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Estudio comparativo del test Brucellacapt
con el test de Coombs para Brucella
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OsJeTIVO: Comparar los resultados obtenidos con los tests
de Coombs para Brucella y Brucellacapt.
MATERIALES Y METODOS: Se analizaron 145 sueros de 112
pacientes con brucelosis o sospecha de esta infeccion
debido a sus actividades ocupacionales. A todos los
sueros se les realizé rosa de Bengala, aglutinaciones si el
rosa de Bengala era positivo, test de Coombs y
Brucellacapt.
ResuLTADOS: Hubo correlacién entre ambas técnicas
(p'< 0,01). Los sueros con resultado negativo por el test de
Coombs, asi como la mayoria de los sueros con titulacion
entre 1/40 y 1/2.560, presentaban por Brucellacapt un
resultado idéntico o dentro de un rango de 1-2 diluciones
respecto al test de Coombs. Sin embargo, en las
titulaciones elevadas de test de Coombs (1/5.120 a
1/40.960) los valores de Brucellacapt fueron mucho mas
- elevados y es dificil definir un titulo.
Concrustones: Brucellacapt es un test de facil ejecucién
que permite descartar la infeccion y obtener resultados
similares al test de Coombs en titulaciones entre 1/40 y
1/2.560. En general, se obtienen titulos mas elevados y
rapidos en los casos de brucelosis aguda. La evolucién de
los titulos de Brucellacapt parece seguir un curso similar
al test de Coombs. Tiene el inconveniente de que en
titulaciones elevadas es dificil definir el titulo.

Palabras clave: Brucelosis. Diagnéstico. Coombs para
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Comparative study of the Brucellacapt test versus the
Coombs test for Brucella

BAckGRrOUND: To compare the results obtained by Brucella
Coombs’ test with those obtained by Brucellacapt.
MATERIAL AND METHODS: 145 serum samples from 112
patients with brucellosis or with brucellar infection
suspected on clinical grounds and a history of
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occupational exposure were analized. All serum samples
were tested for Rose Bengal, agglutinations whenever
Rose Bengal was positive, Brucella Coombs’ test and
Brucellacapt. -

ResuLts: There was a direct correlation between both
methods (p < 0.01). Negative serum samples and most
serum samples with titres between 1/40 and 1/2,560 as
tested by Brucella Coombs’ test showed similar results
into a range of one to two dilutions by Brucellacapt.
However, serum samples with titres between 1/5,120 and
1/40,960 by Brucella Combs’ test yielded also higher titres
by Brucellacapt and for this reason we were unable to
define a titre.

ConcLusions: Brucellacapt is a rapid assay to exclude
infection and yield results comparable to Brucella
Coombs’ test in range 1/40 to 1/2,560. Significantly higher
and more rapid titres were obtained in acute brucellosis
by Brucellacapt as compared with those obtained.by
Brucella Coombs’ test. Titre's evolutions by Brucellacapt

‘is similar to Brucella Coombs’ test. Unfortunately it was

difficult the titres definition of Brucellacapt at high titres.

Key words: Brucellosis. Diagnostic. Coombs’ Brucella.
Immunocapture.

Introduccion

La brucelosis es una zoonosis ampliamente difundida
en algunas regiones del mundo que persiste a pesar de
los esfuerzos para su erradicacién!®. Espaifia tiene una
de las mayores prevalencias de brucelosis y es endémica
en diversas comunidades, entre ellas Castilla-La Man-
cha. Las pruebas mds empleadas en el diagnéstico sero-
l16gico de la brucelosis son el rosa de Bengala, la agluti-
nacién, el test de Coombs y las pruebas de ELISA
(enzimoinmunoandlisis)*€. Mientras que en las formas
agudas todas las pruebas serolégicas son sensibles para
el diagndstico de brucelosis, en las fases mdas evolucio-
nadas sélo utilizando el enzimoinmunoandlisis y el test
de Coombs se puede descartar la enfermedad™. El
test de Coombs se ha utilizado ampliamente en nuestro
pais, pero la laboriosidad de su ejecucién hace que en
muchas ocasiones no se realice de forma habitual. Bru-
cellacapt es una prueba de inmunocaptura-aglutinacién
para la deteccién de anticuerpos totales frente a Bruce-
lla de reciente introduccién. Permite detectar anticuer-
pos aglutinantes y también incompletos que sélo serfan
detectados mediante el test de Coombs. El objetivo de
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TABLA 1. Relacién entre los resultados obtenidos por los tests de Coombs y Brucellacapt

Coombs Brucellacapt
Titwlo | N |Negativo [0 | ws0 | 1160 | w320 [ 160 |11.280 | 112560 [ w5120 [ 1710240 | w20.480 [ 1140960 | > 81.920
Negativo 33 31 2
1/40 4 1 3
1/80 11 2 2 3 3 1
/160 10 3 4 1 1 1
1/320 10 2 3 2 3
1/640 18 2 4 6 4 2
1/1.280 13 2 1 3 2 3 2
1/2.560 12 1 1 2 2 3 3
1/5.120 11 C2 1 8
1/10.240 13 1 12
1/20.480 5 1 4
1/40.960 5 1 1 3

N.°: nimero de sueros.

este trabajo es comparar los resultados obtenidos me-
diante el test de Coombs y Brucellacapt.

Materiales y métodos

Sueros

Para llevar a éabo el presente estudio se analizaron 145 sueros de
112 personas con brucelosis o sospecha de infeccién debido a sus cir-
cunstancias de alto riesgo, es decir, 4rea endémica y ocupaciones re-
lacionadas con el contacto con animales. A todos los sueros se les
realizé rosa de Bengala, aglutinaciones si el rosa de Bengala era po-
sitivo, test de Coombs y Brucellacapt.

Test de Coombs

Se realizé por una técnica de microaglutinacién utilizando como
antigeno una suspensién de Brucella abortus muertas por calor y fe-
nol (Sanofi-Pasteur). El test se realizé en placas de microtiter con
fondo en U. Se realizaron diluciones seriadas comenzando en 1/20
hasta 1/40.960 con solucién salina y afiadiendo una cantidad equi-
valente del antigeno. Las placas fueron incubadas durante 2 h a
37 °C y centrifugadas a 3.000 rpm durante 5 min.

Tras esta centrifugacién se eliminé el sobrenadante invirtiendo
la placa y sacudiendo con fuerza. De nuevo se afiadi6 solucién sali-
na, se agit6 y se volvié a centrifugar. Esta operacién de lavado se
realizé 3 veces. A continuacién se afiadieron 10 pl de antiglobulina
humana coloreada (Ortho Diagnostic Systems) y se incub6 a 37 °C
durante 18-24 h. Transcurrido este tiempo se efectué la lectura.

Brucellacapt

Se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante (Vircell-Inno-
genetics). La prueba consta de tiras de pocillos de fondo en U que
contienen inmunoglobulinas antihumanas. Tras la adicién de los
sueros y su dilucién seriada con el diluyente se anadié el antigeno,
consistente en una suspensién de B. abortus coloreada y muerta por
calor y tratamiento con formaldehido al 0,5%. Tras incubacién a 37
°C durante 24 h en c4mara hiimeda, se realizé la lectura.

Estadistica

Se realizé un estudio de correlacién entre los titulos obtenidos por
test de Coombs y Brucellacapt mediante el coeficiente de correlacién
no paramétrico de Spearman.

Resultados

Los resultados obtenidos por el test de Coombs y Bru-
cellacapt se recogen en la tabla 1. Hubo correlacién entre

284

ambas técnicas, el coeficiente de correlacién fue de 0,937
y fue significativa en 0,01.

Los sueros con resultado negativo por el test de Coombs,
asi como la mayoria de los sueros con titulaciones entre
1/40 y 1/2.560, presentaban por Brucellacapt un resulta-
do idéntico o dentro de un rango de 1-2 diluciones res-
pecto al test de Coombs (variacién aceptable en una téc-
nica semicuantitativa). Sin embargo, en las titulaciones
altas de test de Coombs (1/5.120 a 1/40.960), los valores
de Brucellacapt fueron mucho mais elevados, hasta el
punto de que en muchos sueros no es posible establecer
un titulo final. Hay que sefialar que en estos sueros de
titulaciones elevadas permaneci6 en el pocillo una aglu-
tinacién residual de dificil interpretacién.

Discusién

El diagnéstico serolégico de la brucelosis no ha experi-
mentado grandes cambios en los tltimos afios. Los test
de enzimoinmunoandlisis y el test de Coombs son prue-
bas ttiles, tanto en la fase aguda como en las formas
mds evolucionadas. En el test de Coombs se detectan an-
ticuerpos incompletos que son capaces de reaccionar con
el antigeno, pero que no tienen la capacidad de agluti-
narlo, por lo que es necesario afadir en un paso poste-
rior un suero antiinmunoglobulina humana para poder
visualizar la reaccién. En Espafia, el test de Coombs se
ha utilizado ampliamente!®'?. Es una prueba de ejecu-
ci6én sencilla pero laboriosa, por lo que a veces no se rea-
liza de forma habitual, pudiendo quedar casos de bruce-
losis sin diagnosticar. Brucellacapt es una prueba de
inmunocaptura, presentada recientemente, que permite
detectar anticuerpos aglutinantes y también incomple-
tos, que s6lo serian detectados por test de Coombs. Son,
por tanto, tests similares, pero Brucellacapt podria apor-
tar la ventaja de su fAcil ejecucién, y ademis, la dilucién
de los sueros y la adicién de reactivos podria realizarse
de forma automatizada.

Todos los sueros negativos por el test de Coombs tam-
bién lo fueron por Brucellacapt, con la excepcién de
2 sueros que presentaban un titulo de 1/40. Este titulo
no es significativo, lo que indica que Brucellacapt es un
método répido y sencillo para descartar la infeccién.

En el rango de titulaciones del test de Coombs de 1/40
a 1/320, los resultados de Brucellacapt son similares.
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Tres sueros presentaban, no obstante, titulaciones por
encima del rango aceptable. Dos de ellos pertenecian a
pacientes con brucelosis aguda en los que Brucellacapt
proporcion6 una titulacién més elevada, y el tercer suero
era de un paciente cuya evolucién clinica fue satisfacto-
ria y en el que los titulos de test de Coombs habian ido
descendiendo en varios controles serolégicos.

Anidlogamente, en el rango de test de Coombs 1/640 a
1/2.560, en 37 sueros se observaron rangos de titulacién
superponible (23 sueros eran de pacientes con brucelosis
agudas y 14 de pacientes con infeccién diagnosticada en
los meses previos con buena evolucién). De los 5 sueros
con titulaciones de Brucellacapt superiores a 1/81.920,
cuatro se correspondian con brucelosis agudas recién
diagnosticadas y el quinto suero pertenecia a un pacien-
te diagnosticado un afio antes en el que no se pudo reali-
zar un seguimiento. El suero con test de Coombs 1/2.560
y Brucellacapt 1/160 correspondia a una brucelosis con
buena evolucién, en el que el titulo de Brucellacapt po-
dria haber descendido m4s rapidamente.

En el rango de test de Coombs 1/5.120 a 1/40.960, de
34 sueros estudiados, siete presentaban rango de titu-
lacién coincidente por test de Coombs y Brucellacapt, y
27 presentaban titulos de Brucellacapt mayores de 1/81.920.
De éstos, 20 se correspondian a brucelosis agudas, y7
sueros pertenecian a pacientes que, si bien habian sido
diagnosticados en los 8-12 meses previos, habian teni-
do una evolucién més térpida, con recaidas o persisten-
cia de la sintomatologfa.

De todos estos resultados se deduce que, en brucelosis
aguda, en general, los titulos de Brucellacapt tienden a
ser més elevados y quizds se incrementen mss rapida-
mente que los del test de Coombs, pero habitualmente
de forma proporcionada con los resultados de este wlti-
mo. Esta hipotética precocidad de Brucellacapt deberia
ser confirmada en estudios de seguimiento serol6gico con
ambas técnicas. Los principales inconvenientes de Bru-
cellacapt en estas titulaciones tan elevadas es la imposi-
bilidad de definir un titulo, asf como la dificil interpreta-
cién de los «residuos de aglutinacién» en los pocillos. Es
posible que con el incremento de la concentracién de an-
tigeno pudiera soslayarse este problema.

El descenso de los titulos de Brucellacapt parece se-
guir un curso semejante al del test de Coombs, si bien
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deberia confirmarse realizando un seguimiento en pa-
cientes con brucelosis para corroborar este hecho.

A la vista de todos estos resultados podemos concluir:
a) Brucellacapt es un test de facil ejecucion, susceptible
de semiautomatizacién, que permite descartar la infec-
cién y obtener resultados similares al test de Coombs,
presentando el mayor paralelismo en titulaciones com-
prendidas entre 1/40 y 1/2.560; b) en general, se obtie-
nen titulos mas elevados y quiz4s mds tempranamente
en brucelosis agudas; ¢) la evolucién de los titulos de
Brucellacapt parece seguir un curso similar al test de

- Coombs, y d) tiene el inconveniente de que en titulacio-

nes elevadas es dificil definir el titulo.
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