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Utilidad de la determinacion de anticuerpos IgG e IgM
por ELISA e inmunocaptura en una serie clinica de
brucelosis humana

Carolina Aranis J., Jorge Oporto C., Mdnica Espinoza, Ingrid Riedel K., Carlos Pérez C. y Patricia Garcia C.

Usefulness of the determination of 1gG and IgM antibodies by ELISA and immunocapture
inaclinical seriesof human brucellosis

Introduction: The diagnostic difficulties of brucellosis makes the evaluation of new diagnostic tests
necessary. Objectives. Evaluation of different commercial tests in the serological diagnosis of brucellosis by
ELISA and immunocapture antibodies in a clinical series of patients with brucellosis of the Health Network of
the Catholic University of Chile. Methods: All the serums received in the Laboratory of Microbiology for
suspicion of brucellosis during five years were studied. Two groups were obtained, one that fulfilled
diagnostic criteria for brucellosis [clinical evidence, and/or positive blood culture and/or seroagglutination
test (SAT) in titers > 1/160] and the control group. Each serum sample was analyzed using immunocapture-
agglutination test (Brucellacapt®), ELISA 1gM and 1gG. Results: Of 10 patients with brucellosis, the serologic
results were: 8/10 positives for ELISA 1gG, 7/10 for Brucellacapt® and SAT, and 5/10 for ELISA IgM.
Discussion: ELISA [gG alone was superior than SAT. The combination ELISA 1gG/ Brucellacapt® reaches
the best detection performance (9/10) and can be an alternative to SAT.
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Introduccion

rucelosis es una zoonosis transmisible, siendo
B Brucella abortus la més importante en nuestro
medio. Esta especie afecta al ganado bovino e
implica un alto riesgo laboral para veterinarios, perso-
nal de mataderos, carniceros y pastores' en quienes la
transmision puede ser por consumo de productos |ac-
teos infectados no pasteurizados, contacto directo
entre piel 0 mucosas lesionadas y animales infectados
(sangre, carne o placenta)

Las zonas afectadas por brucelosis bovina abarcan
desde la1V° a XI1° Region, donde la prevalencia a can-
z6 en 1991 a 2,4%>* de la masa bovina nacional, luego
de 16 afos de iniciado el programa de control y erradi-
cacién de la enfermedad en 1975, fecha en la que la
prevalencia alcanzaba a 7%.

La brucelosis humana es una enfermedad de curso
insidioso, que puede derivar en graves complicacio-
nes, por lo que en Chile es de notificacién obligatoria
inmediata. La prevalencia se desconoce y su inciden-
cia es bgja, alcanzando en el afio 2003 a 0,06%, cifra
probablemente subestimada; se considera que podria
alcanzar tasas de 0,6 a 1,5%, es decir, 10 a 25 veces més

ata alas notificadas®®. En ello influyen la gran hetero-
geneidad de la presentacion clinica y la dificil confir-
macion de laboratorio.

El diagndstico de certeza es por cultivos (hemocul-
tivo o cultivo de médula 6sed), aunque la sensibilidad
del método fluctta entre 15y 70%"®. Por esta razon, €l
diagndstico puede readlizarse mediante expresion clini-
ca més serologia. Existen diversos métodos de diag-
nostico seroldgico, siendo la seroaglutinacion en tubo
(SAT)® @ esténdar de oro por su ata especificidad con
titulos > 1/160. Esta técnica detecta anticuerpos 1gG y
totales contra antigenos de B. abortus y Brucella
melitensis; sin embargo, es laboriosa, utiliza e reactivo
2-mercapto-etanol que es atamente irritante para €l
personal que lo manipula y requiere 72 horas para la
obtencion de resultados.

Recientemente han aparecido métodos comerciaes
como laaglutinacion con inmunocaptura (Brucellacapt®,
VIRCELL SL; Granada, Espafia)!® que permite la detec-
cion de anticuerpos totales, con una sensibilidad y
especificidad de 95 a 100% y 59 a 95% respectivamen-
tet. Por otro lado, mediante ELISA es posible detectar
anticuerpos 1gG o IgM anti-lipopolisacarido de B.
abortus cepa S-99*, existiendo estudios que reportan
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sensibilidades y especificidades de 78 a 98% y 83 a
98% para el primero, y 80 a 100% y 36 a 98% para €
segundo®®, #1516, E| antigeno utilizado demostré ser
Util en la deteccion de B. abortus y B. melitensis pero
no de Brucella canis y carece de reacciones cruzadas
con Salmonella Typhi. Si bien en estudios internacio-
nales SAT sigue siendo eficiente para el sero-
diagnostico, se describe que la prueba de ELISA 1gG
aumentaria el nimero de casos diagnosticados al com-
binarse éste y podria ser (til en el seguimiento'.

Dado € dificil diagndstico de esta enfermedad y la
reciente aparicion de nuevas pruebas diagndsticas
ain no validadas en nuestro pais, e objetivo de este
trabajo fue evaluar la utilidad de tres pruebas serol6-
gicas disponibles comercialmente: aglutinacion con
inmunocaptura (Brucellacapt®), ELISA IgM y ELISA
IgG, en una serie clinica de brucelosis humana de la
Red de Salud de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

Pacientes y Métodos

Se analizaron todos los pacientes con sospecha de
brucelosis, cuyos sueros fueron recibidos y amacena-
dos a-20 °C en el Laboratorio de Microbiologia de la
Red de Salud UC para estudio serologico mediante
SAT, entrelos afios 2000 y 2005 (n = 38). Se caracterizo
el patron clinico, los antecedentes epidemiol 6gicos y
la repuesta al tratamiento antimicrobiano mediante la
revision de fichas clinicas o por contacto directo con
los médicos tratantes.

Los pacientes se subdividieron en dos grupos: Pa-
cientes con brucelosis aguda, definida como sindro-
me febril y compromiso del estado general, sin foco
aparente al examen fisico, con hemocultivos positivos
para Brucella sp o serologia positiva por SAT en
titulos > 1/160° o en los que hubo mejoria clinica con el
tratamiento antimicrobiano especifico. Pacientes con
brucelosis crénica, definida como sindrome febril pro-
longado de més de 6 meses de evolucion®® y alguna
complicacién (lesiones supurativas 6sea, en € bazo o
higado) con histologia compatible a infeccion granu-
lomatosa no tuberculosa, con antecedentes epidemio-
I6gicos y respuesta a la terapia. Cuando estuvo dispo-
nible, se registraron los siguientes examenes de labo-
ratorio para evaluar si estaban alterados: hemoglobina
(valor normal > 12 mg/dl en mujeres 'y > 14 mg/dl en
hombres), leucocitos (valor normal 4.000 a10.000 mm?3),
baciliformes (valor normal 0 a4%), VHS (valor normal 1
a 19 mm ala hora), PCR (vaor norma 0 a 0,9mg/dl),
SGOT (valor norma 9a25U/L), SGPT (valor normal 7 a
30 U/L), GGT (valor normal 4 a 50 U/L), fosfatasas
acalinas (valor normal 30 a 100 U/L), bilirrubinemia
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total (valor normal 0 a 1 mg/dl), bilirrubinemia directa
(valor normal 0 a0,2 mg/dl) y LDH (valor normal 135 a
225UIL).

El grupo control estaba constituido por pacientes
en los cuales se descartdé una brucelosis, con SAT y
hemocultivos negativos para Brucella sp y en los que
se confirmod algun otro diagnostico.

Los sueros de ambos grupos fueron analizados
mediante Brucellacapt® y ELISA IgM e IgG, por los
métodos que se describen a continuacién.

Seroaglutinacion en tubo (SAT): realizada me-
diante dilucién en tubo, utilizando antigenos comer-
cides de B. abortus (Cenogenics®, USA). Las reac-
ciones de aglutinacion se leyeron luego de 48 horas de
incubacion a 37°C en bafio Maria. Luego de finalizado
el tiempo de incubacidn, se observd la aglutinacion
usando una fuente de luz indirecta contra un fondo
negro; el titulo es la dilucion méxima del suero que
presenta 50% de las bacterias aglutinadas y el
sobrenadante moderadamente turbio, considerdndose
positivo cuando éste es > 1/160°. En caso de resultado
positivo, se repitio la prueba, agregando a la solucién
2-mercapto-etanol a una concentracion de 0,05 M para
destruir los puentes disulfuros de la molécula de IgM,
permitiendo solo la deteccion de 1gG.

Aglutinacion con inmunocaptura (Brucellacapt®,
Vircell): permite la deteccién de anticuerpos aglu-
tinantes. La fase solida posee anticuerpos antihumanos
de modo que a agregar diluciones seriadas del suero
de los pacientes junto con el antigeno, si existen
anticuerpos aglutinantes anti-Brucella en el suero del
paciente se producira aglutinacién después de incu-
bar por 24 horas a 37 °C. Se considerd positiva una
aglutinacion que ocupara casi todo el pocillo en una
dilucion > 1/320.

ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM e 1gG
anti-lipopolisacérido de B. abortus cepa S99 (Vircell):
se realizo la prueba de enzimo-inmunoandlisis indirec-
ta para determinar anticuerpos 1gG e IgM segln las
instrucciones del fabricante. La interpretacion de los
resultados se efectud mediante el indice de anticuerpos
calculado con la férmula: densidad Optica de la mues-
tra x 10/ densidad Optica del suero cut off x 10. Las
muestras con indices < 9 se consideraron negativas
para anticuerpos contra brucela; aquellas con indices
> 11 se consideraron positivas y el rango entre 9y 11
como indeterminado.

Andlisis estadistico. Para analizar las diferencias
entre los resultados positivos o negativos de las prue-
bas serolégicas evaluados (SAT, ELISA 1gG e IgM y
Brucellacapt®), se usd la prueba exacta de Fisher. Se
considero significativo un valor p < 0,05. La compara-
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cion de los indices de anticuerpos 1gG e IgM obteni-
dos por ELISA vy titulos obtenidos por Brucellacapt®
entre el grupo de brucelosis y el grupo control se
realizé mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
Se consider¢ significativo un valor p < 0,05.

Resultados

En el periodo de estudio se recibieron sueros co-
rrespondientes a 38 pacientes. De éstos, 10 pertene-
cian a pacientes que cumplian los criterios definidos
para €l diagnostico de brucelosis, que correspondie-
ron a seis hombres y cuatro mujeres, con edad prome-
dio 53 y 46 afos, respectivamente. De los 10 pacientes,
siete presentaron brucelosis aguda, con hemocultivos
positivos para Brucella sp en tres casos (37,5%); los
otros tres fueron pacientes con brucelosis cronica
Todos tenian antecedentes epidemiolégicos de con-
tacto con ganado bovino y consumo de lacteos sin
pasteurizar.

El grupo control estuvo constituido por 18 pacien-
tes en los cuaes se descartd brucelosis con serologia
(SAT) y hemocultivos negativos para Brucella sp, sin
antecedentes epidemiolégicos, y en los que se confir-
mo otro diagndstico etiolégico como: diverticulitis,
vasculitis, enfermedad de Still (n = 2), sindrome
diarreico, endocarditis infecciosa, complicacion post
operatoria y artritis séptica esterno-clavicular, entre
otros.

Los 10 sueros restantes pertenecian a pacientes
que no poseian ficha clinica en nuestra institucion; no
siendo posible contactar con el médico tratante, fue-
ron excluidos del estudio.

La presentacion clinica de brucelosis fue un sindro-
me febril de més de siete dias de evolucion en la
totalidad de los pacientes, con un promedio de 20 dias

(rango de 7 a 30 dias) para la forma aguda y de dos
afos paralaforma cronica. La mayoria de los pacientes
presentdé compromiso del estado general, miagias, ce-
falea y diarrea. S6lo 38% tuvo hallazgos positivos al
examen fisico como hepato-esplenomegalia o linfoade-
nopatias. En los resultados de laboratorio disponibles,
destacaba la presencia de PCR, GGT, SGPT y LDH
elevadas en la mayoria de los pacientes: 6/7, 6/7, 5/7 'y
5/5, respectivamente.

Los resultados serolégicos de los 10 pacientes con
diagndstico de brucelosis se observan en la Tabla 1;
destaca que 8/10 fueron positivos para ELISA 1gG, 7/10
para Brucellacapt® y 5/10 para ELISA IgM. La asocia-
cion de Brucellacapt® + ELISA 1gG permitié detectar 9
de los 10 pacientes con brucelosis. El paciente 4, que
presentd todas las pruebas serolGgicas negativas, te-
nia brucelosis cronica de dos afios de evolucion y e
diagndstico se confirmo por histologia. El otro pacien-
te con brucelosis crénica (paciente 9) tenia una evolu-
cion de 120 dias con SAT, ELISA 1gG y Brucellacapt®
positivos y ELISA IgM indeterminada.

Las pruebas SAT, Brucellacap® y ELISA 1gG per-
mitieron discriminar, en forma significativa, entre los
pacientes con brucelosis y el grupo control (Tabla 2,
test exacto de Fisher). No ocurrié lo mismo paraELISA
IgM.

Todos los pacientes del grupo control presentaron
SAT y Brucellacapt® negativas; para ELISA 1gG solo
uno fue indeterminado y para ELISA IgM, dos fueron
positivos y uno indeterminado (Tabla 2).

Tanto los titulos de anticuerpos por Brucellacapt®
como los indices de anticuerpos IgG por ELISA fueron
significativamente més altos en el grupo con brucelosis
que en el grupo control. Para los valores de los indices
de anticuerpos IgM no hubo diferencia estadistica-
mente significativa (Figuras 1 a 3).

Tabla 1. Caracterizacion de los pacientes con diagnostico de brucelosis y resultados obtenidos por los distintos métodos diagnodsticos

Brucellacapt® ELISA 19G ELISA IgM
+ +
_ + -
+ _ _
+ + +
+ + Indeterminado
+ + +

Paciente Edad (aios) Brucelosis Hemocultivo SAT*
aguda/cronica
1 30 Aguda B. abortus
2 75 Aguda B. abortus
3 39 Aguda Brucella sp
4 64 Crénica Negativo -
5 50 Aguda Negativo +
6 40 Aguda Negativo -
7 44 Aguda Negativo
8 70 Aguda No disponible
9 60 Croénica No disponible
10 31 Aguda No disponible
*SAT: seroaglutinacion en tubo
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Tabla 2. Resumen del rendimiento de las pruebas seroldgicas

en pacientes con brucelosis y en el grupo control

Test serolégico Brucelosis Controles
n=10 n=18
SAT(+) 7/10 0/18
Brucellacapt® (+) 7/10 0/18
ELISA 19G (+) 8/10 0/18
ELISA IgM (+) 5/10 2/18

Combinaciones de pruebas

Brucellacapt® + ELISA 1gG 9/10 0/18
Brucellacapt® + ELISA IgM 8/10 2/18
SAT + ELISA 1gG 8/10 0/18
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Figura 2. Distribucion de indice de anticuerpos IgG determinados por ELISA en  Figura 3. Distribucion de indice de anticuerpos IgM determinados por ELISA en

pacientes con brucelosis cronica y en el grupo control.

Discusion

Este trabajo representa la primera evaluacion de
pruebas comerciaes para el diagndstico de brucelosis
humana en nuestro pais. Si bien se trata de un estudio
retrospectivo con un tamafio de muestra pequefio, se
debe considerar que la prevalencia de la enfermedad
es bgja en la Region Metropolitana y que se relinen

Rev Chil Infect 2008; 25 (2): 116-121

pacientes con brucelosis cronica y en el grupo control.

todos los pacientes cuyas muestras se procesaron en
el laboratorio de microbiologia de la red de Salud UC
en un periodo de 5 afios. Por lo anterior, los autores
consideran que puede ser un aporte en la informacion
de nuestro pais.

En esta serie clinica es importante destacar las ma-
nifestaciones gastrointestinales, como diarrea y hepato-
esplenomegalia y la ateracién de pruebas hepéticas,
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lo cual es concordante con lo descrito por Aziz y tre ambos grupos, con un bajo rendimiento en la detec-
cols”. Todos los pacientes con brucelosis tenian an- cidén y con dos falsos positivos en e grupo control,
tecedentes epidemioldgicos claros de contacto ocu- datos coincidentes con la literatura cientifica®®.
pacional o ingesta de productos lacteos no pasteuriza- En conclusion, a pesar del bajo nimero de muestras
dos, por lo que estos datos son de especial importan-  estudiadas, estos resultados son similares a los des-
cia en la sospecha diagndstica. Al igua que lo descrito  critos en la literatura médica respecto de la utilidad de
en la literatura médica, los hemocultivos tienen un ladeterminacion de IgG por ELISA y Brucellacapt® en
rendimiento bajo; Brucella sp es un microoganismo relacion a la SAT, puesto que ambos métodos estén
intracelular fastidioso, que crece con dificultad en los comercialmente disponibles, son répidos y de facil
medios de cultivo convencionales. implementacion en los laboratorios del pais, con lo que
Se encontraron diferencias significativas en el diag- se lograria la estandarizacion del método.
nostico serolégico entre el grupo con brucelosis y el
grupo control en los indices de 1gG por ELISA y los
titulos de Brucellacapt®, siendo ELISA 1gG, por si Resumen
solo, mejor que la SAT. Brucellacapt® tuvo un rendi-
miento menor que el SAT y que ELISA 1gG; sin embar- Introduccion: El diagndstico de brucelosis conti-
go, a combinarlo con ELISA 1gG se logré detectar a9 nua siendo complejo en la actualidad y se requieren
de los 10 pacientes con diagndstico de brucelosis, s nuevas pruebas de diagndstico. Objetivo: Evaluar prue-
bien Ciftci y cols'® el afio 2005 describié que SAT + bas comerciales para la determinacién seroldgica de
ELISA IgG conseguian un mejor rendimiento diagndés-  anticuerpos anti Brucella sp mediante ELISA e
tico. Debe tenerse presente que la SAT continua sien-  inmunocaptura en una serie clinica de pacientes de la
do el método de referencia con los inconvenientes Red de Salud UC. Métodos: Estudio retrospectivo de
mencionados, como el tiempo empleado en su readliza-  pacientes cuyos sueros fueron recibidos en el labora-
cion, el uso de materiales irritantes al emplear 2 torio de Microbiologia para estudio serolégico de
mercapto-etanol, e costo en horas del personal del brucelosis. Se obtuvieron 2 grupos, aguellos que cum-
laboratorio y las reacciones cruzadas con otras bacte- plian criterios diagndsticos de brucelosis [cuadro cli-
rias como Escherichia hermanni, Escherichia coli nico compatible, y/o hemocultivo positivo y/o serologia
0:157, Salmonella 0:30, Senotrophomonas malto-  por seroaglutinacién en tubo (SAT) en titulos > 1/160]
philia, Vibrio cholerae 01 y Yersinia enterocolitica®®. 'y el grupo control. Todos los sueros se analizaron
El Unico paciente que resultd negativo por los cua= mediante aglutinacion con inmunocaptura (Brucella-
tro métodos con brucelosis cronica tenia una SAT  capt®), ELISA IgM y ELISA 1gG. Resultados: De 10
positiva dos afios antes del inicio del estudio (1998), pacientes con brucelosis, los resultados serol6gicos
los resultados pudieran explicarse por laremision dela  fueron: 8/10 positivos para ELISA 1gG, 7/10 para
enfermedad al momento de obtenerse lamuestrao ala Brucellacapt® y SAT y 5/10 para ELISA IgM. Discu-
falta de sensibilidad de las pruebas a titulos bajos, sion: ELISA 1gG por si solo fue lamejor prueba para el
esperables en infeccion cronica diagnéstico de brucelosis. La combinacion ELISA 1gG+
Ladistribucion de los indices de IgM por ELISA no  Brucellacapt® alcanza un buen rendimiento de detec-
presentd diferencia estadisticamente significativa en- cidn (9/10) y puede ser una aternativa a la SAT.
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