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BRUCELOSIS
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Generalidades

La brucelosis es una patologia antropozoonética
de distribucion mundial. La brucelosis humana en sentido
estricto puede estar causada por diversas especies del
género Brucella (B. melitensis, B. abortus y B. suis). B.
melitensis es con mucho la especie mas patdégena para
el ser humano. La enfermedad se transmite por
contacto directo con los animales infectados recién
paridos o indirectamente tras la ingestion de alimentos
contaminados (leche cruda y queso fresco elaborado con
leche no higienizada). La transmision humano-humano
es muy rara, pero esta descrita.

Las diversas especies de animales domésticos
(oveja y cabra, vaca y cerdo) son los hospedadores
naturales de Brucella y actian como reservorio de la
infeccion. De manera clasica, se reconoce a la cabra, y
en segundo término a la oveja, como hospedador natural
de B. melitensis, a la vaca hospedador de B abortus,
mientras que el ganado porcino lo es para B. suis. No
obstante, los ciclos de infeccion pueden cerrarse entre
las diversos tipos de ganado cuando la convivencia entre
ellos es estrecha. En la inmensa mayoria de los casos,
las especies silvestres juegan un papel muy secundario
en la epidemiologia de la enfermedad.

En paises con elevada densidad de animales y
alta tasa de infeccion, como América Latina y zonas del
Mediterraneo, la brucelosis representa un problema
sanitario dificil de controlar y de alto impacto econémico.
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Por otra parte, la brucelosis no presenta un cuadro
clinico caracteristico que permita una deteccion precoz del
infectado, lo que favorece la evolucion a la cronicidad,
complicando las alternativas terapéuticas y la curacion
definitiva.

En Argentina, al igual que otros paises endémicos,
existe la obligatoriedad del control para brucelosis de las
transfusiones sanguineas y de los donantes de 6rganos en
caso de transplante. Esto hace imprescindible el desarrollo de
técnicas de screening adecuadas, estandarizadas y con alta
sensibilidad y especificidad.

Respuesta Inmune

El ingreso de Brucella en el organismo induce la
activacion de los mecanismos de defensa que se inician con la
participacion de algunos componentes de la inmunidad innata,
como el complemento (C), los neutréfilos y los macréfagos.

Los neutrdfilos son las primeras células del huésped
que se ponen en contacto con Brucella. La opsonizacion de
las bacterias por anticuerpos y complemento facilita su
fagocitosis. Otras células que reaccionan ante la presencia de
Brucella son los macréfagos. El ingreso de la bacteria a los
mismos se produce a través de la interaccion entre la
molécula CD14 y el LPS. Esta interaccién induce también la
produccion de IL-12 que estimula las células NK vy los linfocitos
T colaboradores o helper (LTH) CD4+, que secretan TNF-y,
favoreciendo el desarrollo de una respuesta inmune
predominantemente mediada por LTH1. Este subgrupo de
linfocitos T estimula fundamentalmente la respuesta de tipo
celular y participa en forma directa en la proteccién contra
microorganismos intracelulares, ya que su amplio patron de
citoquinas incluye IL 2, 3, 6, 12, IFN-ay sobre todo TNF-y,
esencial para la activacion de macrofagos.

Los linfocitos también son impactados por distintos
antigenos de Brucella. Las proteinas de las bacterias son
procesadas dentro de la célula presentadora de antigenos y
sus péptidos asociados a moléculas CMH clase | y Il son
presentados a los LTH CD4+ y LT citotéxicos (LTC) CD8+.
Estos ultimos son capaces de lisar macréfagos y otras células
infectadas con Brucella. El LPS es considerado un antigeno T
independiente, capaz de activar a los linfocitos B (LB) sin la
participacion de los LTH. Los primeros anticuerpos que se
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generan en el curso de una infeccion son de clase IgM,
seguidos de IgG e IgA, dependiendo de la especie
animal. Pueden aparecer, dentro de la clase IgG,
anticuerpos bloqueantes o no aglutinantes, también
llamados asimétricos, en especial en infecciones
croénicas, donde suelen alcanzar titulos elevados. Estos
anticuerpos se diferencian de los anticuerpos completos
en ciertas propiedades tanto in vitro como in vivo como,
entre otras, la incapacidad de activar complemento por
cualquiera de las vias o dar adecuadas reacciones de
aglutinacion.

ANTICUERPOS NO AGLUTINANTES
Seeen

Diagnodstico de la brucelosis humana

El diagnéstico de certeza se establece aislando
al microorganismo a partir de cultivos de sangre, médula
Osea u otros tejidos. Los métodos serologicos solo
aportan un diagnostico presuntivo.

Métodos Directos:

Se basan en evidenciar la presencia de la
bacteria 0 de sus componentes en los tejidos de los
animales o del hombre. El diagndstico definitivo requiere
el aislamiento de la bacteria, frecuentemente a partir de
hemocultivos. Los cultivos deben mantenerse en
incubacién un tiempo no menor a 30 dias debido a que
las bacterias del género Brucella son de crecimiento
lento. En los dltimos afios se han desarrollado sistemas
de hemocultivos automaticos o semiautomaticos, que
permiten detectar mas del 95% de los cultivos positivos
antes del séptimo dia de incubacion.

A medida que progresa la enfermedad,
disminuye la probabilidad de positividad de los
hemocultivos, por lo que se hace necesario el
aislamiento a partir de ganglios linfaticos, higado o bazo.

Métodos Indirectos:

Existen numerosas pruebas que estan
destinadas a detectar no sélo el mayor nimero de
individuos infectados, sino al mismo tiempo diferenciar
entre infectados y aquellos que han tenido un contacto
ocasional con los antigenos de Brucella sin sufrir la
infeccion, asi como detectar las reacciones cruzadas.

La mayoria de las pruebas de laboratorio utilizan
como antigenos suspensiones de Brucella en fase S o R,
segun la cepa bacteriana. Las cepas recomendadas por los
organismos internacionales en la elaboracion de los mismos
son B. abortus 1119-3 6 99S. Estos antigenos permiten
detectar anticuerpos anti B. abortus, suis y melitensis,
mientras que para anticuerpos anti B. canis y B. ovis se
necesitan antigenos especificos de especie.

Dentro de las pruebas seroldgicas utilizadas en el
diagndstico se encuentran:

- Aglutinacion lenta en tubo de Wright (SAT):

Es la mas antigua y la mas utilizada aun para el diagnéstico
de brucelosis animal y humana.

Bases metodoldgicas: se realizan diluciones crecientes del
suero a investigar que se enfrentan con cantidades constantes
de antigeno observandose la presencia o no de aglutinacion
luego de un periodo de incubacion.

De esa forma, se determina el titulo como la maxima dilucién
aglutinante.

Antigeno: suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.

pH: entre 6.4y 7.0

Titulo significativo: Un titulo mayor o igual a 1/100 se
considera positivo; un titulo 1/50 se considera sospechoso.

- Prueba de aglutinacion con y sin 2-mercaptuetanol (2-ME):
Es una variante de la anterior que emplea el tratamiento previo
con 2-ME como agente reductor que inactiva los anticuerpos
de clase IgM.

Bases metodologicas: se realizan simultaneamente las
pruebas de aglutinacién en tubo con y sin tratamiento del
suero con 2-ME. La diferencia de titulo obtenida entre ambas
pruebas corresponde a los anticuerpos IgM.

Antigeno: suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.

Titulo significativo: mayor de 1:20.

- Reaccion de Huddleson:

Es una reaccion de aglutinacién rapida en placa.

Bases metodoldgicas: se enfrentan cantidades decrecientes
del suero a investigar con cantidades constantes de antigeno
y se observa la presencia o no de aglutinacion. Existe una
escala de titulos, establecida por convencion, que permite la
expresion de resultados.

Antigeno: suspension de B. abortus al 11% de gérmenes en
fenol, con verde brillante y cristal violeta y diluida en solucion
fisioldégica con fenol al 0.5%.

pH: entre 6.4y 7.0

Titulo significativo: mayor de 1:100; un titulo de 1/50 se
considera sospechoso. En ocasiones se observa el fenémeno
de prozona, donde puede estar ausente la aglutinacién en los
titulos mas altos a causa de un exceso de anticuerpos. Este
hecho debe tenerse en cuenta para evitar falsos resultados
negativos por esa causa.

- Prueba de Rosa de Bengala:

Es una reaccién de aglutinacién rapida en placa. Los
anticuerpos que aglutinan en forma inespecifica con el
antigeno de brucelas lisas se inhiben a pH 3.6, pero bajo estas
condiciones se mantiene la actividad de los anticuerpos
especificos.
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Bases metodolégicas: se pone en contacto una alicuota
del suero (40uL) con 40uL de antigeno y se observa la
presencia de aglutinacion.

Antigeno: suspensiones de B. abortus al 8,0%, ajustadas
a pH &cido, con el agregado del colorante Rosa de
Bengala.

pH: 3.65

Se informa como positiva o0 negativa.

Antigeno Tamponado en Placa (BPA):

Es una reaccion de aglutinacion rapida en placa

Bases metodoldgicas: se ponen en contacto 80 pL de
suero con 30 pL de antigeno y se observa la presencia
de aglutinacion.

- Antigeno: suspension de B. abortus al 11% con cristal
violeta y verde brillante.

pH: 3.65.

Se informa como positiva 0 negativa segun el resultado

de la aglutinacion.

Tabla |: caracteristicas de las técnicas de aglutinacién en placa.

pH %°Celular  Colorante Titulacion
6.4 - o verde brillante
Huddleson 7.0 Lo + cristal violeta sl
Rosa de 365 8% Rosa de NO
Bengala Bengala
Antigeno
Tamponado 3.65 11 % verdp brlll_ante NO
en Placa + cristal violeta
(BPA)

- Prueba de Coombs: Es una prueba de aglutinaciéon en
tubo que permite detectar tanto anticuerpos completos
como incompletos.

Bases metodoldgicas: se realizan diluciones seriadas del

suero a investigar, que se incuban con una suspension

antigénica de B. abortus para que se produzca la
aglutinacién mediada por los anticuerpos completos. Las
suspensiones correspondientes a las diluciones mayores
se lavan adecuadamente y se agrega suero antiespecie

(Coombs) para detectar de esta forma la aglutinacion

mediada por los anticuerpos incompletos.

Antigeno: suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes de la clase

IgG.

Titulo significativo: el titulo obtenido es, como minimo el

de la aglutinacion de la primera etapa y, frecuentemente,

mucho mas elevado. Este incremento es tanto mayor
cuanto mayor es la concentracion de anticuerpos no
aglutinantes o incompletos.

- Fijacion de complemento: Es una prueba altamente
especificay es la prueba de referencia internacional.
Bases metodoldgicas: en la primera etapa de la reaccién
se incuban diluciones del suero inactivado con el
antigeno y el complemento. En la segunda etapa se
agrega el sistema hemolitico y se compara la hemdlisis
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con los estandares correspondientes a 0, 25, 50, 75 y 100%
de lisis.

Antigeno: puede utilizarse una dilucion 1:200 del antigeno
empleado en la reaccion de Huddleson, o un antigeno soluble
denominado HS que se prepara a partir de una suspension
bacteriana tratada con solucion salina caliente.

Titulo significativo: mayor de 1:20.

- Inmunofluorescencia indirecta: Es una prueba de interaccion
primaria.

Bases metodoldgicas: se incuban diluciones crecientes del

suero a investigar sobre una impronta de Brucella.

Se agrega luego el anticuerpo anti-especie marcado con FITC

y se observa en un microscopio de fluorescencia,

determinandose el titulo.

Antigeno: suspension de bacterias fijadas a un portaobjeto.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes.

Titulo significativo: mayor de 1:80

- ELISA: Es una técnica altamente sensible, especifica y
versatil, emplea muy bajo volumen de suero y da muy
buenos resultados aun en presencia de hemadlisis.

- ELISA indirecto (ELISA-I):
Bases metodoldgicas: el
antigeno se fija a placas de
poliestireno, luego se incuba
con el suero a investigar,
posteriormente con un anti-
especie conjugado con una
enzima, se agrega el sustrato
correspondiente y se mide el
color desarrollado a la
longitud de onda
determinada. Pueden usarse conjugados que reconozcan las
distintas clases de inmunoglobulinas.

Antigeno: los antigenos pueden ser particulados o solubles,

LPS u otras proteinas bacterianas. Se ha obtenido un

antigeno libre de LPS (antigeno CP), que es altamente eficaz

en detectar la respuesta a IgG durante una infeccion activa,
evitando al mismo tiempo las reacciones cruzadas debidas al

LPS.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes.

- BRUCELLACAPT®: Esta basado en una técnica de
inmunocaptura, por lo que permite la deteccién, en un solo
paso, de anticuerpos no aglutinantes de las clases IgG e IgA,
asi como de anticuerpos aglutinantes.

Bases metodoldgicas: Basado en el principio del test de
Coombs, usa anticuerpos IgG e IgA antihumanos para
favorecer la aglutinacion de los anticuerpos a Brucella. La
prueba consta de tiras de pocillos de fondo en U que
contienen inmunoglobulinas antihumanas. Tras la adicion de
los sueros y su dilucion, se afiade el antigeno y se incuban 24
horas hasta que se produce la aglutinacion. Esta prueba
permite detectar anticuerpos aglutinantes 'y también
anticuerpos incompletos que solo podian ser medidos
mediante el test de Coombs.

Un titulo superior a 1/320 es sugerente de brucelosis, pero
debe siempre evaluarse conjuntamente las demas pruebas
clinicas y la seroprevalencia de la enfermedad en la zona
antes de emitir un diagnéstico.
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8 tiras de pocillos de fondo en U
que contienen inmunoglobulinas
antihumanas

Adicion de suero

Adicion del antigeno de Brucella

- » Tras 24 h de incubacion, se
produce la aglutinacién

NEGATIVO

Para el diagnéstico de brucelosis humana se
emplean habitualmente como pruebas tamices BPA,
Rosa de Bengala o Huddleson y como pruebas
confirmatorias aglutinacion lenta en tubo con y sin 2-ME,
Coombs y Fijacién de complemento.

Interpretacién de las pruebas diagndésticas

Cuando se utilizan los métodos seroldgicos de
diagnéstico deben tenerse en consideracion la
reactividad cruzada, y el tipo de anticuerpo que
predomina en cada etapa. En la etapa aguda se generan
anticuerpos aglutinantes. Las IgM e IgA irdn
descendiendo progresivamente hasta negativizarse antes
de los 6 meses, mientras que la IgG podra permanecer
detectable durante 2 6 3 afios. Estos anticuerpos
completos o aglutinantes son capaces de reaccionar con
antigenos de la superficie bacteriana y pueden
detectarse mediante reacciones de aglutinacion en placa,
lenta en tubo y fijacion de complemento. Los titulos de
las reacciones de aglutinacion son elevados desde las
primeras semanas de la infeccion. La prueba de
aglutinacién con 2-ME correlaciona con la evolucién
clinica de la infeccion. En el comienzo de la misma la
diferencia entre los titulos de aglutinacién con y sin 2-ME
puede ser importante debido a la presencia mayoritaria
de anticuerpos IgM, que se inactivan con 2-ME. Los
anticuerpos de clase IgG permiten seguir el curso de la
infeccion. No obstante, a medida que ésta se torna
cronica comienzan a incrementarse, en forma progresiva,
los anticuerpos de la clase IgG incompletos o no
aglutinantes, que no son capaces de dar positivas las
reacciones de aglutinacion directa ni  activar
adecuadamente el sistema complemento. Cuando la
concentracion de anticuerpos no aglutinantes en el suero
investigado alcanza valores relativos importantes, estas
reacciones pueden arrojar resultados de bajo titulo y aun
negativos.

Para lograr un diagnostico inicial correcto de la
Brucelosis en sus primeras fases las técnicas que detectan
anticuerpos aglutinantes como Rosa de Bengala son
suficientes para la pronta deteccion de la infeccion. En
ocasiones, puede interesar detectar la presencia de
anticuerpos totales, tanto completos como incompletos. En
este caso la prueba de Coombs puede ser reemplazada por
los métodos de IFl y ELISA que cumplen con este requisito y
permiten discriminar ademas los isotipos de inmunoglobulinas
involucrados.

Sin embargo, en recaidas y reinfecciones, situaciones
propias de las areas endémicas, la respuesta inmune esta
caracterizada por el predominio de anticuerpos IgG e IgA no
aglutinantes. En estos casos, ni el Rosa de Bengala, ni la
Seroaglutinacién de Wright (SAT) podrian ser considerados
como las herramientas de deteccién mas adecuadas. Por otra
parte, los tests ELISA tampoco son Utiles, pues detectan tanto
los anticuerpos incompletos como los completos con niveles
residuales. El test de Coombs y el BRUCELLACAPT® son las
herramientas mas eficaces aqui, pues detectan los
anticuerpos no aglutinantes que son los de mayor significacion
diagndstica, y, por tanto, permiten diferenciar la serologia de
pacientes que presentan cuadros crénicos de brucelosis
(resultado positivo al test de Coombs o Brucellacapt), de la
serologia de personas que han sufrido la enfermedad en el
pasado (resultado negativo al test de Coombs o Brucellacapt).
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