia psoriasica, enfer-

medad de Crohn, etc




TRATAMIENTO DE BRUCELOS]

i
L,

" i actigl i AN ot o 3 - : i
En la actualidad nn exicte una pauta terapéutica que haya mostrado ser

- ; 1 s T & T i (e nE v (V1 - - b s 1 1
totalmente eficaz para evitar recidivas, o para alterar sustancialmente el

cursd de una brucelosis cronica; con cualquiera de las descritas hasta aho-

ra, siguen apareciendo, fracasos terapeuticos y recaidas
Una vez que Brucella entra en ol organismo invade los nodulos linfaticos
regionaies, y si no es destruida inmedistamente se miitiplica e invade el
torreate circulatorio, acanronapdose en las celulas del Sistema EKeticulo
Endotelial. en bazo, higado, rifionss, médula ssea y nodulos linfaticos dis-
tantes, donde esztan protejidos de la accién de muchos de los antibiéticos

para los que son sensibles S vitrol,

Para conseguir una corrects terapia en brucelosis , hemos de tener c¢n cuen-

timicrobiano debe penetrar intracelularmente, dida la tenden-

ncalizarse en g1 !uterior de las células del Sistema Reticulo Endo-

telial de este microorganisan.

-Bs necesaria una terapia prolangada para prevenir las pusibles recaidas

| a posibili ' Sxicos debidos a
de la enfermedad, con lo gue la posibilidad de fenomenos toxico

t4rmacos se incrementa.




Brapia debe instaurarse lo me ]
1| A X s S8 10 i precoz 0&ibil¢ Sir =
mas precoz posible, air esperar a la con-

La'+ﬂfiDlCﬁiC3. gsi exist

€ apoyc diagnoetico seroléegico preccs,

~Al no existir farmac |
existir un farmaco que POT Sl solo sea eficaz en el tratamiento de

brucelosis itual X i
+0sis, bhabitualmente bay que recurrir » la combinacion de diferentes

antibioticos que potancien su efecto,
wO0n muchos los antimicrobiznos utilizados en el tratamiento de la briuce-

losis, de eilos los que se hau mostralo como mas utiles son

.

~Tetraciclinas: Tiene una ~MI menor de lug/ml, Su dosis efectiva es de

a 0,50 g cualro veces al dia, de acuerdo con el peso del pacientie
Utilizada sola son frecuentes las recaidas, que disminuyen cuando se
asocia a otros farmacos del tipo de estreptomicina, rifampicina o SXI
(108). Es mas efectiva y menos toxica que la asoc’acion clésica de estrep-
tomicina mas suifadiazina. No puede ser utilizada en nifios ni en embaraza-
das por sus efectos colaterales. Hoy dia tiende a usarse con mayor
asiduidad la Doxiciclina , a la dosis de 200mg dia, que posee la ventaja de
su larga vida media, lo que permite su administracién en pocas dosis. (7, 8,

23, 66)

-Estreptomicina: Su utilizacién junto con tetraciclinas, a la dosis de |

' ” : i 5 8 = icminui rde
g dia im, durante las ¢ 0 3 primeras sSemanus, PAarece dieminuir la apa

| - icaci i s senta
cion de recaidas, y el desarrclln de complicaciones localizadas. FPres

‘ icidad axie &5 1 ! rarcentaje de cepa
los problemas de otctoxicidad y existencia de un alto porcentaj pas
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MOStrado cue gantamicins v W i
wstrad jue gentamicina v Kanamicina SOn mas activos in vitro frente u
A = il - Ll O =g ¢

Hucalla ous sotrenteni i - i]
ucella que Lrepiomicina, peroc su utilizacisn ep ¢linica no se ha im-

plantado

-Trimetoprim-sulfametoxazo Usac ltas sis g i

I metoxazole. Usado altas dosis ‘480mg de trimetoprim /
e i : i ; ; .
€400 mg de sulfametoxazole) y durante al menos 4 semanas se ha rostrado

util er el tratamiento de la brucelosis; presentando pocos efectos colate-

Yales. Utilizado solo e alto el iudice de recaidas. (103, 90, 82, 41, 23,

recientemente introducido en el trata-
su excelente penetracion dentro de los fago-

hrucelosie se usa habitualmente a una dosis de

toma. No debe usarse sola, va que 3e han descrito

rapida aparicien de resi c Ry Rl 1

Basandose en la alta sensibilidad de Brucella a los farmacos expuestos,
cada grupo de trabajo tiende a emplear pautas terapeuticas con matices

propios

En la altima reunisn del comité de expertos en brucelosis de la OMS

celebrada en Genova en 1086 (173}, se han dictado las siguientes recomenda-

ti g i ibioti d:
ciones terapéuticas en ol tratamiento antibiético de la enfermeda




aguda
‘Rifampicina $00mg/dis asociada s xiciali i
P na YoUmg/dia, aszciada a doxiciclina <UUng/dia; durante al

nenos 9 semanas

N D SRR R s :
‘rimetoprim sulfametoxazole {160mg de Trimetoprim mas 800mg de wulfa-

5 ¥ e g o B 1 e - by i y
metaxazole) tres ces al dia durante 2 semanas , seguidas de 2 veces al

dia durante 4 semanas mAs. Asociado 8 alguno de los farmacos anteriores Yy a

estreptomicina.

-En embarazo la droga de eleccion es la rifampicina.

Bruceiosis cronica
Habitualmente se precica més de un curso de tratamiento de los expues-
tos. Cuando la re €ta al tratamiento prolongado y repetido es pobre, hay

que buscar un posible foco de infecién.

las manifestaciones de brucelcsie cronica pare-

reaccion autoinmun2, por lo que habra que recu-

rrir a otros medicamentos distintos de los antibioticos.
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De todo lo expuesto on podemos concluir que si bien para

1 Ad etieom indsdal T 1 1 e d i
el diagnéstico inicial de la Brucelosis en general no existen problemas,

con los métodos de cultivo Y serologicos utilizados rutinariamente en cli-

nica, «i pueden presentarse éstos en determinadas situaciones como son:

~Presencia de serologia positiva en personas en estrechn contacto con
animales posiblemente enfermos, en razén de su protesion (Veterinarios ,
matarifes, etc), o por residir en zonas donde la enfermedad existe de forma
endémica, sin manifestaciones clinicas evidentes,y con cultivos a Brucella
negativos, lo que dificulta la interpretacién de los resultados.

-Inicio solapado de la enfermedad, con pocas manifestaciones clinicas ,

hacen que el enfermo en muchas ocasiones se diagnostique en una fase

avanzada del proceso, donde la respuesta serolégica es muy dispar, ¥
los cultivos suclen ser negativos por encontrarse el microorganismo acanto-

nado en las celulas del SRE..

-Comienzo de la enfermedad de manera focalizada, sin prActicamente res-

puesta serologica.

i mi i & tras el
Mas problemas nlantea el seguimiento clinico de los enfermos

: 1l : . ;
jl *) ST1CO 1Cla e jue ‘:“—t"‘ resu La Ccon f!ecuencl& d flCl )
a ‘nu 1 in 1 iy )rd- ue esie es i. 1 l je Ualﬂla!

o L > i = = » 12w = % = i il J.
Tic exl en uno I eI ) b e 25 d.b e ldD gque nos pEI m‘i.tan a Irmar a
f J = = I=] 108 ien -

ste wmunto el valor de la serologia convencional
curacison del proceso, y en este punig

= = = st = - - - 1 - . =
| meno . 1 < b Va que es P!)Cﬂ 0 qhe se conoce dl;_]. _.UIEPDI td]ﬂlEIl
es ail s cuestionapie, y A
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confianza
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suficiente
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gicae utilizadas rutinariamente en cuanto

Qilerentes situaciones clinicas que pueden pre-

(Recaidas, evolucisn a cronicidad,

enfermedad

por lalta de estudios prospectivos, bien contro-

de enfermos como para extraer conclusiones

estudios que permitan extraer conclusiones

las pruebas serolegicas clasicas para evaluar la res-

en enfermos

con brucelosis.

actualidad se tiende a buscar nuevas técnicas de la-

ermitan

' én ¢

& D

realizar un control de estos enfermos

coOn mayor
No obtante se hace necesario antez de

linica practica de estas nuevas metodologias, el

4

tivo, bhien diseflado y con suficiente namerc de

extraer conclusiones validas con respecto al com

recomienda profundizar en

néstico de

prueba de

brucelosis humana

L&

6gicos utilizados habitualmente en las dife-

que pueden presentarse en el curso de brucelo-

la respuecsta al traztamiento correcto de

Comité de Expertos en Brucella" de la OMS, se

importancie .ue pueda desempefiar en el diag-

- "
la utilizacién del test "Rose de Bengala",

facil ejecucién, que permite su utilizacién en areas rurales don




iz

nocsible dizsnoner 2 i iy .
t LispOner o pon s P g A
P ae 108 medios Lecnlicos necesarios para realizar

restantes pruebas serologicas i i '
‘ S serologicas para el diagnéstico de brucelosis adenas

de 1 ‘ en le o 1
la rapidez en la obtencién de resultados; por lo que consideramos de in-

es el countrastar dicha técnica con las habitualmente utilizadas dentro

de un amplio estudio prospectiva. cuantificando la reaccisén.

1 oK : :
La determinaciéon de 1sa coicentracion de PCR se ha mostrado util como mar-

cador inespecificao, para el seguimiento de infecciones bacterianas, asi co-
mo para evaluacion de la respuesta al tratamiento en las mismas. Par elio
consideramos de interés el comprobar la posible utilidad de este marcador

inespecifico en el control evolutivo y de respuesta al tratamiento de las

enfermos con brucelosis

tamiento de brucelosis existe gran controversia sobre cual es la

a utilizar. Siguiendo las recomendaciones del Comité de

~eipzis de la OMS, en cuanto a los antibidticos a utilizar

en esta enfermead, hemos disefiado dos pautas de tratamiento, para evaluar

dentrc de este estudio prospectivo.

Dadoc que nos encontramos en una de las zonas con mayor tasa de brucelo-
eis, con lo que ello supone desde el punto de vista sanitario, y economico,
consideramos necesario la realizacién de este estudic con el fin de mejorar
en la medida de lo posible la asisiencia a los pacientes afectos de ecta
enfermedad, de evolucién muchas veces térpida, con alto indice de fracasos
terapéuticos y de dificil erradicacion, por lo que es presumible que deba-

mos enfrentarnos a este problema durante bastante tiempc.




L1.-0BJETIVOS

Evaluar la eficacia comn marcadores evolutivos clinico terapéuticecs, de

pruebas serolégicas clasi-amente ussdas en el diagnéstico de brucelo-

"y
.

Papel gque pueden desenpefiar reactantes inespecificos de fase aguda, ti-

po PCR , como control del tratamiento y evolucidn en brucelosis.

3.~ Contrastar los resultados cbtenidcs con tdecnicas que detecten antlicuer-
pos similares, con el fin de obteaer conclusiones practicas que permitan
reducir la div- sidad de pruebas utilizadas en diagristico de “rucelo-'s

L

4.-Bvaluar la eficacia de 2 pautas terapeuticas diferentes en brucelosis,

o

sobre enfermos adultos perfectamente controlados.

A/ Estreptomicina 1 g/dia (21 dias) + Doxiciclina 100mg/12h (45 dias)

A

B/ Doxicicline 100xg/i2h {45 diaw; ! Rifampicina 900mg/dia (45 dias).
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«~PRESENTACION DE La FUBLACION ESTUDIADA Y CUNTROLES REALIZADOS

=1, -ENFERNUS

iy

Se. ha sstudiado 88 ¢ s G ig i i i
* han estudiado 86 enfermos sin historia Previa de infeccion por Bruce

1la, Aiagnosticad L€ '
¥ thost | por temer clinica conma-

tible ¥y Cumpl.:’ uno de los Siguientes criterios:

~Hemocultive positivo a microorganismos del género Brucclla,
y/o
~Titulo de anticuerpos frente a Brucella detectados por aglutinacién mayor
0 igual a 1/8Q,
v/o
~Titulc de anticuerpos ifrente a Brucella detectados pc. tast de Coombs in-

directo mayor o ijual 1:320,

Asi, el diagniztico se pradu’a:

860 par hemocultivo positivo: " vacientes.
~-Famocultive positivo + Aglutinaciones >= 1/80: 1 paciente.
+ Test de Coombs »= 1/320: B

+ Aglutinacion >= 1/80:

pacientes.

JE R Faouinas e o
-4glutiraciones >= 1/60 + Test de Coombs >= 1/320: 30 pacientes,

-80le teet de Coombs )= 1/320: 14 pacientes.

eran varones y 17 hembras.




mayor <2dad 71, (No atendinmos




dha consulta creada en el Servic

“ina Interna

" s s Ve =
Jl!lﬁv'” de las Nieves" de Grar

ies realizo el control clinico, atendiendo a la

siguientes datos:

Batada cieil . i

net de manipulador Sl NO. ..

... Agua
.Carnes
vV lerduras
Vaca ... Verdu
Oveja . oooangre
itros . Visceras
LTS
Jtros

. Requeson, Helados




HErosiones cutineas Sl RO

inimal -Manipulacion laboratorio

Ordefio .Vaca . Iransfusiones

. Abortos, partos

.Oveja «+ . Picaduras
.Lerdos .Autoinoculacison en vacunacion

i cEroe animal

.. . ¥enerea,

Caracteisstices de la vivienda:
... Entrada comin para personas vy arimales

..Comunica con lugares donde estan animales

.Separada de

FUENTE

DATOS CLINI
Periodo de
Sintomas in
Dias inicio admisicn.

[ratamiento previo:




Sudoracioy,

Malestar general. . .
!

tenia
Anorexia
Perdida d= peso
Mialgias
Artralgias
Dolor abdominal
Nauseas
Vomitos
Estrefiimiento
Diarrea
Pirosis

Dalor de col

Dolor sacroiliaco

los
Expectoracian
Dolor toracico
Disnes
insomnio
Depresien
lmpotencia
Cefaleas
Mareos

Vértigos

Lit. de marchs

" " vision

Sdrome miccional. .

Dolor testicular. .

Alt. menstruales..




Jndulante

Aguias

Frecuencia cardiaca

Tension arterial
Palidez

Ictericia

Adenopatiaz

Exantema

Abscizscs cutancos

Ulceras piel
Eritema nodosc
Puropura
Hepatomegzalia

Esplenomegalia

Hemorragia digestiva

1

Jlceras bucale
Epiztasis
Bronquitis
Neumoni a
Derrame pleural
Hemoptisis

Absceso pulmoner

Adenopatia hiliar
b P
Tromboflebitis
Endocarditis
Ulceras en cornea
Queratitis

Uveitis

Papiledema

Atrofia optica
Retinitis
Iridociclitis
Meningoencefalitis
Ciatica
Polineuritis
Hemorragia subarac
Orquiepididimitis
Infeccisn urinaria
Pielonefritis
Anexitis

Bursitis

Artritis
Sacroileitis ¢
Espondiiitis (

Osteonmielitis

wdy

noidea.




Nodule pulmon

omplementarias

BEoografia abdominal

PRUEBAS RBIOOUIMICAS

Glucosa Bilirrubina D.....
Hemoglobina. . . : Urea
Hematocrito
Proteinas totales.

Albumina.....

Acido urico.

T, 07 o | A R e

Lirntfocitos. Colesterol Hematuria

Trigliceridos. .. Urobilinuria

Fibronactira.. ..




Plasuetas. . ..

Actividad de Protrombina. ...

ESTUDIC

Células. ...

Glucosa. . ..
Pandy. .
Proteinas. .

Inmunoglobulina

Pristeinas, . -

Gl Uanes, . s e




Ba

ermos tueron revisados clinicamente a diario durante un mnimo de

el diagnoestico inicial, 'y pasteriormente fueron citados a

consulta a los 45 dias, 6

i@y 18 w0 meses; y siempre que surgio algun

problema evolutivo.

Se descartaron todos aquellos pacientes con historia anterior de brucelo-

Al final del estudio la distribucién de los enfermos en cuanto al tiempo
de seguimiento fué, una vez descartados aquellos controlados menos de 6 me-
ses:

Seguimiento

1.-CONTROL EACTERIOLOGICO

: prnre : )
Se tomaron muesiras de sangre para hemocultivos a todos los enfermos en la
primera consulta, y previo a cualquier tratamientc antibiotico.
S Peé c i 2 i con
A cada paciente se le extrajeron tres tomas para hemocultivo de 5 m

i f 2 < de
intervalos de 30-4% minutos, que se inocularcn en Irasces Bactec NR €A
intervalos =3 & ]




54

La lectura de los SC0s se B 1 ‘
108 1Irascos se realizo par sistema Bactec NR-730 (Becton

o i )
Picckinson Labs.), que detecta el ‘ecimi
~eRiUslh Labs. ), que detecta el crecimiento bacteriano por medida de la

concentracion de didxido de carbono

liberado en el frasco, a las 18 y 48

noras, y a los 10 dias de incubacion.

En todos aquellos casos en que no se obtuvo resultado positivo pasados

los 10 as, e re se cie ' ]
10 dias, se re pase ciego a los 10 y 14 dias en agar chocolate

y Qque se mantuvo 48 hore de incubacion en atmosfera rica en 0= (B5-7%),

antes de ser descartado como negativo.

Por otro lado se realizaron hemocultivns ciempre que surgio algun proble-

ma evolutive.

Efectuamos cultivo descartar infeccion por Brucella de todas aque-
de sangre, que en cualquier momento del seguimiento

que podrian aportar datos de iaterés sobre la evo-

lucién y complicaciones en cada caso : LCR, liquido sinovial, biopsia hepa-

tica, colieccion liquida en orquitis, etc

I-1V.-SEGUIMIENTC SERO™ TCO

Fué realizado por nosotros en el Servicio de Bacteriologia de la Ciudad

Sanitaria "Virgen de las Nieves".

e ] j stras suerc para estuvdio
A todoe los enfermos se le extrajeron mMUestiras de 1

‘ & 5 di ie evolucion (Fostrata-
cerologico en la primera consulta, a los 45 dias de




i1
18 v 24 meses. ecndineid sndo oc
g 5, colncidiendo con las revisiones clini-

ag. mi SmO eali AMOE NT | = % i i €
[ | P @ CODTrol cel H 10 % 2 :
g LJ¢()“-«I CO Elempre Li‘,li,,‘ se On-‘_ldero qUe

existia algun problema evolutivo.

En la fecha de 1la extraccion a todos los sueros se les

realizaron las

técnicas serologicas de

-Microaglutinacion directa.
-Test de Coomhs antibrucelas,

-Rosa de Bengala cuantificado.

se utilizo para estas pruebas se mantuve conge-

para la realizacion posterior de las técnicas:

de Complemento.
2-Mercaptoetanol.

Ditiotreitol

Se considero que existia diferencia significativa desde el punto de vista

serolégico para cacda u de las técnicas, con la serie de sueros de cada

en 2 o mas diluciones entre los sueros

enfermo, cuando er.istia variacion

probados en lac distintas revisiones, realizados en paralelo.




o]}

lete ) 3 art 3ndo de lass al |
determine, par tlendo de 18y alicuotas "“.C‘ILSQL&!"

Oteina

reactiva, por el sistema TDx ¥y la Ve-

n Globular

resultados fueron anotandose en fichas similares a las que

eiguen;

Enfermo

Hemocultivo: Positivo, .. Hegativo.. .

Recaida: e No. .

Otros cultivos: fuestra,. ... .o Besuitade

Tratamiento:

Evolucion: Buena. . .++ (Recaida..., Fracaso terapeutico...,

Cronicidad..., lacalizacién. ..)

Control
Coombs RE REC 2-ME DDT PCE VEG
inicial
45 dias
6 meses
1Z2meses
18meses
2dmeses
Otros

vez se realizé una ficha por técnica serolégica con el siguiente for-

Técnice

B f A ; Sueros
i 17 meses 18 meses .4 meses Utros




i1,-PAUTAS TERAFPEUTICAS ENSAYADAS.

Incliuimos en el sekidd : :
tUinmns en el estudio 2 Fautas terapeuticas diferantes, denoninadas

como

A: Streptomicins 1 g/dia (21 dia) + Doxiciclina 100mg/12h (45 dias)

B: Doxiciclina 100 mg/leh (45 diasy + Rifampicina 900mg/dia (45 dias)

La inclusion de cada enferwo en uno u ctra protocolo se realizée iniciail-
mente atendiendo al orden de entrada en el estudio de iorma alterna, es de-
cir, a los impares g2 les traté von la pauta A y a los pares con la B, con

independencia de la edad v sexo,

Dado que los primeros fracasos terapéuticos y recaidas se produje. )n en
enfermos tratados con la pauta B, y ante la evidencia clinica de una mejor
respuesta a la pauta A, se opté por tratar al restc de enfermos una vez
conseguido un grupo de 32 casos para cada pauta, solo con la pauta A, uti-
lizadndose la b er aquellecs casos de mala evolucion tratados con pauta A i-

nicialmente.

Atendiendo al tratamiento inicial el numero de enfermos que recibio
una de las pautas fue:

-Pauta A: 54 enfermos.




CRITERIOS NE MALA EVOLUCION

vOnsideramos que ex.stisé mala evoluelar de los pacientes, s. se dis algu-

no de las siguientes parametros:

-Fracaso terapeutico:

Entendiendo por tali la persistencia durante mas de

10 dias tras iniciado el tratamientu de uno de los sintomas o signos mayo-

ros de la enfermedad . iebre, visceromegalia, "acalidad, ete..).

~Recaida: Reactivacion de los siantomas iniciales, tras curacién aparente

¢ con cultivo positivo a la cepa de Hrucella causante del p: eso inicial,

~Cronificacicn: Per istencia de s‘ntomatciogia durante mas de 6 meses,

-Complicacicén: Localizacisn del proceso en un organo o tejido determinado

(Meningitis, espondilitis, orquitis , etc..), tras correct) tratamiento,




LioLRIFCION DE TECNICAS SEROLOGICAS

tV-1. -AGLUTINACION CUANTITALiVA.

IV=1-A. - Fundamento.

Lapacidad de inmunoglobulinas de bajoc y a'to peso molecul-r (IgG e IgM)

existentes en el suero de enfermos con bruceicsis de aglutinar antigeno 1li-

popalisacarido (LPS) de Brucella.

La reaccicn de aglutinacien cousiste en la agrupacicn de partic' s me-
trices (Células o materizl sintéticc) antigenos en si miswas, o unidas de Y
forma covalente o adsorvidas a determinados antigenos solubles y origina-
rianente en suspensioén, [ 'r anticverpos frente a dichos antigenos denomina-

dos aglutininas (127}

La reaccion de aglutiracion se produce en 2 fasec.
~ Combinacion espec’ fica de antigeno y anticuerpo.

- Visualizacién de la agregacion de particulas.

Ambas fasee estan mediadas por la a.raccion esrecifica eatre anticuerpo y

antigenn.

i ilizadas sts acci lonen icie
Las particulas matrices utilizadas en esta reaccion ticnen en supert

] s al tiendsz repeler-
yna ligera carga negativa, que hace que de forma natural tiendan a repe

v antre
A

g
m

Lot s aglutd i como puentes de iniom
s ipmunoglobulinas aglutinantes actuan como puentes



cong lomerados o ° Eoki e
Mglomerados que facilitan la wisualizacisn as

producirse unisn de Az-4C en

una primea fase no se pro-

iculas se habla de Aglutinacion incompleta. En estos

medio con proteina o solutos
enire particulas, facilitande la formacien

O

consiguiente reaccicn de aglutinacien.

la viscosidad del medic es otro importante
acién, por lo que la adicion de

como dextranc aumentan la aglutinccion.

sobre todo a su tamafio, son mucho mas efi-
igc e Igh (750 veces mas aglutinantes), produ-

o

wwlutinacion incompleta con IgG e Igh (127),

en la no visualizacion de reaccion de aglu-

aglutinantes en altos

"Bloqueantes": AC que unidos especifica-
unién de los AC aglutinantes, impi-
la reaccion.

Exictencia de una concentracion excesiva de antigeno.

‘ A nie R8T Bie (pe mala conservacion)
-Alteracién de las proteiras del sguero (p

i
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-Cantidad excesiva de material coloide extrafio a la reaccién, que de al-

guna manera actua como alfombrilla que cubre los puntoe de unién de AC a

AG.

Fig.l Reaccion de aglutinacisn

Antigeno Anticuerpo

Aglutinacian




Descripcion de la técrica de aglutinacion.

Liilzamos como antigeno suspension bacteriana de Brucella abortus cepa

tLromatest) suministrada por los laberatorios Knickerbocker (M101)

La determinacion se efectua ensayando diluciones dobladas del suero pro-

blema, en solucion salina,

con volumeres iguales de suspension antigénica

estanrdarizada. (El1 titulo de 1/80 obtenido con este antigeno en aglutinacionm

utilizandc como swvero anti-Brucella el 11 patrén internacional de sueto
anti-Brucella s preparado por el Central Veterinary Laboratory de
Weybridge, se corresponde aproximadamente con 100 U.I., titulo limite menor
fijado pt » OMS para considerar diagnestico de brucelosis en técnica de

aglutinacién). Tras su incubacion se determina la dilucion mas alta de sue-

ro que presenta aglutinacion en presencia del antigeno especifico.

En puestro estucic hemos realizado una modificacion de la prueba clasica
en tubo, adaptando los volimenes de reactivo a utilizar al sistema micri-

ubo, adaptando los
permite de modo mucho mas simple el poder realizar la

nrueba a la vez con un numero elevado de suaros.

Para ello en lugar de tubos ytilizamos placas microtiter fondo U de 96
I e 241 - 2T Lug L

i incipi ilizamos una
pociilos (Bxlz?», de modo que para cada suero emn principioc utilizam

] Z sueros por
columna de 8 pocillos (de A a H), por lo gue se pueden probar 1z sueros p

placa.




Procedimiento:

Freparar una diluci previa ‘ = o

iuclon previa de cada suero problema y de un control
positivo y otroc nezativo ¢ 1/20 e i s y
I tro negativo al 1/20 en sclucien saline .sotonica (0,85%):

colocar 50ul

e cada una de estas diluciones en el primer pocillo de de la

columna asignado a cada suero.

.~ Relisnar el resitn de pocillos de la placa con 50ul de &5 isotonica.

zando pipeta multicanal de 50il o microdiluidor au-
os sueros desde los pocillos A a H. Con lo que

de 1/20 a 1rz2564.

suspension antigénica estandarizada (Titulo 1/1000 con

iard Scrum del Weybridge Veterinary Laboratory; que se

aproxima bastante a una suspension an'igenica com grado de turbidez 2 en la
eacala de McFarland) en todos los pocillos de la placa. De este modo cada

suero gueda dobie de 1/

5.- Agitar la placa, cubrir con parafilm, -~ incubar a 372C durante 18 ho-

ras.

Lectura e interpretacién de resultados:

a a ca%o en espejo lector de placas microtiter.
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ion de la reacClon en cada pocillo ustermina Comg Slgue:”

4+ (Aglutinacion completa en todo el fondo del pocillo).

3+ (Aglutinacion aparente en el 75% del fondo del pocillo).

-2+ (Aglutinacion en 59% del fondo del pocillo).

=it (Aglutinacion tenuve, con predominio del boton de sedimentacién de
las particulas no aglutinadas.

-Negativo (No hay evidencia de aglutinacion. Se aprecia boton central

por sedimentacion de las particulas no aglutinadas).

El titulo para cada suero viene dado por la mayor dilucién del mismo que

muestre al menos el H5C% de aglutinacion (2+)




Fundamento.

Jtilizacion de antiglobulinas humwanas comn un segundo anticuerpo que se

une a aquellos anticuerpos incompletos, no aglutinantes o anticuermos blo-

gqueantes, que de A modo ¢ otro ne provocan la reaccion de aglutinacion o

la inhiben

El fin de la reaccion es la agiutinacion por accion de un suerr, antiglo-
bulina humana de una suspension de Brucellas sensibilizadas con los anti-
cuerpgs incompletos antibrucella, presentes en el suero de enferuxcs con

brucelosis.

En diagnostico de bruceliosis se ytiliza el test de Coombs "indirecto",
indicando de esta forma que previamente se ha de producir una fase de sen-
sibilizacisn de los antigenos de Bruceila con el suero del enfermo; & dite-
rencia de la técnica "directa" en que partimos de antigenmos que SUDOREROS

censibilizados, técnica utilizada habitualmente para detectar problemas de

incompatibilidad de grupos sanguineas.




Descripeion de técnica de test de Coombs

nsion bacteriana empleada en microa-

19 (Cromatest) suministrada por Knic-

Pado gque esta suspension es una mezcla de antigeno carpuscular (Celula

bacterianal, y antigenc Adisuelto (Liberado de la misma), y ya que como de-

mostré A. Foz se obtienen mejores resultados en ei test de Coombs utilizan-
do antigeao corpuscular puro, siguiendo sus indicaciones eliminamos el an-

tigenc disuelto de la suspension bacteriana,

Para obtener soio antigeno corpuscular, sometemas la suspension bacteria-
na a certrifugacisn de 5.000-10.000 rpm durante 20 minutos; retiramos el
sobrenadante y afiadimos otro volumen igual al inicial de suspension bacte-
riapa, v centrifugamos tres veces més en las condiciones expuestas, reti-

rando en cada caso el sobrenadante y recoastituyendo con volumenes iguales

de ~i6n salina isotonica, recientemente preparada.

Antes de utilizar el antigeno en la prueba debe someterse a agitacion du-

rante 2 horas en camara fria 4201,

fyerps do enfermos: No deben utilizarse sueros miy hemoiizados. Ei suero

puede estar tanto activado como inactivado. Una vez obtenido el suero puede

conservarse 2 o 3 dias a 49C; s1 se ha de mantener durante mas tiempo debe
L. i o &N e, = o

quedar congelado a -202C o -402C.




2l suministrado por Knickerbocker

igual

1 que en técnica « aglutinaci t
_ ecnica de aglutinacien, en nuestro estudio hemos adepta-

do la técnica de Conombs = ) ;
cnica de onbs antibrucelar en tubo, para poaer realizarla en siz-

tema microtiter utilizando E i 92
titer, : zando ple Q2 cillos igstribucic
) placas de 92 pocillos y <on distribucién de

suero r placa simil a | :
5 S por placa similar a la realizada en microaglutinacion.

Procedimiento

dos tiempos separados por un intervalo de i3

ler. dia.: Los detalles técnicos en cuanto a la dilucién de los sueros y
adicién de suspension antigénica (En este caso sclo antigeno corpuscular),

con en todc similares a los realizados en prueba de microaglutinacion.

29 dia
1.- Tras incubacion, centrifugar las placas tres veces a 5.000 rpm du-
rante 15 minutos, retirando el sobrenadante en cada caso Yy reconstituyendo

con 150ul de S8, agitandc las placas entre cada centrifugacion.

2.~ Después de Gltima centrifugacién , retirar el sobrenadante y afiadir a
cada pocilleo 100ul de suero anti-humano. Agitar las placas, pracintar e in~

cubar a 352C durante 18 horas.




Lectura e interpretaciéu de resultados

Los criterios son similares a los seguidns con técnica de microaglutina-

cion; en general consideramos:

~-Presencia de boton fonao del pocillo .. ...HNegativo.

-Ausencia Positivo.

El titulo para cada suero vendra dade por la mayor dilucion en que s=

precie ausencia de

Como en aglutinacion titulos en principio pueden ir desde 1/40, kasta

1/5120. Los sueros gue mostraron positividad a dilucién 1/5120, se probaren

a mas diluciones hasta abtener el titule real.




A. ~Fundamento,

& capacidad de determinados tipos de anticuerpos presentes en

el suero de enfermos con brucelosis ¢ ; L }
ermos con brucelosis, de formar 'CDmplejD con el alltigeno

bt o Sl bt e e
ucelar con capacidad para fijar el complemento , inhibierdo le lisis de

hematies por hemolisina activada si existe complemento libre (132).

La ausencia de hemolisis indica fijacion de complemento en la prueba por

5 # Nl ey SRS S oo
los complejos AG-AC. Dado que los sueros de los enfermos contienen ccmple-
mento residual, estos deben ser inactivados durante 30 minutos a 56°9C antes

de ser probados

Se han descrito muchas variantes técmicas de esta prueba, desde las que

retenden la fijacion del complemento en un corto periado de tiempo {1 hora
P |

30 minutos) incubando a 372C; hasta las que projongan este proceso durante

18 horas incubando en frio

a microtécnica utilizando volumenes de lns diferntes reactivos de 25ul,
y placas nicrotiter facilita la automatizacién de la técnica y su realiza-
~ipn con alto numero de sueros.
-

El procedimieno requiere una cuidadosa predeterminacion de todas las

isti ‘ ie
concentraciones de cada uno de loz distintos componentes que intervienen en

la reaccion.




Valoracisun de componentes

ello

eguimos el procedimiento propuesto por Grist (B4-bis)

estan-

Ao i ; s
ds u D \ lado comp - i r
darlzanao pPor un  laao _Dm‘klementr_} Y hemal ].Eina, Y pD otro suero control

positivo y antigeno

L

En ambos casos la técnica se realiza enfrentando diluciones dobladas de

cada uno de los pares de componentes a valorar en tablero de ajedrez, uti-

lizando para ello placas microtiter,

Para estandarizar complemento y hemolisina se utilizan 12 diluciones de

T

complemento en tampon Teronal (de 1/32 a 1/298), con un 20% de diferencia

entre cada dilucién, v 7 diluciones de hemolisina en solucion de hematies

al 2% {(de 1/50 a 1/3200)

La técnica se realiza en dos tiempos, separades con un intervalo de 18
horas; en una primera fase : afiaden las dilucines de complemento, iras re-
llenar todos lcs pocillos de la placa con 504l de MC, y tras incubacion en
frio durante 18 horas se alladen las distintas diluciones de hemolisina, con
lo que el contenido de cada uno de los pocillos de la placa gquedaria como

sigue. (Figura 23
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Fig 2.- Contenido de los pecillos en placa microtiter, para la valoracién

de Complementu y hemolisina.

diluciones complemento
59wz 9§ ?zg fs;
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vo? de com Temgnto al 1/50, C200 = lvol de complemento al 1/200, etc.
¢l de hematies al 2%.

de mezcla hemolitica con hemolisina al 1/100. etc.

]




interpretas rest 2dos realis
resul.ados realizamos la siguiente

sencia de ligis.

de hematies intactos, v 25% de lisis.

de lisis,
‘5% de lisis y 25% de hematies intactos.
Trazas de hematies, hemolisis casi total.

Hemolisis total

hemolisina" (DOH), es la contenida en un volumen
dilucion de hemplisina, que da hemélisis total (0),

mento.

Dado que la observacién de 50% de hemolisis es mAs sensible que la obser—
vaciorn d {=is total, se tom cnmo una unidad de complemento (HDsc), la
contenida en un volumen de la mas alta dilucicn de complemento que da 50%

de hemolisis . con la dosis optima de hemolisina.

En la realizacien de la prueba de fijacion de complemento se trabaja con

4 unidades de complemento (4DHee,) (4 dosis hemoliticas 50), gue estaran

contenidaz en un volumen de una dilucien 4 veces menor (i/43, de la que

=

contenga 1DHeao,




rion “;"L!md ael anti

81 como el ti-

orrespondiente antisuero enirentan en tablero de ajedrez, en

ones dubladas del antigeno comenzando por

L0nes dobladas de autisuero comenzando por

{Previamente inactivadas a 5620 durante 30 minutos). Se deben incluir

del antigeno para cada dilucion con compiemento a 4DHso, y 2DHso;

asi como controles de cada dilucion de antisuero para cada una de estas do-

sis de complemento.

Posteriormente y tras 18 horas de incubacion a 49C se sfiade una mezcla
hemolitica que contenga hematies de carnero al 2% y hemolisina diluida al
titulo de trabajo previamente establecido.

El contenido de los pocillos de la placa quedara como se muestira en la

Iiguraii
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Fig.3.

~Lontenido de los pocillos en placa microtiter

para la valoracién de

antigeno utilizado en Reaccisn de Fijacion de Complemento.

di}ucionoslantin

\

o

=P
o
>

e

1

f.,-.)
TOwVvE] TOw>>
LoD
PN
D
oy
TR

e,
oo b
TN TOHUAIs O]

S =i |

i
=,
COCCH

oo
(8 o1 9% 11
v
(S Lo
(.5
|
|

TNz

e
. ey SECHAT]
b i
oo
TN
X0

!

o
OV,

b-—-r‘Ji
i

[ =

o
»—-C'D:
]
1

o

= Tow
r—L0
oo

G
-
——
fo ]

a0
— |
oo

=

(R ol gt s }

|
f

o
[

._.-r
g~ ¥
LS <

~
v
o

(o8]

(S 1an]
o

IOMnNI| TOWn>
w3
oo

L2000
N
Cunr»
(&% (08 )
rors
L
i

(g s ¥l ity

PEe
o=

IEOWS | IOl T
NI, LONAT>

ohoD
[ge1 9% el
I
£ e
W
T
0
U“\}:;
I

=
bl T S I =)

(o 18]

=m0

-~

|

™y
ct
TOHAT|

—

nel

(0 8]

—0
—ra
el
P
~ o
P
noro
oty
—I»
[ o

Peap=t
Fe
TOWA ! TOWDne] TNz
[ o)

ro
L o)
IXouni»
(oo
TN
o ol g | 5 P

|

(RS 1a% ]
on
o
LN
o>
o
(@
~raCD
o
ba'
Moy
[ Sale ]
r
PO
[Sa1aN]
(&2
LN > rcynz=
o
POy
LNt
=
o>
(S5 Ta8 ]
(o,

-

COMNTI>
IEOMANT
[Sa¥ =1
o
TN
OOun=

T

! Iﬁu;)z-

—
_—

N
>
mo

c» >
ool g |

- =

(R%)
Lo )
e

| To
T
~no

i-vgl. de MC.

1 to]l de suero a 1/8.

ival. ge suero & 1/2 etc.

1 vol. de complementc a 4DHg,, C2 = 1 vol. de complemento a Z0Hjzq.

1 vol. de complemento a 1DHgg, C =1 vol. de complemento a 1/2 DHgy.
1 vol. de mezcle hemolitica.
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TS = 2rucba aue el suero no fija inespecificamente (actividad anticomplement.
ria) 21 complemento en ausencia de antigeno

TA = Prueba que el antigeno (sin suero) ro fija inespecificamerte el
complemento
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Para interpretar los resu dos
pretar los resuvltados cada pocillo seguimos las mismas di-

ectrices descritas en la val araci i i
descritas en la valnracion de complemento y hemolisina.

+ecturas se electuan por Inhibicioen total de hemolisis "4*

La cumbinacien Antigeno/Anticuerpao, puede dar RFC con dos patrones de
resultados:
tar un maximo o "pico", es decir, existe una dilucién
de antigeno a la que se presenta un titulo maximo de suero, es la denomina-
da "dilucion optima de antigeno" (OPD, optimal peak dilutiom).
En tal caso los antigenos se utilizan a esta dilucion,
ltado "en plato", es decir; se mantiene un mismo

titulo de suero con div diluciones de antigeno.

Una reacciscn de este tipo indica frecuentemente actividad antiiccmplemen—
taria del antigeno & bajas diluciones, lo que se suele poner de manifiesto

con 2DH=. de complemento, pero mo con 4DHeo

En este caso s2 tomarad como “"unidad de antigeno" la contenida en um volu-
men de la mas alta dilucisén de antigeno a la que se fije totalmente el com-
plemento "4".

Para la realizacién de la prueba, con estos antigenos se trabaja preie-

ntigeno, siempre que no sean anticomple~

rentemente con 2 o 4 unidades de a

mentarias.
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0 de suero se toma la mas alta dilucién de este que da una lec-

© 4 con el antigeno a su dilucién de trabajo,
IV-111-C.-Procedimiento para realizacion de prueba de RFC

oe enirentaran dilucicnes dobladas de cada suero problema, y de sueros
cuniroles positivos v negativos, con la dilucion éptima de antigeno previa-
mente calculada.

A lo que se afladira complemento a 4DHs. , hematies de car-

nero al 2% y hemolisina a su titulo de trabajo. Todo utilizando como dilu-
yente AC frio.

Nosptros hemcs ad ) el sistema microtiter, con el cual por cada placa
se pueden probar § sueros diferentes, utilizando para cada una de ellos una
fila, en la que se pueden colocar 7 diluciones dobladas, y los controles

correspondientes para cada suero frente al complemento a 4DHse y 2DHso.

de cada suero problema y de los sueros com-

30 minutos a 562C.

Colocar 25ul de NC en todos 10S pociilos de la placa excepto en la
orimera columna. Afladir 253l mas a los pocillos de las columnas 8, 9 10, ¥

kil

S0l | ilucién 1/8 d ! ocillo corresnon-
30 Poner 50ul de la diluclon i/8 de cada suero en su poci

iilui ' 25u] la col alala
diente de la coiumna l. Doblediluir en razon de 25ul de la coliumn
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fy COn 10 que tendiemns los sueros diluidos de i/8 a 1/512. A#adir 25ul de

suero a 1/6 a las columnas 8 y 9 para control frente a comnpiemento,

F : : A : ;
4¢ Preparar antigeno suficiente para lae pruebas a realizar,a su dilucién

de trabajo, y afiadir 25ul & todos ios pocillos de la columna 1 a 7 y & los

dos primeros pocillos de la columna 10.

5¢ Afadir 1 volumen de 25ul de complemento a 4DH=» a todos los pocillos

de la columna 1 a 8, y a los primeros pocillos de la columna 10 y 11.

Afiadir 25p1 de complemento a 2DHso a la columna 9, y a los segundos poci-
llos de las columnas 10 y 11,

Afiadir 25ul de complemento a DHee, y 1/2DHe-~ a los pocillos C y D de la

columna 11 respectivamente.
v mantener a 49C 18 horas.

de mezcla hemolitica (Hematies de carmero al 2% + Hemoli-
sina ‘ dilucison de trabajo, sensibilizados 30 minutos a 372C), a todos
] ] i i illo de la

los pocillos de 1a placa. (on 1o que € contenido de cada pocill

placa quedara como se muestra en la figura 4.

8¢ Incubar 40 minutos a 37¢C, agitando a ioe 15, 30 7 4§ WEGPe

Centrifugar 10 minutos a 2000rpmn.
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99 Lectura e interpretacisn de resultados.

El titulo de fijacison de complemento para cada suero vendra dado por la

maxima dilucisn del DiSmo, en que se observe lisis de hematies

50% (Leckuras 4 g 3),

inferior al
siempre y cuando el suero no demuestre

anticomplementariedad con ¢DHso, ni con 4DHeo de complemento.

Fig.4.-Contenido de 1los gpocillos en piaca microtiter en realizacién

rutinaria de la técnica de Reaccién de Fijacién de Conmplemento
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[V-1V.-ROSA DE BENGALA CUANTITATIVG

LV-1IV-A. ~Fundamento,

Es una prueba de aglutinacion en porta para deieccién de anticuerpos an-

ti-brucelila en sueros animales y humanos. Utiliza comc sustrato una suspen-

sion bacteriana tamponada a pH 3,6 de B. abortus, coloreada con Rosa de

Bengala.

Datecta sobre todo IgG.

La determinacisén se efectua ensayando la suspensien bacteriana frente a

los sueros problema, sobre porta.

La pres~ncia o0 ausencia de umna aglutinacien visible en porta es indicati-

va de la presenciaz o ausencia de aanticuerpos en la muestra ensayada.

IV~-1IV-B.~Técnica

Material

-Kits de Rosa de Begala, de Cromatest, (M110) suministrado por Knickerboc—

i 3

ker, y que contiene:
-Antigeno “Rosa de Bengala". (5 ml) Suspension tamponada de B. abor-

: ) t
tus. La unidad minima detectable tras su preparacion es de aproximadamente

int ' ] i C abortus (Vey-
25 Ul/ml del 22 patrén internacional de suero antiBrucella y

bridge) .
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LONTrol pOs1tTl l LEL W04 - lia b w b
b L~ t VO . mi oUero if' onejoc anti IZJ L: a & £
i = u 1
bortu 3 I

una activid: agliutin: 1O
ividad aglutinante de 100UI/ml, con 0,1% de azida sodi
o U, 1% de azida sodica.

L Ol negativ ) YUST no bl o 48
& LVO: i ml CURTO hUIﬂa CONl una a t v‘ljaﬂ agiuntvinente
Uhtt L

menor de 10Ul/ml, con 0,1% de azida sadica

—Agitador mecanico rotatorio a 100r pm,

-Suero problema. Claro, no contaminado, no hemolizado,

Realizacion de la prueba.

1 i 5 4 -~ % 1% - - R S - v 1s 4 |
1. -Deiar que susros problema y kits de prueba aicancen la temperatura am
biente. La sensibilidad del ensavo puede reducirse a temperaturas bajas.

Los resultados sptimos se obtienen por encima de los 102C.

11.-Homogenizar el antigelo, aspirando y vaciando varias veces con el ta-

pon gotero,

I11.-En placas microtiter realizar diluciones de los sueros problems, po-
niendc 100pl del suero en pocillos A, y 50 pl de 88, en el resto de poci-
1los d= la culumna. Con microdiluidor de 50pl doblediluir de A bhasta H, con
lo que quedaran diluciones de suero de Puro a 1/128, en casa necesario se

realizaran mas diluciones.




antigeno Rosa de Bengala,

palillo desechable,

81

onbre porte 21 compar 5 8¢ i
parta y en compartimentos separados, colocar uae gota de 50ul de

una de las diluciones de cada suero problema, control positivo. v ton-

negativo.

Sobre cadc ina de las distintas diluciones colocar una gota (50ul) de

y mezclar el contenido de cada compartimento con

procurando que se extienda en toda la superficie utili-

zada para cada prueba.

VIi.- Colocar el porta sobre agitador rotatoric a 100rpm, durante 4 minu-

tos.

VII.- Observar de inmediatoc con ayuda de luz adecuada, ya que retrasos en

la lectura pueden conducir a una sobreestimacison de la reactividad de la

muestra, la aparicicn macroscopica de cualquier signo de aglutinacion,

Lectura.

Se compara el agpecto de las muestras ensayadas con los cor.roles.

En

reaccionec negativas se observa una suspension uniforme sin cambio vi-

sible aiguno.

Cualquier grado de aglutinacion se considera reaccion pesitiva.

Pueden aparecer

falsos positivos si existe contaminacion bacteriana de

, i ; s
controles o muestras, tras congelacion-descongelacion de antigeno, PO’

axistencia de trazas de

detergente residuales en los portas utilizados, ©

bien por usar productos caducados,




PRUEBA DE AGLUTINACICN CON 2-MERCAPTOETABOL Y DITIOTHREITOL,

IV-V-A. - Jundamento.

Tanto el a-Mercaptoetanol, <omo el Ditiothreitol son campuestos sulfidri-

los, capaces ¢ isoci las lécul & ! 7
, capaces de disociar las moléculas Igh de 198, en subunidades 78, que

no tienen actividad de anticuerpo, dejando intactas las moleculas de IgG;
de modo que ante una reaccion de aglut’-acien que puede deberse tanto a an-
ticuerpos IgG como IgM, permiten si tratamos previamente los sueros proble-
ma con alguna de estas sustancias, y por comparaciém con los resultados ob-
tenidos con el micmo suerc sin tratar, saber si la reaccion de aglutinacion

se debe predominantemente a IgG o Igh

Este hecho adquiere gran interés en brucelosis, donde la actividad de la
infeccion clasicamente e relaciona con un predominio de IgG, en la res-

puesta serologica del individuo

Es por tanto una pruebe adicional a la pruebes de aglutinacién en tubo o en

microtiter, y su interpretacion de resultados siempre se hara por compara-

cién con los cbtenidos con la prueba de aglutinacién clasica.

1V-V-B.~-Técrica.

Preparacion de Reactivos:

< S ili i6n 0,1M en solucién
- 2-Mercaptoetanol (ZME): e utiliza a una concentraciomn U,

lucié - y uro en
s3lina. Fara ello preparamos una solucién que contenga 7 mi de 2ME P
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Esta solucio i 5414 :
“8 Soluclon debe utilizarse antes de 4 dias. Hay que evi-

cualquier contac de 1 : ;
! -ontacto de producto con piel o mucosis, o inhalacién, duran-
]

te su pre acior 3 i
sU preparacilon, por 1o que se recomienda el uso de guantes y mascarilla
J J '

y realizacion en espacios bien aireados.

- Ditiothreitol (DTT): La utilizamos a una concentracien 0, 005K (77mg eun

B s il e T
100 ml de S5). Si no se utiliza en la semana siguiente a su preparacién,

puede mantenerse congelada en alicuotas a -Z0&¢C hasta © neses,

Material: Similar al utilizado en técnica de aglutinacion, aparte de solu-

ciones de 2ME o DIT.

Realizacién de la técnica:

I.-Preparar una dilucict previa de los sueros problema al 1/20 en la solu-
cion de 2ME o DDT, segun realicemos una u otra prueba, para ello colocar
15u1 de cada suero en 300ul de solucion de 2ME o DDT.

1 bafiomaria, las diluciones previas de cada suer?
Fl resto de los pasos de estas dos pruebas son similares a los

vistos para la realizacién de las técnicas de aglutinacion, tanto en tubo

como ¢+ microtiter, al igual que la lectura de los resultados.




~UETERMINACION DE PCR MEDIANTE SISTEMA TDx

IV-VI-A. -Fundamentos del sistema.

. BN s
Es un sistema de inmunoanalisis por fluorescencia polarizada; cuyc prin-

cipio fisiceo es la lectura de fluorescencia emitida por una molécula deter-

minada.

Para ello el aparato lector consta de:

-Lampara o foco emisor: emite luz en todas las longitudes de onda posi-
bles.

-Filtro de interferencia: Es un filtro de 485nm y actua seleccionando
las longitudes de onda adecuadas para excitar las moleculas de fluorescei-
na, eliminando las demas. La luz pasarad en una sola longitud de onda, pero
orientada en todas las direcciones, excitara los electrones de la molécula
de fluoresceina aque pasaran a un estado supericr, volviendo luego a su es—
tado original emitiendc el exceso de energia en forma de luz (fluorescen—
cia).

-Polarizador: Hace que la luz vaya en una sola direccién (vertical u ad-
rizontal, secuencialmente).

~-Cubeta portamuesiras: en ella se incluira la muestra del paciente, AC

ecpecificos frente a la sustancia que queranos determinar , y un marcador

(Esta misma sustancia mas fluoresceina)

&1 el suero del paciente tiene alta cantidad de la sustancia a deterninar

i =
esta actuaré competitivamente con el marcador, quedandc gran cantidad de




85
fluorocro ibre ~ador & i
mo libre (marcador mas fluoresceina), que sera detectado por el

sistema lector.

Previa te el sis -
mente el sistema ha de estar calibrado con los reactivos y muestras

standars, que permiten obtener un rango de valores normales y patologicos.

Realizacicn de la técnica

1.~ Templar el kits de reactivos y sueros problema a tempcratura am-

biente durante 1 hora.

II.- Colocar el cajetin con reactivos de pretratamiento, trazador con
fluaoresceina y anticu=rpos especificos, en su lugar correspondiente dentro

del aparato.

II1.- Rellenar =1 carrusel con cubetas de plasticc en el exterior y de

cristal en el interior.

IV.- Foner 75ul de controles y de muestras en cubetas de plastico exte-

riores, vy colocar en su lugar correspondiente.

V.- Una vez puesta en marcha el aparatg, previamente calibrado, efec-

tuara a continuacion todos los pasos de la reaccion e informara de los

resultados.

Interpretacién de los resultados:

it i /dl, sea cual
Se consideraran valores positivos aquellos superiores a ipg/dl,

cea la cifra..




V.-METCLO ESTADISTICO

Dado que en las ! = logi ili
q &n las pruebas serologicas utilizadas se usa una escala de medi-

L e ¥ ; J i .
geométrica (dobie dilucién), se considera que los resultados se ajustan

a un istri : = 2
a distribucion log-normel, por ello se ha realizado antes de su anali-

sis estadistico una transformacion iogaritmica (162).
Los valores de medias, desviaciones tipicas, y errorec standard, antes de
su presentacion han vuelto a ser transformados a la escala de medida origi-

nal (titulo de dilucion) con una transformacién exponencial (162).

Los limites de confianza de las medidas centrales de dispersién para las
pruebas serolegicas se han calculado (con los datos transformados) y poste-
riormente han sido retransformados a la escala original. Dado que ia unidad
de medida es el salto de titulo de dilucién, se dan como limites de con-
fianza los valores extremos de titulos comprendidos en el intervalo de con-

fianza calculado (162).

El analisis estadistico se ha realizado utilizando las siguientes técni-
cas!
-intervalo de confianza = Media +/- 2 x Error standard (M+/-28E)(10)
_Intervalo de confianza de una proporcion: Aproximacion mnormal de la
distribucién binomial. (100
-Comparacion de proporciones: Aproximacicn normal de la distribucion bino-
mial o x*. (10J

-Comparacion de medias datos independiantes: t de Student (10)
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e Y 3 Vak s~ 34 T
womparacion de medias datos pareados: t de Student (datos

pareados) (10)

~Comparacion de varias medias:

Analisis de varianza unifactorial, utili-

ahe sk L Boe

Zando para contrastes maltiples la técnica de Scheffé. (10)

-C e T i
omparacion de distribuciones: Técnica no paramétrica de Kolmogorov-Smir-

nov (38). En este caso se ha usado la prueba de una cola,

-lablas de frecuencias: x*, prueba de McNemar. (38)
~Coeficiente kappa: (37) Es la proporcion de coucordancia entre dos pruzbas

una vez ha sido eliminada la proporcién de concordancias que teoricamente

se producirian al azar.

, error standard de K=V Po (1-Po) 7 N (1-Pc?

-Indice de concordancia: (68) Cuando se comparan dos métodos es la probabi-
lidad condicional de que una prueba de positiva en un test una vez que ha
dadc posiiiva en el otro.

-Coeficiente de correlacién: Calculado por el método de los minimos cua-
drados. (10)

—ParAmetros de eficacia: Semsibilidad, Especificidad, Valor predictivo
positivo, Valor predictivo negativo, Eficiencia, e indice de .uwuden (77).

-Analisis discriminante lineal: Se ha utilizado la técnica clasica de re-
gresiéon lineal con ajuste por minimos cuadrados del polinomio de regresion
(131).

-Regresién logistica (102):

La mayoria de los calculos estadisticos se han realizado con la ayuda de

ordenador, aplicando el paquete SIGHA 1, y en el caso de la regresicn

logistica el paquete BHDP.
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"PESENTACTAR ABNEDAT F o -
~RESENTACION GENERAL DE LA POBLACION ESTUDIADA.

Se muestr 8 ¢ i o5 i i
b muestran a continuacion, diferenciando dos grupcs segun tuvieran
&

buena 1z rolucion. En total
O mala evaolucion. kn totai se han evaluado 86 pacientes, 69 que si-

uieron buena evoluc S G
g ena evolucien, v 17 con mala evolucién (uno de ellos fallecido en

rimeros mese: i A Eeae e SR
¥ incluyo en el estudio de respuesta al tratamiento).

buena evolucisn el 77% (53) eran varones, mientras el
eran mujeres, frente a lns de mala evolucidén en que el 82%

jeres.

os pacientes de ambos grupos referian contacto pre-
<ip con animales o sus productos: 59 (85,5%; en el primer grupo (dos de e-
llos veterinarios), y 14 (83% en el segundo grupo). En 12 casos (9 con
buena evolucica y 3 con mala) no se pudo encontrar fuente de contacto
~lara. En un sniermo, del grupo de buena evolucién,se trate de un ATS de
laboratorio, que intervenia en la manipulacien de hemocultivos.

Los datos glabales de edad v tiempo de evolucién previo al diagnéstico

=e puestran en la tabla 1.

Tab 1 .- Edad (afios) y tiempo de evoluciéon (dias) previo al diagnostico de
c

Fa

jentes estudiados

Madidag de disparsien

Edad o Tienpo eyolucion

Grupo. Parimaire Media »/- 288 _Hango . Madia +/- 286 _Rango
Suena evolucién  Edad

Mala evolucion Edad




I-1.-ENFERMOS CON BUENA EVOLUCION

1B/18/Y Ordeflo/Alimentos y abor- 45 dias

Mialgiz, cefalea  [0-45d 4 dias
to de cabra,

‘ 24 meses
y fiebre, E-214d

2B/50/V drdefo vaca y cabras 90 dias 4rtralgia, fiebre D-45d § dias 12 neses

R-45d
vt Leche de Cabra 25 dias Cefalea, fiebre 0-45d 3 dias 24 neses
E-21d

4B/587/V Cesconocide Mialgia, fiebre 0-454
t-2id

4 dias 12 neses

BB/ AN Leche de tabra 14 dias Fiebra 0-45d & dias
£E-1d

12 meses
eB/e8/v Urdeflo cabras 7 dias Dolar abdominal 0-il5d 5 dias 6 neses
Fietre E-21d

181260V Vetarinario 9 dias Cefalea, fiebre 0-454 4 dias £ neses
£-21d

8B/62/H Requeson, talostros 90 dias Luwbalgia, artral- [0-45d 6 dias 18 neses
de cabra gia, fiebre g-214

9B/55/V Aborto, ordeflo rabras y &0 dias Ariralgia, fiebre D-45d 3 dias 12 neses
ovejas E-2id

108/27/H Contactn cadras 90 dias Artralgia howbr>  0-45d 5 dias 16 neses
E-2id

118/50/H Queso fresco cabra 4 dias fistenia, fiabre 0-45d 4 dias 24 neses
£-2id

128/17/V QOrdefo, calostros de 7 dias Artromialgia, 0-45d § dias 24 neses
cabra fiebre E-21d

138/32/V Qrdeflo vaca y cabra 12 dias Artralgis, fieore [0-45d 3 dias 12 neses
Calostros oveja E-21d

148/63/V Contacta cabras 45 dias Fiebre g-li: £ dias 24 neses
-4




N/Edad/Sexo Contact ‘ . _

158/33/V

168/ 29/V

178/38/V

188/27/H

198/19/v

208/52/¥

2187457V

228715/V

2387431V

248/38/V

258/28/K

268/83/1

2781350V

26B/55/V

298/47/H

D TRETA

31B/57/H

Queso fresco cabra

Qesconocide

Desconocido

Parsonal de laboratorio

Parto cabras y vatas

Gueso fresco,y abartos de
tabra,

Leche de cabra y oveja

Parto de ovela

Contacto cabras v vacas

Contatio cabrs

Desconocido

Queso fresco cabra

Queso frasco cabra

fAborto cabra

{ontacto cabras y ovejas

{ontacto cabras

Queso fresto cabra

Desconocido

14 d1as

15 dias

14 dias

b dias

10 dias

15 dias

{ dias

§ diag

10 dias

105 dias

15 dias

16 dias

60 dias

Fiebre

Falimiaigia,

Flebre

astenia, fiebre

Cefalea, fiebre

Fiebre

Cefalea, fisbre

Fiebre, mialgia

fAriromialgia

fiebre

Fiabre

Mialgia, febricula

Dolor osen, fiebre

Ariralgia, fiebre

Fiebre

Fiebre

Astenia, fiebre

Mialgia, fiebre

Kialgia, cefalea
fiebre,

0-454
E-21d

0-454
R-45d

0-45d
R-45d

0-454
R-45¢

0-454
E-21d

0-454
:-21d

0-454
E-21d

D-45d
£-21d

0-45d
£-21d

0-4bd
R-45d

0-45d
£-2ld

0-454
g-21d

0-45d
£-21d

0-45¢d
E-2id

0-454
E-2id

0-454
R-45d

0-45d
E-2id

§1
Seguinienio

4 dias 18 meses

4 dias

£ neses

& neses

6 neses

12 neses

£ neses

13 neses

12 neses

12 aeses

12 neses

24 neses

13 neses

12 meses

18 neses

& neses

& neses




Noffﬂiﬁ'cﬁﬂ Lant . lanin]é: o -

32B/85/Y

3BTV

g/

358/64/V

36E/58/V

ITBAIY

/N

39B/54/V

408/22/V

41B/68/V

42812714

438735/

44B/427H

4587357V

46B/16/Y

47871147V

48R/30/V

Veterinarie

Leche de cabra

Farto, queso fresco

de cabra,

Contacto cabras

QOrdeflo y parto de

cabras, Queso fresco

Contacto con cabras

Contacto cabras y ovejas

Contacto cabras

Contacto cabras y vacas

Contacto cabras

Queso fresco cabra

Descorncido

Derivados leche de rabra

{alostros cabra

Parto de cabra

Leche de tabra

Contacto con animales

Gueso fresco de cabra y
oveja

15 dias

15 dias

8 dias

120 dias

12 keses

30 dias

21 dias

8 dias

25 dias

7 dias

30 dias

30 dias

14 dias

13 dias

27 dias

90 dias

Astenia, fiebre
(efalea, fiebre
Fiebre
Sacroileitis

fiebre

Dolor columna
Fiebre

Ariromialqia

cefalea, fiebre
Cefalea, fiebre
fAstenia, fiebre

Orquitis, fiebre

Artralgia, fiebre

Mialgia, cefalea
fiebre

Fiebre

Tos, fiebre, ar=
tralgia

Dolor cadera
finbre
Fiebre

Anorexia, fiebre

Fiebre ondulante

92

eguinisnto

& neses

12 neses

12 neses

18 neses

12 neses

18 neses

12 neses

18 nases

t aeses

12 ueses

12 neses

& neses

18 neses

12 neses

12 neses

18 neses

b meses
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¥&/Rdad/Sexo (ontacto epidemioléquce E.pretratamiente (inica inicial Irataniento ieapo gefervescencia Seguinienio
498/81/V Gueso fresto v contacto

tabras 10 Artromialgias 0-454 3 dias

18
Fiabre E-21d g

S0B/23/H Contacto cabras y ovejas & dias Artromiaigia 0-454 3 dias

&
fiebre R-45d "

518/49/V Contacto cadras 60 dias Luabalgia, fiebre D-45d 4 dias

R-45d

12 meses

§28/30/V Desconocido 15 dias Fiebre 0-454 3 dias 12 neses

E-21d
538759/ Contacto cabras 18 dias Fiebre, sincope D-45d 3 dias 18 neses
£-21d

S4B/ 44/V Calostros vy contacto 10 dias Fiebre 0-45d 4 dias 6 neses
con cabras E-Zid

§5B/35/V Contacto cobras 28 dias fArtronialgia, 0-454 5 dias 18 meses
cefalea, fiebre R-45d

568/22/V Queso fresto tabra y 15 dias Fiebre 0-454 4 dias 12 neses
oveja R-45d

§78/41 /Y Contacto cabras 30 dias Cefalea, artralgia 0-45d 3 dias 18 neses
fiebre E-21d

58B/55/H Contacto tabras y ovejas 30 dias Artralgia, fiebre D-45d 3 dias 18 weses
E-21d

§9B/S1/V Contacto cabras v ovejas 40 dias Fiebre 0-45d 4 dias 18 meses
£-21d

808/52/H Contactn cabras Artralgia, fiebre 0-45d 3 dias 18 meses
E-21d

§18/20/V Contactin cabras Dolor abdominal =454 § dias 6 metes
vomitos, fiebre E-21d

628/23/V Desconocido Fiebre, wialgia 0-454 § dias 6 neses
R-45d

h3IB/1T/V Requesén y caiostros de Fiebre 0-45d 3 dias & meses
cabra R-45d

Fieore N-45d 3 dias 18 meses

R § uesd fresco
p4B/8S/H equesen y 4 £-21d

de cabra

0-45d £ dias & seses

;i ; fistenia, fiebre
65B/1B/V Desconocide £=21d




O /EAad/Cavn
N?/Edad/Sexo Contacto epideminlégico E.pretratanisnts ummmmnmmhnm_ummmimuz:m
8c8/28/V Leche de cabra 90 dias Fisbre irregular  0-45d b dias

b weses
R-45d

b78/23/4 {ontacto cabras 15 dias Artralgia, fiebre (-45d o dias

fi-45d

6 meses

688/22/V Queso fresto tabra i0 dias Neuralgia intercos~ 0-45d

12w
tal, fiebre E-21d eses

B9B/R7/V fueso fresco cabra 20 dias Jolor abdoainal 0-45d
nauseas, fiabre E-21d

0: Ooxiriclina 100wg oral, cada 12 horas; E: lar inframuscular diario) R Rifampicina 900wg oral, dia,

4 Tiewpo de evolucidn con sintomas antsc del tratamiento inicial,

1-2.-ENFERMOS CON MALA EVOLUCION

N2/Edad ‘Contacto Clinica inicial Tratl T.libre sintowas
[Sexa  epidemiolégico L. evolucidn (hesocu'iive+) inicie Qefery (Hemocwltivot) fyoiucién  L.Cgnbrel

IN/54/V  Leche de cabra 50 dias Artromialgla [-45d r - (ND) Térpido 12 meses
fiabre (S f-45d

M/374V  Desconocido Fiebre (NO) 0-45d - (ND) Térpide 12 neses
£-214

M/62/Y  Contacto vacas 45 dias Fiebre 0-484 - (ND) Térpido b weses
Ariralgia (ND)  R-45d ;

AM/3E/V  Contacto cabras 27 Fiabre /S1) 0-45¢ 4 dias 6 meses (81)  Recaida 24 meses
Queso fresco E-21d

SM/41/H  Contacto cabras 90 dias Sacroileitis p-454 3 dias 9 meses (51)  Recaida 12 aeses
Fiebre (1) E-21d

6M/39/V  Contarto cabras 4 dias Fiabre (SI) p-45d Curacién 18 meses
Lalostros E-21d

TH/29/V Queso fresco de Dolor inguinal  D-43d 4 dids 12 meses (81) Recaida 18 neses
cabra Fiebre (SI) R-45d

gM/S6/V Contacte cabras 30 dias drt.algia 0-45¢ 3 dias 3 meses (81} FRecaids 12 meses
y ovejas figbre (SI) E-21d

Fiebre D-45d 5 dias 3§ meses {(81) Recaida b meses

Miaigia (SD) g£-214d
30 dias Fiebre (51 n-45¢ 3 dias 1,5 meses (51) Recaida 16 neses

R-45d

gM/48/y Destonoside 45 dias

1OM/25/V (ueso freste
capra




N2/Edad Contacto
Gew  eudewioligico L siolucitn

58
Liinica inicial Trate [ libre sintomis

{IN/ 867V Contactn cabra 4 dias Ariralgia U-45d = 0

Torpido 18 meses
Fiebre (5I) R-45d

12H/51/4 Contacto cabra Tos, fiebre -454

Tarpide 1B meses
Hepatopatia{Sl) E-21d

IM/T1/V Contactn cabra 15 dias Fiebre

0-45d = (N0} Torpido 24 meses
Artralgia (81)  R-45

q

14M/39/V Contacio cabra 15 dias Fisbre (S1) 0-454 4 dias & meses (81) Rectaida 12 meses

y oveja R-454

15M/58/K Contacto cabra 9 dias Neuralgia 0-45d & meses Curacién 18 meses
Queso fresco Fiebre (NO) E-21d

16M/57/V Queso fresto 5 neses Sacratlertis 0-45d Torpido 18 meses
Contacto cabras . Fiabre (NO k-45d

17M/65/V Desconacido 15 dias Fiebre (SD) =454 Huerte 3 vesas

R~-45d

1, evolucién, Tiempo con sintomss antes de tratamianto inicial; :

Tratd: Tratamiento (D:doxiciclina 106ag oral cada 12 horas, E: estreptonicina ig in dia, RiRifampicina 300ng §1a :

T. libre de sintomas: Intervalo entre desaparicién de clinica inicial y apariridn e recaida’ Ev, final:Evolucién final
T, control: Tiempo de sequimienio de evolucidn,




CORRELACION ENTRE PRUEBAS SEROLOGICAS

Evaluamos la correlacion existente entre aglutinacion y Rosa de Bengala

cuantiZ:icado; entre inacic = v
1t i ado; entre aglutinacion con 2-Mercaptoetanol y aglutinacien con

Wi ey ¢ : Rl
Ditiotreitol; y entre aglutinaciéen normal y aglutinacion con Z-Mercaptoeta-

nol.
11-1.- CORRELACION ENTRE ROSA DE BENGALA CUANTIFICADO Y AGLUTINACION.

Se realize de modo giobal utilizando 361 suerosz pertenecientes a los 85

enfermos incluidos en el estudio, en diferentes periodos evolutivos de la

enfermedad.

Se obtuvo una recta de regresion ( coeficiente de correlacion de
0,74195), de formula "y = 0,051lx -0,16989", donde "x" seria el valor de la
aglutinacion (Inversa de titulo de trabajo), e "y" el valor teorico que co-

rresponderia a Rosa de Bengala para dicho valor de aglutinacion.

Dado que con el antigeno utilizado en la técnica de aglutinacion um titu-
lo de 1/80 se corresponde con 100 UI, utilizando el svero anti-Brucella a-
bortus 11 patron {iternacional, preparado por el Central Veterinary Labora-
tory de Veybridge, (titulo limite inferior fijado por la OMS para conside-
rar diagnéestico en técnicas de aglutinacién)f1?3,174.43}‘ esta cifra se

corresponderia con um titulo de 1/4 de Rosa de Bengala.
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fara comprobar si efectivamente podiamos aceptar un titulo de 1/4 de kB
z L]

como ii:mite a partir del cual considerar diagnostica esta tecnica en sueros

de paclientes con brucelosis aguda, contrastamos las diferencias existentes

de cara al diagnostico entre utilizar el titulo de 1/4 por RR, o el titulg

de 1/80 por MA, como limites diagnésticos en 107 sueros de enfermos con

brucelosis aguda.

Como se cbserva en tabla 2 y figura 5, en 74 casos se dieron ambos crite-

rios, en 6 se obtuvo un titulo de KB mavor o igual a 1/4 sieado menor de
1/80 la aglutinacion; en 12 MA fue mayor o igual a 1/80, con FB menor de

174, v en 15 casos ambas técnicas dieron resultados inferiores a los esta-

blecidos.

La prueba de HcNemar (p<0,05) establece que no es significativa la dife-
rencia, por lo que en nuestro estudio, en sueros en fase aguda podemos
aceptar que no hay diferencia significativa en cuanto al numero de enfermos
diagnesticados entre utilizar como criterio diagnéstico de brucelosis aguda

un titulo de RB de 1/4 o mayor o un titulo,de 1/80 o mayor de aglutinaci.n.
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Tab 2.- Capacidad diagnostica de Aglutinacisn y Rosa de Bengala cuantifi-

cado , en brucelosis aguda

Aglutinacion (Titulo »=1/80)
*

Rosa Bengala
(Titulo>=1/4)

Total
x*=2 {(MacFNemar); p>0,05

Kappa= 0,52 SE= 0,1
Indice de Concordancia= 0,90 8E= 0,02;

Fig 5.-CAPACIDAD DIAGNUSTICA DE ROSA DE BENGALA CUANTIFICADO Y AGLUTINACION
EN 107 ENFERMOS DE BRUCELOSIS AGUDA.

a0 Frec./

:
.

40

Z/, e
)

i/
'/

Vi
(L

F-f

ROSA DE BENGALA: A acierto, F fallo, en 41agﬁésficc
AGLUTINACION: a acierto, f = fallo en diagnestico.
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il=11,- CORRELACION ENTRE AGLUTINACION CON 2-MERCAPTOETANOL Y AGLUTINACION

CON DITIOTREITOL.

Contrastamos estas dos Lécnicas, ya que ambas utilizan compuestos sulfi-

arilos, capaces de inactivar las inmunoglobulinas de la clase IyM, y por

tanto permitir la deteccion de otras inmunoglobulinas aglutinantes distin-
tas de IgM, sobre todo IgG (21,128,101); con el fin de observar si existian

diferencias que hicieran ventajosa la utilizacion de una sobre otra.

La correlacion se realizo utilizando los resultados obtenidos con 362

sueros de 85 eufermos con brucelosis en diferentes periodos evolutivos.

En 340 casos los titulos obtenidecs con una y otra prueba fueron idénticos
o sblo difirieron en una diJucién (discrepancia menor), por lo que la pro-
porcion de resultados coincidentes entre ambas técnicas desde el punto de
victa serclegico fué del 93,9%. (Tabla 4). Observandose una gran correlacién

entre las dos técnicas (Coeficiente de correlacién de 0,91), (p<9, 01).

En 22 ocasiones hubc diferencias de 2 o mas diluciomes (Discrepancias ma-
yores), de las cuales 16 se agrupaban en los sueros de 4 enfermos, par lo
que en los restantes 340 sueros s6lo sz observe diferencias mayores en

1 6 i S i diferentes.
titulos en © ocasiones, corre:pondlendo a sueros de 81 enfermos if

Por otro lado observamos la diferencia existente entre cada una de las

nruebas y la aglutinacién, em el sentido de producir uma reduccion signifi-
o oas

i . i i1i-
cativa del titulo (mayor de una d-lucién) de aglutinacion, para elio uti
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zamos | EUeros en

i0s que se habian obtenido titulos de aglutinacioen de

1/80 o mavores. Los resultados se muesiran en taktia 3. No se observe cdife-

glgnificativa en .05 resultados obtenidos con ambas técnicas (Prueba

Bemar yi=1.0 0 000, 06,

por ello se utilizo para todos los analisis

posteriores sclc la técnica de 2-Mercaptoetanol

Tab 3.-Comparacion obtenidoz con 2-Mercaptoetanol y aglu-

tinacion con positivo= Capacidad de inducir un des-

censo significativo, dos diluciones, en la aglutinacion)

w2 = 149,2 p<0,001

g ; o i o Concordancia = 0,825
w* (McNemar) = 1,32 p»0, 05; Indice Concordancia !

; Sl S
Kappa = 0,87+1GC, 00B.
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con zZ-Mercaptoetano!

eoalercabtoetannt - o o0

Ditiotreitol




tiempao de evolucion de la enferme-

3

la posible influencia de

ie aglutinacion, &-

yombs mayor o igual a

mayor o igual a 1/32, (43,98)




pacientes

de la varianza) entre

iiferencias significativas en los

de acuerdo con




beerva diterencia

aungue de

rcaptoetanol er 80 enfermos de bru-

. Rapgg

<40-320

<{40-1280

<40-2560




LUUMBS

iiferencia entre 105 resultados obte-

de acuerdo

e ABUSD.
160-2.0240
{40-210240

160-5120

CON ROSA DE BENGALA.

diferencias estadisticamente signi-

4 de Bengala en 85 enfermos de brucelosis de acuerda




OBTENIDOS CON RFC,
LomD se muestra en tabla 10. No

nidos entre

= de Reaccion de Fijacion de Compler:ntc en &5 enfermos de

de acuerdo con el tiempo de evolucion

Media +/— 28E - Noda ndy- - Ranpgs
(7 (8-2512
(6 {B8-281z

8-2512

tres grupos

enfermos de brucelosis de acuerdo con el

tiempo

Tiz2mpo de evolucion

Menor de
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~LUNPARACION ENTRE

T

LUs  RESULTADOS OBTENIDOS CON  AGLUTINACION
NORMAL Y CON 2-MERCAPTOETANGL.

El objetn de realizar esta comparacion fue comprovar cual seria el com

artami y las 21 ey ] = i i :
portamiento de las inmunoglobulinas en el enfermo sin tratamiento. Por ella

como

contrastamos los resultedos de aglutinacion normal detecta tanto I[gG

igh aglutinantes, con aglutinacicn con Z2-ME, que solo detecta lgG.

iultados se ohservan en tabla 12 y figuras 6 y 7.

Conforme de evoiucion previo al diagnostico es mayor la dife-

rencia entre -z=ultados obtenidos con ambas técnicas (aglutinacien com

v sin tratamiento con Z-Mercaptoetanol) es menor, no existiendo diferencias

significativas si tiempo de evolucien es mayor de 30 dias.
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obtenidos con aglutiracion normal 'y con 2-

Mercaptostanc sis aguda,

Usdid reciproge dal tifulo +/= 268 Media de caida del titule
Lisngo de evelyctdn . 2-ME Aglubinacisn

gn diluciones +/- 28F

Menor de 15 dias H=80 160-320
dias

Mas de 30 dias

Entre 16 v 30 dias: (= 30 o mis dias

~omparaciones miltiples.
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Fig 6.~ MEDIAS DE TITULOS
L 3 DE AGLUTINACION Y 2-MERCAPTOETAROL EN
DEL DIAGNOSTICO I!}CIAL EEGUN EL TIEMP(O DE EVOLUCION FPREVIO. e

300 LErsa de titulo :

160 --‘-.""""“--h-u...--------n-

—fG-1

K15 15¢T<30 =30
Tiempo (dias) de evolucién previo al diagnéstico.
Fig 7.- CAIDA DEL TITULO EN DILUCIONES DE 2-MERCAPTOETANOL RESPECTO A

AGLUTINACION EN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO INICIAL SEGUN BL TIEXPO DE
EVOLUCION PREVIO.

Caida del titulo en diluciones.

1S 15(T<30 15=3

Tiempo (dias) de evolucién previo al diagnéstica.




RESPUESTA CLINICA AL TRATAMIENTO

Basicamente = "MOS & istridui
en.e los entermos se han distriduidc en dos grupos de trabaja:

- - (_:‘ ¢ Py = e 5
A. Y enfermos con buena evolucion tras tratamiento inicial.

16 enfermos con mala evolucien tras tratamiento inicial
i)

recaidas y 9 evoluciones térpidas o hacia la croni:idad).

-~ e F =1 ] - 3 - 1
1 caso fallecido antes de los tres primeros meses de seguimiento, solo se

tuvo en cuenta para valorar la respuesta al tratamiento, no incluyéniose en

el resto de analisis efectuados).
iV-1.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EVOLUCION

Con respecto al tiempo de evolucién de ia enfermedad previo al diagnostico
diferenciamos
A.- Menos de 15 dias: 29 enfermos.

dias: 28 enfermos.

28 enfermos

-on mala evolucisn cuatro pertenecian al grupo A (1 recai-
da y 3 evoluciones torpidas), tres al! B (& recaidas y 1 evolucien torpida),
y nueve al grupo C (4 recaidas y o evoluciones torpidas?

Realizamos la comparacion de porcentajes entre los resultados obtenidos
tres grupos £13%,10,7%%, v G e respectivamente).. no observandose
diferencia claramente significativa. {p=0,073)
Si agrupamos los enfermos de menns de 30 dias y los comparamos con el
3( bla 17 i e diferencia estadisti-
grupo de mas de 30 dias (tabla 13 2, Si aparece una

camente significativa (12,2%, frente a 2. 1% w*F = 4,56, pau.ub)




INFLUENCIA DEL TIPO DE TRATAMIENTO

LOn ambas grupos de enfermos se ha comparado la respuesta frente a

los

tipos de tratamiento utilizados en el estudio.

En total recibieron tratariento A, (Estreptomicina lg/dia, 21 dias + Doxi-

ciclina 100mg/lzh,. 45 dias), 54 enfermos; de los cuales 8 evolucionaren
3

mai, (14,81%)

El tratamientc B, (Dogiciclina 100mg/12h, 45 dias + Rifampicina 900mg/dia,
45 dias),se adminisiro

a 3z enfermos, de los cuales 9 tuvieron mala evolu-

La proporcisén en conjunto de enfermos que evolucionaron mal fue

+/- 0,085 (a=0,08)

, La proporcion enfermos que evolucionaron mal con el tratamiento A fue

FPa=0, 148140, 04 N SR B

v con el tratamiento B Pe=0,281540,079 (a=0,05).

No siendo estadisticamente significativa esta diferencia. (Figura &)
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Tabla 13.- Porcentaje de enfermos con mala evolucién en relacién con el

tiempo de evolucién de la enfermedad antes de iniciar el tratamiento.

% recaidas por
Tiempa(dias) N2 de enfermos B¢ mala evolucion -periodo

(Recaidas + Torpidos)

Menar 30 7 (3R+4T)

Mas de 30 9 (4k+5T

Fig 8.- EVOLUCION DE 85 CASOS DE BRUCELOSIS AGUDA, SEGUN TIPO DB
TRATAKIENTO

BUEMR 71.9% /,/‘“N“-““‘\‘__
7 k.

TRATRHIENTO B i e

(Rifampicina + Doxiciclina) (Bstreptomicina + Doxiciclina)
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COMPORTAMIENTO GLOBAL SEROLOGT
.8 } GLOEA SEROLOGICAS EN RESPUKSTA AL TRATA-

AL DE LAS PRUEBAS

[ENTO

Para realiz 2ste es sl ac
& izar este estudio contrastamos los resultados obtenides con cada

: L G e ; . ‘
una de las pruebas en el suero tomado en el momento del diagnestico, y en
Liga,

el cbtenido 45 dias después una vez concluido el tratamiento

Aparte de las pruebas serniogicas clasicas en el diagnéstico de brucelo-
sis en este estudic se incluyc la evaluacién de la Proteina-C reactiva.

La evaluacion se realizo por comparacion de medias, de modo global y por

datos pareados

resultados para cada prueba se muestran en los diferentes apartados.

De general nc se observe diferencias significativas de las medias
entre los resuitados obtenidos en los dos grupos de sueros, excepto con
PCR, en que se obtuvo diferencia significativa, con clara dismin.cion en
sueros postratamiento. No obstante al realizar la comparacién con datos pa-
reados (contrastando los sueros de cada enfermo individualmente), si se ob-
serva caida significativa de titulo entre suero inicial y postratamientoc en
los resultados cbtenidos con Aglutinacion (p<0,001), Test de Coombs
(p<0,05), Rosa de Bengala cuantitativo (p<0,001), y PCR cuantitativa.

Con la prueba de Kolmogorov Smirnov (38), que indica la tendencia de la

resultados de cada grupo de sueros se aprecia de modo cignificati-
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los titulos en sueros postratamiento

tratamiento lag pruebas de aglutinacioén y FKosa de Benga-

V-1.-RESULTADOS DE PCR CUANTITATIVA EN 85 PACIENTES DE BRUCELOSIS AGUDLA EX

EL MOMENTIO DEL DIAGNOSTICO ¥ AL FINALIZAR EL TRATAMIENTQO,

____Concentracion de PCE (ug/di)

Medis +/- 28F - Moda () ¢ . Rango.

Comparacion de medias (datos pareados’!

-

Comparacicn




DE BRUCELOSIS A

INALIZAR EL TRATAMIENTC COR MICROAGLUTINACION

para cada titu o con aglutinacion,

Postratamiento (%)

Media */- aob

(datos pareados):




el % o b < SR SR L

__.Rango




RUSA DE BENGALA.

o

Poustrateriento (%)

(8

(1009
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PACIENTES DE BRUCELOS1S AGUDA EN EL MO-

NHALLZAR EL TRATAMIENTIO CON 2-MERCAFPTGETANOL.

Bt

obtenidos para cada titulo

Postratamiento (%)

(28]

Reciproco del

~Moda (D).
eyoiutive

nedias

rov omlirnov

J

medias
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1

PACIENTES DE BRUCELOS1S AGUDA EN EL MO-

FINALIZAR EL TRATAKIENTO CON REACCION DE FI1JACION

obtenidos para cada titulo cor

Litulo Pretratoamiento (% _Postratamiento (%)

(2

_Reciprocg del tituwio

retrat
Postratamientc
y i A..‘;_I.";-"': y 2
~mparacisrn de medias (datos pareados 2
LOoOmpai: 1 [ - 1

oMLY




-VI1.- COMPORTAMIENTO DE LAS PRUEBAS S '
[AMIENTO DE LAS PRUEBAS SERULOGICAS EN RESPUESTA AL TRATA-

Mir{“fﬂ B A BOTWY g e e
eNiU DB ACUBRDO CON LA EVOLUCION POSTERIOR

}.’313 evaluar =1 et 1 I a e l : (=8 d.lfF‘I ‘:‘._htl:!t:) Iueba\_a: en IESPU btﬂ
v K Dm"l‘ t mi 1TLL i =

tratanientoc se realizo ‘ ARl
ento se realize el estudio dividiendo los sueros en dos grupos para

cada periodo de ti ZEogy ] i
periodo de tiempo segun que la evolucion posterior hubiese sido buena

0 mala.

El estudio se realizo por comparacien de medias de modo general y con

datos pareados (1G:

Como se muestra en tablas 19 v 20 con medias globales la unica técnica
que muestra diferencias significativas en los resultados obtenidos es la
PCR al contratar sueros pre y postratamiento en enfermos con buena evolu-
cién, en que se aprecia una disminucion de la concentracion de PCR en sue-

ros postratamiento respacto a pretratamiento.

analisis con datos pareados (por enfermos individualiza-

significativa en los titulos de aglutinacien

tanto en sue je enfermos con mala como en los de buena evolucion, cayen-
do de manera significativa los titulos como resultado del tratamiento.

observan tambien ifarencias significativas en los niveles de PCR ¥

titulos de Rosa de Eengala en los sueros de enfermos con buena evo-

sueros postratamientoc con

el sentido de disminucion de titulo en

suero pretratamiento.
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igl

JMPARACIUN DE RESULTADOS OBTEWIDOS CON LAS DIFERENTES PRUEBAS SE-

RULUGICAS CON SUERCUS PRE Y POSTRATAMIENTO EN ENFERMOS COR BUENA EVOLUCICA.

Medis reciproco del titulos {/- 2SE

Suero inicial
Aglutinacien 160-320
2-Mercaptoetanol 40-80

Rosa de Bengala

Test de Coombs

Tab 20.

ROLOGICAE COR

Y POSTPATAKIENTO EN

b

Suero postrat.

2-4
640-280
64

0,51+0, 14

Lomraracion de medias

Globales vatos pareados

p20,05
poh, 05
P20, G5
p20, 05
p20, 05

p<o, 001

pdh, 001
20, 08
p<u, 0G1
p»0,05
p20, 05

p<0, 001

_COMPAFACION DE RESULTADCS OBTENIDOE CON LAS DIFERENTES PRUEZAS SE-

ENFERMOS CON MALA EVOLUCION.

hamigmngg;prng,dai.iny;g“ti:miﬁﬁ, Comparacion de medias

Técrnica Suerg inicial

inacisn
captoetanol
Rosa 3 Bengala

[est de Coombs

k. (ug/dl)

Suero postrat.

640-2560
128-212

1, 7540, 62

Globales Datos pareados

r>0, 05

P (O, 056

pr0, 05
DHQ,O5

p" 0. (0]s)
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CAPACIDAD DE LAS FRUEBAS SEROLOGICAS PRE Y POSTRATAMIENTO PARA PREDE-

CIR LA EVOLUCIOHN

Comparamos resultados pre y postratamientio de enfermos que evolucionaron
bien, frente a los que evolucionaron mal, con el fin de observar si en al-
guna de las pruebas serologicas clasicas se detecta en estos sueros alguna
tendencia que indique la posible evolucién ulterior de la enfermedad. El

estudio global para cada prucba se realizo por comparacion de medias (10) y

prueba de Kolmogorov Smirnov (38)..

Hemps valorado a su vez lus parémetros de eficacia como predictores del
tipo de evolucion de cada uro de los titulos nbtenidos al realizar una
prueba concreta, para pruebas en que se detectado ura diferercia significa-
tiva entre i0s sueros de enfermos con tuena y mala evolucién, calculando de
modo independiente para cada uno de los valores: Sensibilidad, especifici-
dad, valor predictivo de un resultado positivo, valor predictivo de un re-

sultado negativo, & .ndice de Youden S

CON PRUEBAS INDEPENDIENTES

Se muestran en tablas de 21 a 31

' luci mal los titulos
Fodamos observar gus en los enfermos gue evaolucionan

; - + e : T
obtenidos por Reaccion de Fiiacion de Compiemento, SOD significativame
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mayores que en los que evolucionan bien, tanto en los sueros pretratamien-

to, como en los sueros postratamiento.

Con el resto de pruebas solo se observa diferencia estadisticamente s.gni-

ficativa en el porcentaje de positividad de PUR en sueros postratamiento,

superior en los enfermos que evolucionaron mal.
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ilab 21.-SUEBROE PRETRATAMIENTO: AGLUTINACION. RESPUESTA oEROLOGICA SEGUN EVOLUCION

POETERIOR.

N¢ de enfermos con el titulo indicado
oo n totgl =850

Buena evoluc.

DR ook Ml

Mala avoluc.

Tatulo Aglutinacien el

<40 6 49
40 11 (16)
80 6 (@)

(12)
(6)
(B2

160
320
649
1280
2560

(26)
(29)
(6)
(3)
i3

2

1

i

7 (44)
1. (63
2 (1z)
2 (12)
0

o Rt nricas Q) ELTULD
Grupo pil b ol i MeQia 4/ Z0F _Moda (n) _Rango
Buena evolucion £9 160-320 32020 <40--2560
Mala evolucien 18 80-320 160 (7) <40-1280

Test de Kolmogorov Enirnov = Comparacion de medias: p»0,0%

POSTRATAKIENTO: AGLUTINACION. RESPUESTA SEROLOGICA SEGUN EVULUCION

N de enfermos con el titulo indicado (%

LB fotal = 85 B

wuena evoluc. Mala evoluc,

Titulo Aylutinacion Lo dpeRl e =l |-

<40
40
80
160
321
640

LzoU

(19)
(19)
(&b}
{25)

Sy _Reciprocos del titelo
__Media +/- 2CE _Moda (n) __Rang.n__
: 80-160 160 (22) <40-1280
80-160 160 y 320:4) <40-220

Grupo
Buena evoiuzicn
Maia evolucicn

ac: () 315
as:prv, v

Comparacion de medi

Kolmogorov omirnov =
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5 !'( e, It ‘l| L 2 T TYw ¥ 1 T 'A“‘ -.\ { "-. Lo ™Y TTT Y v Pl | Y
EIXATAMIENTO: TEST DE COOUMBS. RESPUESTA SEROLOGICA SEGUN EVOLUCIUE

B e G ; o :
N® de enfermos con el titulo indicado (%)

e tnte] =88

Buena evoluc. Mala evolucr
RAE -1 oh o pELR

Tituleo T. Coombs

<40 )

~ O O
I & L =

(6)
(13)
(19}
(13)
(310
{133

T e e
D <
SRR

4%

Y

i
oo o
=

P,,.H
o
Bt

¥ oS

01
SR
NN N, O OO

o Reciprocos del titulo

Qrupeo e s o Media 4/ @B _Moda ()
Buena evolucion 60 640-1280 640 (2

80-3120

2?
Mala evolucion 1 1260-5120 5120 b} <40-210240

Test de Kolmogorov Smirnov = p20,0% Comparacion de medias: p»0,0%

Tab 24.- SUEROS POSTRATAMIENTO: TEST DE COOMBS. RESPUESTA SEROLOGICA SEGUN EVOLUCION
POSTERICR.

d~ enfermos con el titulo irndicado (%)
oo R kekal = 850 oo

Euena evoluc. Mala evoluc.
e pEel = n=16

(1>

>

(1)
(L3
13) (6)

o &

e

% Bl 3 (19

(20 )

(27) 2 {13)
1) 3 (19

(10) i (25)
(1) 2 (13)

[ Tt o= B

»
y o DO

e
o €

a1 wn
O o= (0
O

Pt
Z
=

____Reciprocns del titulo

__Moda (n) . Ranga.
(19 C40-210240

(4) <40-210240

Grupd
Buena evolucion

Mala evoiucion

640-1280 1280
H540-2560 5129
D'“\”%

Kol mirnov : Comparacion de medias:
Tezt de Kolmogorov omirnov - LOmpP




fab 25.- SUERCS PRETRATAMIENTO: ROSA DE RENGALA e

POSTERLOR, : e A. RESFUESTA SEROLOGICA SEGUN EVOLUCION

N2 de enfermos con el titulo indicado %)
i n total = 85
Buena evoluc, Mala evoluc.
g L B

1D

10 (14>
11 6 ey
16 (28) (12)
13 (19) {19)
(103 3 (1
(10 (12)
4y (6)
(1) 6)

Ly Reciprocos del %ituio
o .- Medin ¥/- 20 Hoda ). . BRango
Buena evolucion G 4-8 4 (16) 0-2128

Mala evolucion g 8 8-16 (3) 0-2128

Test de Kolmogorov Smirnov = p>0,09 Comparacisén de medias: p»0,05

Tab 26.- SUEROS POSTRATAMIENTC : ROSA DE BoNGALA. RESPUESTA SERCLOGICA SEGUN
EVOLUCION POSTERIOE.

enfermos cnn el titule indicado (%)
: p igtal = 85
Buena evoluc. Mala evoluc.

Titulo R. Bepngala oopmele el

(12)
(6)
(62

g

£12)

(19)

{7)
(141
(22)
(337

P
(10

fo T oo I S IR I T b

{6)
{12)

D =

xgkxpLQgﬂﬁ_dalﬁLLLu*m..mw__dH

: I i .f' QL_G

Grupo 1 t_‘ s o Hggia ‘ ,I}3 . taEE.cLa
i“?na *fik-f‘nr 18 -8 L (8) 0-212
Mala evoiuclonl .

Comparacion d» medias: p»Q,00
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Tab 27, ~8UERQS PRETRATAMIENTO: REACCION DE FIJACION 0F COMPLEMENTO, RESPUESTA SEROLOGICA SEGUN EVOLUCION POSTERTOR, ,

N2 de enfermos con el titulo

indicado (%} Pardmetros de eficacia del titulo de R.F.C, como predicior
n total = 85 de evolucidn®

Buena evoluc,  Mala evoluc

Litulo p=9 - nelE

¢} & (9) 100 0 19 0 8l 0

8 3 (4) (8) 100 8 0 100 I 0,08

0

I
16 4 () 1 (8) ' 93 13 20 90 n 0,08
k¥4 13 (19) 0

8 19 20 86 67 0,06

64 11 (18) 2 (13) 87 38 25 93 82 0,2
128 16 (23) 2 (13) 7% §3 a7 90 LYi 0,28
256 § (13) 3 (19 62 n 3 89 26 0,3
W12 1010 7 (43) 44 n 80 8 19 0,21

* Referidos al hallazge de un titulo igual o superior al indicadu

Reciprocos del titule

frugo LT . Media +/- 26F  _Moda (n) = _Range

Buena evolutién &9 &4 128 (1%) (8=2812
Mala evolucién i9 128-256 w12 (N §=2512

Test de Kolnogorov Smitnov = (0 05  Comparacién de medias; pi0,08

100 =
90 4

80

70

60

50
40

30

Frecuencia acumulativa

20
10

128 256

Reciproco de titulo de Fijacién de Ccnplemento pretratamiento

amm——— Buena evolucioén
e BRLA evolucion
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0GICA SEGUN EVOLUCION POSTERIOR,

Tab 28 -SUERQS POSTRATAMIENTQ: REACCION OE F1JACION OE COMPLEMENTO, RESPUESTA SEROL

N2 de enfermos con el titule

indicado (%) Fardmelros de eficacia del titulo de R.F.C. como predictor
1 tatal = 88 de evolucidn®

Buena evoluc,  Ma.a evoluc,

Liuls . .ne€8

sensibilidad fspecificidad _ VPP _ VPN ferror L Youden
{8 3 W) 100 19 0 81 0
8 2 (3 100 19 100 18 0,04
16 § (D [ 87 18 1 L] =0,06
k¥ iz (N &1 18 1 73 =0,08
64 17 (28) ] 19 CH 61 0
128 11 (18) 68 2 U 89 i 0,2
256 il (16) 68

3 9 ) 0,40
2512 B (12) i Vi §7 20 :

-

* Referidos ai hallazgo de un titulo igual o superior al inditado

Reciprocos del titule
frupo e . Media ¢/- 266  _MNoda () = _Rango

Buena evolucién 69 B4 84 (17) <ers1z
Hala evolucidn 19 128-E12 812 () §-2512

Test de Kolmogorev Sairmov = p(0 05 Comparacidn de medias: p¢0,05

7o -
90

8n

70

60

50

40

30

20

Frecuencia acumulativa

10

L |
0 64 128 256

: miento
Reciproco de titulo de Fijacion de Complemento posttrata

s, BUEDA evoxu?i..on
we === Nala evolucién
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ANISNTO: 2-MERCAPTORTANOL. VoL

EVOLU-

N¥ de enfermos con el tituloe

o WoRotal = B
Buena evoluc.

e evoluc,
aitulo g-Mercavtoetanol :

B £ g 2 TS MR o o

6o O o e
o i e S g
L P

Bo Lo GO

P T O
0 o
e g o §

&n
o
o

o

B =

1 (6)

L s R pr s o ReE titaly
Lrupg b o Bedin i Koda (w2, _Rango
Buena evolucicn A0 B4 <40 (18) <40-1280
Mala evoiucien 1€ 40 0 <40 (4} <40-2560

Test de Kolmogoraov

Tab 30.-SUEROS POSTRATAMIENTO: 2-MERCAPTOETANOL. RESPUESTA SExJLOGICA SEGUN EVOLUCLON
POSTERIOR.

enfermos con el titulo indicado (%)
- n total 80 ; ;
Buena evoiuc. Mala evoluc.

4

I b Rl

Reciprocog Gul fitala Lo

,‘ Hedia +/- 258  _Moda
"Q_I Shsls e S — “iJI N8 ( {4 \'l_! (2C)

Buena evolucic

& ; i {(4)
i P 4i)— 10OV 1
Mala evoluci
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onh de proporcion de positivos pr0,

proporcién de positivos p€0, 05

gg/dl) en sueros

edic
predictivo

Juaern.




-RESULTADOS CON PRUEBRAS ASOCIADAS.

Para compre * 81 los b= f S i 1

ra ccmprobar si los resultados en prediccion del tipo de evolucion po-
+ 3 4 arc ASOC -1ac
daian mejorarse asociando varias pruebas, contrastaros lgs resultados obte-

nidos con aquellas pruebas en que de modo independiente

se obtuvo alguna

L

Slgniticacion en la prediccién (RFC pretratamiento, RFC postratamierto, y

FCR postratamiento).

esta forma comparamos los resultados de los siguientes grupos de prue-

pratratamiento.
postratamiento.

pretratamiento + RFC postratamiento.

ratamientp + KFC posiratamiento.
pretratamiento.
postratamiento.
pretratamiento o RFC postratamiento.
pretratamiento o RFC postratamiento.

pretratamiento sola.

postratamiento sola

Para establecer los titulos tomados como punto de corte en RFC, conside-
ramos aguel con que se obtenia el mayor porcentaie de aciertos en la pre-
diccién (positivo en enfermos que evolucionaron mal y negativo en los que

evolucionaron bien), como se muesira en tablas 27 y 28, utilizando como
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Al Wl i %
2 indice ae

Youden" (Sensibilidad + especificidad -

'y pOr ser ind 11 :
_ Er lndependiente de la prevalencia de ambos grupos de enfer-

L0s vaicres considerados positivos para cada una las pruebas fueron:
-PCR mayor o igual a lpg/dl.

-RFC pretratamiento mavor o igual a 1/256.

~RFC postratamiento " 14256,

El valor de 1 pg/dl para lz. FCR se adopté por ser ei valor en que se sue-
len ajustar las pruebas de deteccion analitica de PCR comunmente utilizades

L1306,

Los resultados (Tablas 24 ,35, 36 y 37) muestran que la mayor sensibili~

dad (capacidad de acierto en los enfermos de mala evolucion) se obtiene con

los resultados de PCE y/o RFC postratamiento, la mayor especificidad si se

asocian PCR v a RFC pretratamiento (ambas pruebas positivas a la vez). Ei

meior vaior predictivo de un resultado positivo se observa al asociar los

resultados de PCR + RFC pretratamiento, mientras que el mejor valor predic-

tivo de un resultado negativo se obtiene con PCR sola.

La prueba que muestra un mejor resultado con independencia de la preva-

lencia es la PCR postratamiento que presenta un indice de Youden de 0,63.




JE BEFICACIA COMO I E e SR S
R A e e beEL TIPO DE EVOLUCION DE
OLOGICAS EN 85 ENFEREMOS CON BRUCELOSIS, W

Prueba Sencibil Especi /P
) b b A L L..-ggfal&‘.}m; ‘L{“: M Efic] }
R R e RRtejc o Ymaden

0,9540, 05

0,89+0, 08

0,7240, 12

PCR+RFC1 56+0, 24 ; 0,90+0, 07

PCRoEFC1 31+0,18 0, 66%0.10 { 6 0,66+0,10

PCR+RFC2 G, 6240,24 0, 61+0.06  0,62+0,2 0,910, 06

0,87+0,16 0,65+0, 11 0,3540,45  0,09540,08

0.62+0,24 0,B540.08 0,50+0,22 0,00%0,07

RFC1aRFC2 0,75+0,21 0,63%0,11 0,32#0,15 0,91+0,08
PCR+EC1+FC2 0,B56+0,24 0,9440,05 0,60+40,256 0,90+0,07 0,5
PC26FC15FC2 0,87+0,16 0,5540,11 0,31%0,13 0,9540,0 0,61 0,42

PCR: PCR tras 45 de tratamiento; RFCL: Reaccion de Fijacién de Complemento previa a

tratamientc inicial; RFCZ: Reacci de Fijacién de Complemento tras 45 dias de tra-

tamiento.
Sensibil: ( (% de aci o5 en enfermos que evolucionaron mal).
en enfermos que evnlucionaron biem).
Pasitivo (% de mala evolucién en enfermos con

(% de buena evolucion en enfermos

ado negativo
Eficiencia (% de enfermos correctamente clasificados, atendiendo a la

prevalencia de las poblaciones estudiadas).
1.Youden: Indice de Youden (% de enfermos correctamente clasificados, independien-

temente de la prevalencia de las pohlaciones?.
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Gl iaile comn vhadtnie iy L
concentracisén de PCHR  trs 5 S PTECAVARE Bl CIPO de evoluciern de
briucelcsis : R : 11as e tratamiento en 8%

enfermo:

puena (n)

csie Rala in)

positiva

13

negativa

= 0,52+40,18;

Tap 36. - e efica - ~edict i '
D 36 5 de eficacia como predictor del tipo de evolucion de la
presencia simultanea de un pc

[tivo de PCR tras 45 dias de tratamiento y de

FC previo icial en 85 enfermos cpn brucelosis.

&5
0,90+0,07; EF = 0,87;

miento: RFC1: Reaccién de Fijacién de Complemento
RFC2: Reaccison de Fijacien de Complemento

E: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPHN:

Valor predictivo negativo; EF: Eficiencia; 1Y: Indice de Youden.




1atl -

- : OO prediciores del tipo de evolucisn de

Un resultado positive TR & BB beas AR E i
POSILIVO RO kil tras 40 dias de tratamiento inicis

R L Lrat 2Dt0 1nicila

Bu sntermos con i : ¢

gl Iotal
_Maia (o

16 85

0,35+0,15; VPN = 0,65+0,06: EF = 0,68;

PCR: PCR tras 45 tratamiento; RFCl: Reaccion de Fijacion de Complemento
previa a tratamiento inicial; RFC2: Reaccién de Fijacién de Complemento

tras 45 di

VFP: Valor predictivo pozitivo; VPN:
Eficiencia; 1Y: Indizce de Youden.




DISCRIMINANTE LINEAL

digscriminante (13 il S
riminante (131) pretende determinar 1la capacidad de un

factor (prueba de iaboratorio! i
ctor (prueba de iaboratorio) para asignar (predecir) cada paciente a ung

de los dos grupos (buena o

2

maila evolucion) combinando en un unico parametro

los resultados de todas las pruebas utiles para ello.

La funcion lineal discriminante es ura ecuacicn de regresion que permite

obtener una eficiente icacion binaria de una poblacisn, cada uno de

cuyos miembros puede ser descrito por un conjunto de variables.

Se determina un coeficiente de ponderacion para cada variabtle, tal que el
valor asignado a cada sujet (que es la suma de las variables ponderadas
para cada uno de los sujetos) sea 1a combinacion lineal de las variables
clasificatorias (prusbas de laboratorio) mejor entre todas las que pudiesen
usarse para clas.fic a cada persona en uno o en otro de los dos grupos

poblacionales mutuamente exc ites (en este caso grupos de buena y mala

evolucion).

'Es decir, se intenta predecir que enfermos de brucelosis aguda evalucio-

1= ~ir, se 7

naran mal a partir de una combinacién de resultados de las pruebas de labo-

ratorio efectuadas.
Eeta técnica de analisis estadistico construye una funcion lineal (fun-
- o B Nt = i b

cion discriminante

g.Y, & BeXad, i % B X
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i:T’i Jue :‘. { 4 X S | [¥l= & i = de 1
3 ; A:y, 50D los valores de los resultados de las distintas

pPruebas de bor: ' g ] © 1 B i i ) ’
pruebas de laboratorio (variables lndependientes) y Z es una variable de-

pendiente, construida de tal manera que su distribucion en los dos grupos

comparados este lo mas separada posible, con el objeto de intentar prede-

cir, de acuerdo con el valor que tome en cada paciente, a que grupo (buena

0 mala evolucioén) pertenece cada sujeto.

S1 el modelo se cumple, el nuevo parametro Z (variable independiente)
puede ser interpretado como normalmente distribuido y estimar su media y
varianza para cada grupo. Pudiendose, calcular las posibilidades de clasi-
ticacion erronea y la probabilidad de que un individuo determinado evolu-
cione bien o mal, para un conjunto de valores de las pruebas de laboratorio

(variaples predictoras?

La eficacia de la discriminacion conseguida puede medirse por lo que se
llama ia "distancia generalizada entre la distribuciones", que no es maws
que la diferencia de medias de la variable independiente (Z) entre los dos

grupos, medida en desviaciones standard.

La magnitud de esta diferencia, mide la eficacia de la discriminacion ob-—

tenida, pues cuanto mayor sea, menor solapamiento existira entre ambos gru-

] i 1 e £ indivi 1 con cada prueba,
Bl analisis se ha realizado primero de forma individua p

: laci ipo i evo-
para definir si su resultado esta reiacionado con el tipo posterior de

lucison (buena o mala) de los enfermos).
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lan propado posteriormente combinados utilizando ia téc-

Lncorporandd en cada paso del analisis multivariante una

Una vez Omoleta el analicie dea lac icac i
ez compietado el analisis de las unicas varisbles que han aportado

ignificacion, Lan sido los valores obtenidos con sueros inmediatamente

después de finalizar el tratamiento (Tras 45 dias dei diagnéstico inicial)

de PCR (p<0,0001) ~on RI .. 10.08)

inante obtenida

RFC posttratamiento*-2

re los dos grupos es 1. B

en el grupo buena evolucion es de Z.=6,88

para minimizar errores de clasificacien, si la proporcisén de
certenecientes a cada grupo fuese la misma. se toma el valor 2

<y

10,91 que asigna un individuo al grupo de proba-

e 18 01
=1 ’ 4 9L,

y al grupo de probable buena evaolucion si
) 1




ta regia (linea continua en la figura) y

Y Para proporciones analogas

de individuos en cada grupo (fig 10)

» Se obtendria un porcentaje tedrico de

predicciones erroneas

faue woal Lo e by o
‘area bajo la curva normal para z:A/z2) del 21.7%.

1 n arcia g e h i a ; + g § ,
La proporcion re Ghtenida de clasificaciones erréneas, al aplicar el

discriminante a nuestra poblacién (corrigiendo para una proporcién teirica

analoga de los grupos buena y mala evolucison) es del 2%, en buena concor-

dancia con el valor tedrico calculado.

Si corregimos para una proporcién teérica del grupo de mala evolucién del
18% (proporciern encontrada en nuestra poblacion} (fig 9) el valor de Z que

minimiza tecricamente las clasificaciores erroneas se obtiene en el punto

1 : . : lrad
de corte de ambas curvas de distribuciones que es Z,= 13,4 con una propor-

cien teérica de malas clasificaciones (proporciovn del area total bajo las
curvas, area rayada en la figura 10) del 16%.

Aplicando este valor de Z (Z>13,4 para malas evoluciones y Z<13,4 para
buenas) a la poblaciéen real estudiada obtenemos un porcentaje de error del

9%, mejor que el teorico.

Debe tenerse en cuenta que este incremento de la capacidad predictiva se
logra a costa de aumentar la proporcion de falsos negativos (porcentaje de
enferm's del grupo de malas evolucion que serian clasiticados erroneamente

desde el 11% (que se obtiene utilizando el valor 7Z=10,91) al 39%.

valor de F=0 para titulo negativo (menor de

i cion nos da un
e Was e F=2 para titulo de 1/16,

que se asume 1/4), F=1 para titulo de 1/8,

/
i




Fig.9.- AnAlisis de regresion lineal: Representacién de resultados obteni-

dos al analizar en conjunto las pruebas de Reaccion de Fijacién de Comple-

mento postratamiento y Proteina C-Reactiva postratamiente

@ Buena evolucién
& Nala evolucién
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Fig.10.- Analisis de regresion lineal:

Distribucisn de grupos de buena y

mala evolucion i
atendiendo a los resultados de Reaccisén de Fijacien de

Complemento y Proteina C~Reactiva postratamiento.

Distribucién teérica e

3

.
4

...........'....... oo
PO S 90 P SO TSI TO SIS

Area tctal bajo la curva = 100%
Ares rayada = 21,7%

Distribucién real

|
=5
Area total bajo la curva = 100%

csnmmmreme Buena evolucion .
Area rayada = 16%

Mala evolucion




REGRESION LOGISTIICA

El objetivo de este 2lisis es
1 ) ge esle analisis es predecir usando loe resultsdos de las

Baakac A Tt SR e
p as de laboratorio la probabilidad de que un paciente determinado evo-

1 ey - o Aok £ 3

iucione o0 no favorablemente de su brucelosis aguda.

La ecuacion del modelo para el eanfocue locistico es
! 1 e itare e

(BE)= BB X +B-Xot. .. /4BikL o

de gque la futura evelucien de un paciente indi-

decir, no se cronifique ni recidive), X, Xz,.. Xi,
factores de prediccion (resultado de las pruebas de la-

son los coeficientes calculados por el ana-

5 han eometido al anAlisis las variables : valor de la PCR postirata-

miento (P), Beaccién dz Fijacison de Complemento pretratamiento* (FPr), ¥y
Reaccion de Fijacisén de Complemento poetratamiento‘ (F), gque fueron las

anicas que se mostraron significativas eun el analisis previoa.

experimentales, utilizando el paquete estadistico BMDP (pro-

j lo log:isti 10nd contr ignifi-
grama LR), se ajusts un modelo log:stico donde solo se encontraron Sig

-

cativas Yas variables P (p=9,02) ¥ ¥ {p=0, Dsra/’.




C SPy T ] fpiat s o e 2 e L ‘ ¢
-OL Un magmIico ajuste de los datos reales al modelo calculada X=- 59,3

En la figura 11 ee muestra el histograma de probabilidades de buena

evolucion predichas por el modelo de regresien para los pacientes de ambos

grupos (buena y mala svolucion)

El punto de corte que maximiza la eficacia de discriminacien {(resultanda

en un minimo de clasificaciones erroneas) se obtiene para la poblacién

ectudiada para una P{(BE)=0,608, que resulta en un 10,5% de clasificacicnes

erroneas.

Esta cifra esta en estrecha coincidencia con el encontrado en la ecuacién

discriminante lineal :(9% de errores).

De acuerdo con esta reg. esperarse buena evolucién en los enfermos
de brucelosict ia e 2]l valor calculadc por medio de la ecuacion de
regresion iatic ALY a F(BE) sea superior a 0,608,

' el titul 2.8 cic la un valor
2log reciproco del titulo = &. Esta transformacion nos d

|
itul i ( i 'B= s & 1/4), F=1 para
de F=0 para titule negativo {(menor de 1/8= que se asume | y I

titulo de 1/8, F=2 para titulo de i/16, etc.




Fig.1l.- Kegresiosn logistica: histograma de probabilidad de buena y mala

evolucién en las das poblaciones estudiadas, atendiendo a los resultados

obtenidos en conjunto con Reaccién de Fijacién de Complemento y Proteina C-

leactiva postratamiento.

o/o

Y17/

Ll

T |
61 9,2

Buena evolucién E

Mala evolucién




Ly

VII.- VALORACION DE i

LA RESPFUESTA SEROLOGICA EN FASESE AVANZADAS DE LA EN-

FERMEDAD,

En este estudio evaluamos 1lsa proporcien de pasitivos nbtenidos con cada

una de las técnicas, en sueros obtenidos a los 12 meses,; para abservar si

existian diferencias segin que el enfermo evolucionara bien 0 mal.

No realizamos el estudio en fases posteriores, dado que muchos de los en—

fermos que evolucivnaron mal se trataba de recaidas, de las cuales la mayo-
ria se dieron dentro de los primeros 9 meses, por lo que tras correcto tra-
tamiento los consideramcs para sueros posteriores al afio como curados, sal-
VO que surgieran puevas complicaciones, con lo que el numero de enfermos

con mala evolucion se reduce considerablemente a partir del afio , no permi-

tiendo realizar estudios estadisticos significativos.

resultados positivos: 1/80 o mayor para MA y Z2-ME; 1/4 o
mayor para RE; 1/32 o mayor parc RFC; 1/320 o mayor para IC; y 1 o mayor

para PCR.

Fl estudio se realizs utilizando susros de 61 enfermos (14 de ellos en

los que previamente se habia detectado mala evolucién) y los resuitados se

muestran en tabla 38.

! ; R IL G ] ‘e
Con todas las técnicas se observo diferencia significativa er los resul
ic esulta-
dos obtenidos con los suercs de enfermos con mala evolucién, y los r

i w 2
dne de enfermos con buena evolucién a los 1z meses.
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Q ntro ladm ~ L i ; 1
0T Olro lado comparamos los resultados obtenidos a los 12 meses con los
\ ecid o o G ras ' A i f i
aparecldos en sueros tras 45 dias de tratamiento cun el fin de observar si

‘A evolucion serologica era marcadamente diferente en enfermas segun el
(&

tipo de evolucion.

Los resultados se

muestran en tablas 30 y 40,

Como puede observarse en los enfermos con buena evolucién con todas las

pruebas los resultedos obtenidos a los 12 meses son significativamente me-

nores que los obtenidos en sueros postratamiento. En el casoc de la PCR no

se aprecia diferencia, ya que su concentraci’n en suero es muy baja en sue-

ros nostratamientc en estos enfermos con bueisa evolucion.

En resultados obtenidos con sueros de enfermos que evolucionaron mal, ne
se observan diferencias significativas, permaneciendo los titulos elevados

por encima de los limites de positividad con todas las pruebas.

Tab 58.- Resultados de las diversas pruebas serolégicas a los 12 meses de

evolucién en brucelosis aguda, segin el tipo de evolucion

SR . N° de positivos (%) G
Evolucion Aglutipacion R. Bengala T Cenmbe  SBFC 0 2N SRR

Buena  (14,8) 2 (4,2) 22 (46,8 21,2y & U6, 5
n=47

o (64,2) 8 (BD

13 @)

15,8
e




. y TIT EN Y A A T e o i l4?
Tab 39.- RESULTADOS DE LAS PRUERAS SEROLOGICAS POSTRATAMIENTO Y TRAS 12
MESES, ENFERMOS CON BUENA €VOLUCILON

. Madia de titulos +/- 28

i -~ Somparacion de medias
lecnica 2

erQ rostrat, Suerg i2 mes Globales Datos Pareados

Aglutinacion 80-160 <40-40 p<0, 05

Test de Coombs 640-1280 160-320 p<o, 08

Rosa de Bengala 24 Neg-1 p<0, 08

R.F.C. 64-12 8-16 . p<0, 05

2-Mercaptoetanol J <40-40 0, p<0,05

PCR (pg/dl) 0,490, 16 : p»0,05

Tab 40.~- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS POSTRATAMIENTO Y TRAS 12
MESES, ENFERMOS CON MALA EVOLUCION

s daie - c ks tiea
Iécrica Suerg postrat. Globales Datos Pareados

Aglutinacion 80-160 .. 80-160
Test de Coombs 640-2560 1280-2560
Rosa de Beagala

KL,

2-Mercaptoetanol

PCR (ug/dl) 1,74%0,82
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a2 brucelosis aguda exis-

w1 Dlen para el diagnéstico seroléegico iniecial

t Yy . i erios gy = ados = g o | ’
ten criterios aceptados en cuanto al valir de las pruebas serolégicas: a-

lutinacién, prueb: .oombe indirecta, Reacei i ijacic '
g loh, prueba de Loombs indirecta, Reaccién de fijacisn de Lomplemen-

P = pi S e :
to, utilizandn suspensiones antigénicas estandarizadas, tomando como refe-

rencia el "patron internacional anti Brucella abortre (11 PISAD); no exis-

ten criterios establecidos sobre que valores de dichas pruebas son indica-

tivos de brucelosis crénica, reinfecsisén en zonas de alta prevalencia de

enfermedad, recaidas, o del tipo da respuesta al tratamiento. (33, 65,74,98)

Por otro lado el vaior de la prueba “Rosa de Bengala" , en el diagnéstico
inicial de la enfermedad, esta por establecer,(173) asi como la posible
utilidad de otras determinaciones analiticas del tipo de la PCR en el diag-

nostico y seguimiento de los enfermos de brucelosis.

En un intento de acercamiento a estos interrogantes, y apoyanaonos en los
recultados obtenidos con 85 e¢-fermos, a los que se les ha realizado un se-
guimiento de su enfermedad durante un minimo de seis meses con controles
serolégicos periocdicos, hemos efectuado un analisis de dichos resultados ,
siguiendo distintas orientaciones para intentar extraer conclusiones sobre

los aspectos anteriormente sefialados.




~URRELACION ENTRE PRUEBAS SEROLOGICAS,

En primer lug se aluo la ¢ laci ig ‘
! er gar se evaluo la correlacion existente entre "Rosa de Bengala

PR o i b 1] | PR i ot - q :
cuartificado" y "aglutinacion", con el fin de establecer que valores con la

IR L , E fRy i
primera tecnica pueden ser utilizados como indicadores de bruceiosis aguda,

en zonas como la nuesira en que realizando la técnica de RB con sueros sin

diluir, aparecen con alta frecuencia resultados positivos sin existencia

real de enfermedad en ese momento.

La correlacien entre los tituios de ambas técnicas fue relativamente
baja (r=0,7419%5), como cabia esperar, ya que mientras la técnica de agluti-
nacion detecta tanto inmunoglobulinas de la clase IgG, como IgM, con Rosa
de Bengala se detectan basicamente IgG (28); no obtante con sueros en el
momento del diagnostico de la enfermeaad, se pudo establecer que no habia
diferencia significativa en cuanto al numero de enfermos diagnosticados
utilizando una u otra técnica, en nuestro caso, con un punto de corte de un

titulo de 1/80 para aglutinacisn, y de i/4 para Rosa de Bengala.

Si bien ectos resultados son indicativos de la utilidad del test RB en
brucelosis aguda, hay que tener en cuenta gue no es facil disponer de anti-
genos con suficliente garantia como para extrapolar los resultados de la
prueba con confianza, por io que en cada nuevo lote de antigenos seria ne-
cesario establecer el punto de corte para los valores positivos con sueros
controles, y dado que la tecnica esta disefiada para ser realizada cop suero

cin diluir, serian necesarios mas estudios en este sentido, con diferentes
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geries de enfermo: antes = 1
e = éniermos, antes de pasar a su empleo de forma rutinaria en el inr

boratorio,

coea Yl £ s R # iR i

segundo lugar establecimos en la poblacion estudiada la correlacien

las pruebas de 2-Mercaptoetanul y aglutinacion con Ditiotreitol, téc-
nicas utilizadas

=

bdsicamente con el mismo propesito dizagnéstico de discer-
nir si la respuesta de anticuerpos medida con aglutinacion normal se debe

sobre todo a la presencia de IgM, o bien predominan las IgG..

lLa correlacien entre ambas técnicas fue buena (0,91), con una proporcion

de resultados coincidentes del 94%, lo que se acerca en buena medida a lo

expresado por otros autores (128, 21, 101).

En cuanto a la induccior de un descenso significativo de titulos con res-
pecto a los cbtenidos con aglutinacion normal para los mismos sueros, el
comportamiento de ambas técnicas fué superponible (Indice de concordancia =

0,92; Kappa=0(,8710,008; : p<0,001).

Indicando los resultados que es indiferente la utilizacion de una u otra
técnica, cuando se pretenda inactivar la fraccién Ighk en la respuesta se-
rologica detectada con aglutinacion normal, si queremos evaluar cuales son

i i ' to d sta
los inmunoglobulinas que intervienen en un momen.o dado en la respue

serologica frente a Brucella
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11, -1NFLUENCIA DEL T1EMPO DE EVOLUCION FREVIO EN LA SEROLOGIA INICIAL DE

PACIENTES CON BRUCELOSIS.

165 < s = o
Nuestros datos muestran que en el enfermo sin tratamiento no se observan

diferencias significativas en los resultados obtenidos con ninguna de las

. = saliz = i o f
pruebas realizadas en los diferantes grupos de enfermos evaluados segun

tiempo de evolucien previe. ¥o obtante si nos cefiimos a los resultados ob-

tenidos con aglutinacion normal y aglutinacién con 2-Mercaptoetanol, se e-
videncia con la primera una tendencia a la disminucién de los titulos con-
forme el tiempo de evolucién es mayor; mientras que con 2-Mercaptoetanol,
la tendencia de los titulos es a aumentar conforme aumenta el tiempo de
evolucion previo al diagnostico.

Si comparamos los resultados obtenidos con ambas pruebas para un mismo
grupo de enfermos, se aprecia que no existen diferencias significativas en-
tre las dos pruebas en enfermos con mas de 30 dias de evolucién previa al
tratamiento, mientrac que si es significativa esta diferencia con enfermos
de 15 a 30 dias de evolucién, acrecentandose sobre todo si los enfermos

tienen una evolucien de la enfermedad inferior a 15 dias.

Estoe datos apuntan hacia una tendencia a ia disminucién de modo natural,
independiente del tratamiento, de la respuesta de inmunoglobulinas M, hecho
este recefiado por otros autores (Ariza J. Tesis Doctoral, Barcelona, 1988),
que predominan en enfermos con pocos dias de evolucién, disminuyendo pro-

gresivamente conforme el tiempo de evolucién aumenta.
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S€ pone de manifiesto mas claramente si evaluvamos la caida de

- 1 1 Vig ey o o el

‘1tulo de .a prueba de 2-Mercaptoetanol con respecto a aglutinacion, en los
]

dilerentes grupos de enfermos, observandose una diferencia miy significati-

va (piU,001) si comparamos los resultados del grupc de enfermos con menos

de 15 dias de evolucién con el grupo de mas de 30 dias; altamente signifi-

cativa (p<0,01) al comparar el grupo de menos de 15 dias com el de enfermos
con evolucion de la enfermedad entre 15 y 30 dias; y significativa (p<0,05)
entre los enfermos con evolucien de 15 a 30 dias y los de mas de 30 dias.
Lo que equivaldria a decir que la caida de titulos (Diferencia de titulo
entre aglutinacicon y 2-Mercaptoetanol) es menor ccnforme el tiempo de evo-
lucion previo al tratamiento es mayor. Dado que esta caida estd en razen
directa a la presenﬁia de IgM, estos resultados indicarian que en evolucio-
nes superiores a 30 dias la respuesta detectada con aglutinacion se debe
fundamentalmente a Igh, y en evoluciones inferiores a 15 dias interviene

significativamente la IgN.

111.-INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EVOLUCION PREVIO AL TRATAMIENTO Y DEL TIPO DE

TRATAMIENTO EN LA EVOLUCION POSTERIOR DE LA ENFERMEDAD.

En el grupo de enfermos estudiados se aprecia que el tiempo de pade-
cimiento de la enfermedad previo al tratamiento puede incidir de modo nota-
bie en la evolucién posterior de la enfermedad, ya que se evidencic um au-
mento de malas evcluciones (recaidas O avoluciones terpidas) en enfermcs
que llevaban un periodo de evolucion superior a 30 dias, con respecto a

1gs de evolucion inferior a 30 dias.
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Una vez comparados los

S rasuitados obtenidos en la evolucion de la enfer-

o d seqt ] i i
medad segun la pauta terapautica impuesta (Doxiciclina-4

5 dias- + estrepto-

micina -2l dias-, o, Doxiciclina-45 dias- + Rifampicina-45 dias-), conclui-
; :

MOS que no hay razon suficiente para considerar que el resultado de los

tratamientos sea distinto en cuanto a la probabilidad de mala evolucién

{a=0,05),

No obtante, aunque no se observan diferencias estadisticamente significa-

tivas entre utilizar uno u otro tratamiento, los resultados sugieren
(p=(,153) una mejor respuesta frente al tratamiento con Doxiciclina + Es-

treptomicina, lo que esta acorde con otros autores que han ensayado pesutas

terapéuticas similares. (8, 23, 107)

iV -RESPUESTA SEROLOGICA TRAS TRATAMIENTO INICIAL.

Se observé caida significativa del titulo de Aglutinacion entre sueros
pre y posttratamiento independientemente de que el enfermo evolucionara
bien o mal, mientra que con el resto de pruebas serologicas los titulos

practicamente no se modificaban entre sueros pre y posttratamientc indepen-

diente de la evolucion.

Este hecho puede deberse a que con aglutinacién detectamos IgK en sueros
iniciales, ausentes (niveles no detectables) en gran parte de forma natural
tras 45 dias de tratamiento, (Ariza, J. Tesis Doctoral, Barcelona, 1988)

i lobulinas de
mientras que con el resto de las pruebas detectamos 1nmunog




st}
clases distintas ' > iti
clases distintas a IgM,que pueden no modificar sustancialmente su concen-

tracie 1 an gat + 1 o ™ i {
ieh en este pericdo de tiempo con independencia del tratamiento y evo-

lucién posterior.

oe aprecic una disminucion evidente de la concentracién de PCR en sueros

postratamiento, pero =i bien la tendencia fué hacia la negativizacion en

enfermos con posterior buena eveclucién, en sueros de enfermos que siguieron

maia evolucion, aunqu: disminuyé la concentracién, las cifras en la mayo-
ria de los casos se mantuvieron dentro de los valores considecados como po-

sitivos para dicha prueba (mas de 1 pg/dl).

V.-CAPACIDAD DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS PRE Y POSTRATAMIENTO PARA PREDECIR

LA EVGOLUCION.

El valor de PCR postratamiento, tanto desde el punto de vista cualitativo
(positivo o negativo), como cuantitativo (valores reales de PCR en pg/dl),
fué el parametro que meior permitio de manera aislada predecir la evolucien
ulterior de 1la enfermedad, mostrande los mejores resultados de sen-
sibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictive nega-

tivo, eficiencia, e indice de Youden.

Con menor poder predictivo, se mostraron la RFC pre y postratamiento, con
las que también se observaron diferencias significativas con los resultados
i ' el

obtenidos para cada grupo de Suercs (pre O postratamiento, segun que

enfermo evolucionara bien o mal, mostrando una tendencia a presentar
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titulos Greg  los i
maycres ios enfermos que evolucionaron mal, tanto en Sueros pre

<on0 postratamiento.

Con el

resto de pruebas no se obtuvieron resultados que permitizran apro-

xXimarnos a la prediccion evolutiva de la enfermedad.

Al estudiar de forma conjunta las pruebas FCR, RFC pre y postratamiento,
para evaluar el poder predictivo respecto a mela evolucion atendiendo a los
parametros de: scensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo, eficiencia e indice de Youden, pudimos concluir
que la asociacion de prucbas no mejoraba los resultados obtenidos con PCR
postratamiento de forma aislada si nos atenemos al "indice de Youden",
(cuyos resultados son independientes de la prevalencia de la poblacioen
estudiada), es decir, -jue el valor de la PCR postratamiento sola con inde-
pendencia del numero de elementos de las poblaciones comparadas, es el
resultado que meior nos puede orientar en cuanto a la posible evoluciém ul-

terior de lz enfermedad.

En sueros pretratamiento el unico resultado de cierta utilidad -= el va-
lor de RFC, en 21 eentido de que un resultado por debajo del punto de corte
establecido ( en nuestro caso un titule de 1/256) debe hacernos peasar que
el enfermo no evolucicnara mal (Valor predictivo negativo de 0,89+0,08}. No
existiendo en las pruebas efectuadas, ninguna cuyos resultados en sueros

: : 5ol :
pretratamiento nos orienten hacia la posible mala evoiucion del cuadro
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Practicamen ing ; Luci '
C mente ningun enfermo gque evolucione bien presentara positives a
la vez el valor de la PC < I
t valor de is FCR y BFC, ya que la especificidad para la positivi-

dad simultanea de ambas pruebas es de 0,9410,05.; mientras que i1 probabi-

lidad de e lor it '
de gue un valor positivo de ambas pruebas se traduzca en .ala evolu-

cion de 1 ) : sl Lok . : R A
e la enfermedad (Valor predictivo positiva) es de 9,6040,25; a pesar

de ser esta la asociacién de pruebas que ofrece un mayor VPP,

Con la presencia PCR postratamientc positiva y/a RFC postratamiento po-
sitivas, se obtiene la maxima sensibilidad (0,8740,16), es decir, van a
ser pocos ios enfermos con mala evolucién que no tengan positivo uno u otro
valor, a pesar de que un relativamente alto nimero de pacientes que evolu-

cionan bien también pressnten resultados positivos. (Especificidad =0,63)

Un valor de PCR postratamierto negativa indica una alta probabilidad de

que el enfermo no evolucionarad mal (Valor predictivo negativo de 0,95+0,05/

En conjunto la méxima probabilidad de acertar en la prediccien teniendo
en cuenta el numero de elementos de la poblacién estudiada se obtiene aso-
ciando los resultados de PCR y RFC postratamiento (ambas pruebas positivas
0 negativas), con la que se obtuvo una eficiencia (% global de aciertos en

la poblacion estudiada) de 0,87.

41 aplicar a los valores de las pruebas PCR postratamiento, y RFC pre y
alisd ion lineal de regresién logistica

postratamiento un analisis de regresion ilneal ¥ g g
consonancia con los descritos previamente, ya que

obtuvimos resultados en

4 : i : -
en ambos casos los valores de las variahles PCR y REC poetratamlento,x




rtapan S l‘ Bl ; >ati ¥ = & ar = = =t = g
\ atlivos asitic ; 1 lQ:.‘l "‘"Ilt‘:"‘t mo en ‘:‘l rupo
. .

de buena o0 mala evolucién:
=3 14

siendo la asociacién de ambas variables la que

ks 1 UL e & a S1lgns = ? u | an el
H f‘aid cie
me ern 3 f£NnAa 8 pa ‘“Iltf‘ a un T UPO, ya que LalC < dC}

-yt o o o o= 7 5 =} :
corte adecuado, <(con el que se obtienen un minimo de
icaciones erroneas, es decir

que a un sujeto al que tras el analisis

resultados se le asigne buena evolucion tenga efectivameate buena
Yy viceversa), la proporcion de errores se situa en alrededor del

10% en ambos analisis Q% ¢ ] lisi iscrimi i
) ambos analisis (9% con el analisis discriminante lineal ; 10,5% con

2l analisis por regresisn logistica).

AVANZADAS DE LA ENFERMEDAD SEGUN EVOLUCIGN.

nuestran que con todas la pruebas realizadas existie
iva en cuanto al porcentaje de positivos con las mis-
srupos de buena y mala evolucién tras 12 meses de

i bien estas diferencias fueron mas acentuadas

No existis diferencia significativa al comparar los resultados obtenidos

con aglutinacion normal y con ec-Mercaptoets lo que apunta hacia un pre-

de inmunoglobulinas distintas de ig¥ en la respuesta humoral de

mala evoluciéen de la enfermedad, en consonancia por 10

i . AR g, nA. 11icer T. Tesis ctoral
descrito por diferentes autores, (135} 1 33; Pellicer 1. Tesis Doctoral,

Barcelona, 1987; Ariza J. Tesis doctoral , Barcelona, 1988) y en contrapo-

afleiado por aquellos gue pretenden dar un papel preponderante
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a ia 1gM en la respuesta gserolegica frente a Brucella en recaidas o evolu-

ciones torpidas (154)

Este hecho podria explicar el que sea con aglutinacion normal con la

prueba en la que la diferencia es menos significativa.

En este sentido se observa que los titulos de las diferentes pruebas se-

rologicas tienden a mentenerse si el enferms evoluciona mal, mientras que

decrecen de modo sustancial si existe buena evolucién.

De todo lo anterior podria establecerse que la respuesta serologica va a
diferir en el transcurso del tiempo segun que el enfermo evolucione bien o
mal, pero que este necho tiene poco vaior practico desde el punto de vista
clinico, en cuanto a prediccion de evolucién, ya que son resultados consta-

tados a posttericri
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fi= El estudio de 15

concentracion de Proteina C reactiva en suerns tras

+ t g i el 1 gt AT -
ratamiento inicial es un parametro que puede ser de gran ayuda en la pre-

(ji,'\lf\;f" avnlt d vpz L 5 . - :
ion evolutiva de la enfermedad. Un valor negativo se corresponde con

buena evclucion, mientras que valores positivos no definen la aevolucisén

posterior.

serologicas realizadas (Aglutinacicn, Test de

2-Mercaptoetanol, Rosa de Bengala cuantitativo y Reaccion de Fija-
cion de Complemento}, sslo la Reaccidn de Fijacion de Complementic mostro en
nuestro estudio valor en la prediccién de la evolucion buena o mala de bru-

celosis. No obtante su utilizacion de forma aislada es poco util.

.-El1 estudio conjunto del valor de la PCR postratamiento y RFC pretrata-
miento nos da el mejor valor predictive positivo (0,69) y la mayor especi-

ficidad (0,94), de cara a la prediccion evolutiva de enfermwos com

brucelosis aguda.

de mala evolucien mantienen largo tiempo los tituleos de las

mientras que en los de buena disminuyen

marcadamente en los primeros meses.

; ; . ; Ll 5
5.-La prueba Rosa de Bengala cuantitativa, bien estandarizada, tendria u

vaio = ar ? J e n en e d‘ ) o ico e DI'uUf i .;A s a Ud.a.
! 11" a ia a ¢ 1n'_l.0 i L a'r‘n 8Stl d eilnsl R
i L UL o !
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6.-E1 tiempo de enfermedad previo al tratamiento influye en la evolucisén

del cuadro. A mayor tiempo la pesibilidad de mala evolicion crece.

7.-Ho encontramos diferencias cignificativas en evolucifa del cuadro cli-

nicc en razon del tipo de tratamiento.

g.-La respuesta inmunitaria basada en ia IgM tienc poco valor en recaidas

o evoluciones torpidas, incluso en brucelosis aguda sus titulos tienden a
decaer de forma natural independientemente de que se instaure o no

terapeutica.

0.- No existen diferencias entre utilizar para destruir IghM en la técnica

de aglutinacion entre ei z-Mer~aptoetanol y el Ditiotreitol.
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