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FUNDAMENTOS. En este trabajo hemos estudiado la
capacidad de la prueba Brucellacapt® para sustituir a la
prueba de Coombs en el diagnéstico de la brucelosis
humana.
METopos. Se estudiaron sueros de 66 pacientes de
brucelosis. Los pacientes se dividieron en dos grupos:
grupo 1 (42 pacientes primoinfectados) Y grupo 2 (24
pacientes con antecedentes de la enfermedad). Como
poblacién complementaria se utilizaron 100 sueros de
individuos de poblacién general para el grupo 1, y 28
sueros de individuos sanos con antecedentes de
brucelosis para el grupo 2. A todos los sueros se les
practicaron las pruebas de Coombs Y Brucellacapt®, y se
estudié el rendimiento diagnéstico de ambas en los dos
grupos mediante la elaboracion de curvas ROC (receiver
operating characteristic).
A 397 sueros de 66 pacientes con brucelosis se les
practicaron las pruebas de Coombs y Brucellacapt® y los
resultados obtenidos se compararon mediante una
prueba no paramétrica.
REesuLTADOS. En el grupo 1 ambas pruebas mostraron una
sensibilidad de 1 y especificidades de 0,98 (Coombs) y
0,95 (Brucellacapt®). En el grupo 2 las sensibilidades
fueron de 1 (Coombs) y 0,95 (Bruceliacapt®), y las
especificidades de 0,80 {(Coombs) y 0,74 (Brucellacapt®).
En dicho grupo las areas bajo la curva fueron de 0,950
{Coombs} y 0,904 {Brucellacapt®) .Al comparar los
resultados de ambas pruebas mediante Ia prueba de
Wilcoxon no se observaron diferencias estadisticamente
significativas {Z= -0,213; p= 0,8).
ConcLUSIONES. Los resultados obtenidos en las pruebas de
Brucellacapt® y Coombs, empleando sueros en diferentes
fases de la enfermedad, pueden considerarse
intercambiables ya que ofrecen un rendimiento
 diagnéstico similar. °
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Can the Brucellacapt® test be substituted for the Coombs
test in the diagnosis of human brucellosis?

Backerounp. Throughout this work we have studied the
capacity of Brucellacapt® test to replace Coombs test in
the serological diagnosis of human brucellosis.

MeTHoDS. A total of 66 initial sera from patients with
diagnostic of brucellosis were studied. The patients were
divided in two groups: 42 patients showing a primo-
infection (group1), and 24 patients with a previous case of
brucellosis (group 2). As a controls, for the group 1 we
have used 100 sera from healthy donors, and for group 2,
28 sera from people that have had clinical brucellosis but
actually are in good health. All serum samples were
tested in either Coombs and Brucellacapt® tests. The
diagnaestic yield was calculated using ROC (receiver-
operating characteristic) plots.

Moreover, the results obtained in Coombs and
Brucellacapt® tests with 397 serum samples from 66
patients with brucellosis were compare with a non-
parametric method.

ResuLts. The sensibility and specificity for group1 were
respectively 1 and 0.98 for Coombs and, 1 and 0.95 for
Brucellacapt® tests. For group 2, the results in Coombs test
were 1 and 0.80, and in Brucellacapt® test 0.95 and 0.74. in
this second group, the area under the ROC plot was 0.950
for Coombs and 0.904 for Brucellacapt® tests. Non statistical
differences were observed comparing both serological tests
using the Wilcoxon method (Z= -0.213; p=0.8).

ConcLusions. Brucellacapt® and Coombs tests yield similar
diagnostic results in the follow-up of serological samples
from patients with brucellosis, and its should consider as
interchangeables.
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Introduccién

El diagnéstico de certeza de la brucelosis viene dado por
el aislamiento de Brucella spp. en muestras biol6gicas del
paciente. Sin embargo, no siempre es posible tomar mues-
tras para cultivo, se requieren largos periodos de incuba-
cién y, ademss, el porcentaje de positividad es variable.
Recientemente se han descrito procedimientos de detec-
cién de ADN mediante la reaccién en cadena por la poli-
merasa (PCR)™™, pero todavia no se dan las condiciones
que permitan considerarlos métodos de rutina. Es por
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ello que las pruebas serolégicas contintian siendo funda-
mentales en el diagnéstico de laboratorio de la brucelosis.

En las primoinfecciones el uso combinado de la prueba
del rosa de Bengala y la seroaglutinacién en tubo (SAT)
ofrece un gran rendimiento diagnéstico. En zonas endé-
micas son frecuentes los casos en que el paciente no es la
primera vez que entra en contacto con Brucella spp.
(reinfecciones, formas evolucionadas, infecciones en indi-
viduos sometidos a estimulos antigénicos subclinicos pre-
vios). En estos casos la respuesta inmune se caracteriza
por el predominio de anticuerpos de clase IgG no aglutinan-
tes®?, que sélo son detectables por las pruebas de Coombs®?
a Brucella spp. y enzimoinmunoandlisis (ELISA)®.

La prueba de Coombs presenta el inconveniente de su
laboriosidad, que en la préctica conduce a que muchos
laboratorios no dispongan de ella,.en tanto que la princi-
pal dificultad de las pruebas de ELISA radica en su falta
de estandarizacién. Recientemente se ha comercializado
una prueba denominada Brucellacapt®, cuyo disefio basa-
do en una técnica de inmunocaptura permite detectar los
anticuerpos no aglutinantes de las clases IgG e IgA, asi
como anticuerpos aglutinantes. Un estudio previo' ha
concluido que los titulos obtenidos por la prueba de Bru-
cellacapt® son superiores a los de Coombs, cuando éstos
tiltimos son > 1/2.560.

Los objetivos del presente estudio son: a)estudiar el
rendimiento diagnéstico de Brucellacapt® en una zona
endémica y compararlo con el de la prueba de Coombs y
b)estudiar la intercambiabilidad de los resultados de las
pruebas de Brucellacapt® y Coombs.

Pacientes y métodos

Pacientes

Se estudiaron 66 pacientes diagnosticados de brucelosis en el
Hospital Comarcal del Pallars, en una zona endémica del Pirineo de
Lleida!?'3, durante el periodo 1996-1998. Estos pacientes fueron cla-
sificados en dos grupos atendiendo al tipo de historia clinica. El
grupo 1 estaba formado por 42 pacientes primoinfectados (sin ante-
cedentes personales de brucelosis, con clinica aguda y un periodo de
evolucién inferior a seis meses). En el grupo 2 se incluyeron 24
pacientes con historia previa de brucelosis (historia clinica y/o ante-
cedentes personales). Los criterios diagnésticos utilizados fueron: a)
aislamiento de Brucella spp., en muestras bioldgicas del paciente; b)
clinica compatible y titulo de SAT 2 1/160 o, c) clinica compatible y
titulo de Coombs que cuadruplicaba el titulo de SAT.

Poblaciéon complementaria

Muestras serolégicas de 100 individuos de la poblacién general de
la zona estudiada con factor de riesgo ocupacional fueron utilizadas
como poblacién complementaria del grupo 1. Adems4s, muestras sero-
légicas pertenecientes a 28 individuos sanos con antecedentes de
haber sufrido una brucelosis, al menos dos afios antes de este estu-
dio, se emplearon como poblacién complementaria del grupo 2.

Sueros del estudio de intercambiabilidad
Se utilizaron 397 sueros de 66 pacientes con brucelosis obtenidos
entre el diagnéstico y 1 afio después del tratamiento.

Prueba de Coombs

Se utiliz6 una suspensién antigénica comercial de B. abortus
ATCC 11192 (MONLAB). Dicha suspensidn se centrifugé durante 1
hora a 3.000 rpm para eliminar el antigeno soluble, y el sedimento
se resuspendié en igual volumen de solucién salina. Se realizaron
diluciones seriadas de los sueros en solucién salina, comenzando en
1/10 hasta 1/40.960, y se afiadi6 una cantidad equivalente de la sus-
pensién antigénica, previamente diluida 1/10 en solucién salina. Los
tubos se incubaron durante dos horas a 37° C y se centrifugaron a
3.000 rpm durante 5 minutos. A continuacién se eliminé el sobrena-
dante, se afiadi6 solucién salina y se volvi6 a centrifugar, el procedi-
miento de lavado se efectud tres veces. Después del vltimo lavado se
afiadieron a cada tubo 10 ul de antiglobuliria humana policlonal
(Organon) y se incubaron durante 24 horas a 37 C. Transcurrido ese
tiempo se efectud la lectura.

Brucellacapt®

Se utilizé el reactivo comercial Brucellacapt® (VIRCELL SL;
Granada, Espaiia), siguiéndose las instrucciones de trabajo propor-
cionadas por el fabricante. Como fase sélida se utilizaron tiras de
pocillos de fondo en U tapizados anti-IgG e IgA humanas. Se efectua-
ron diluciones seriadas de los sueros y se afiadi6 una suspensién de
células de B. abortus coloreadas. Tras la incubacién a 37¢ C durante
24 h en cdmara himeda se realizé la lectura. La prueba se efectué con
los sueros «ciegos», es decir desconociéndose previamente el grupo al
que pertenecian y los resultados obtenidos en la prueba de Coombs.

Métodos estadisticos

Los titulos obtenidos se convirtieron a numeracién ordinal para
ser tratados estadisticamente. .

Para el estudio del rendimiento diagnéstico se elaboraron curvas
ROC (receiver operating characteristic), empleando el programa
GraphROC 1.5 para Windows (GR-2028). De las dos pruebas estu-
diadas se obtuvo el punto de mdxima eficiencia, la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo positivo, el valor predictivo negati-
vo y el d4rea méxima bajo la curva en las siguientes situaciones:

1. Primoinfectados (grupo 1) frente a grupo complementario de
poblacién general.

2. Reinfectados (grupo 2) frente a grupo complementario de bru-
celosis antigua.

3. Todos los pacientes (grupos 1+2) frente a grupo complementario
de poblacién general.

Para determinar la existencia de posibles diferencias en el estudio
de intercambiabilidad de resultados se practicé la prueba no para-
métrica de los rangos con signo de Wilcoxon, y se acepté un nivel de
significacién (p) para el estadistico z de 0,05.

Resultados

Estudio de rendimiento diagnéstico

En la prueba de Coombs, y para las tres situaciones
estudiadas, el valor discriminante ptimo fue el titulo
1/320. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos

TABLA 1. Prueba de Coombs: aplicacién del modelo del valor predictivo

Prueba de Coombs VD s E | EF VPP VPN Area
Grupo 1+2 frente a poblacién general > 1/320 1,00 0,98 0,98 0,92 1,00 0,994
Grupo 1 frente a poblacién general 2 1/320 1,00 0,98 0,98 0,88 1,00 0,995
Grupo 2 frente a antecedente de brucelosis 2 1/320 1,00 0,80 0,80 0,68 1,00 0,950

VD: valor discriminante; S: sensibilidad; E: especificidad; EF: eficiencia; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Area: grea

bajo la curva ROC.
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al aplicar el modelo del valor predictivo mediante las cur-
vas ROC a la prueba de Coombs con dicho valor discri-
minante.

En la prueba de Brucellacapt® el titulo 1/160 ofrecié la
méxima sensibilidad en las tres situaciones y se conside-
r6 valor discriminante 6ptimo en los pacientes del grupo
1 y en en el conjunto de casos (grupos 1 + 2). Para los
pacientes del grupo 2 el titulo 1/160 mostré una baja es-
pecificidad (0,59) por lo que se consideré como mejor
valor discriminante el titulo 1/320. En la tabla 2 se expo-
nen los resultados obtenidos mediante las curvas ROC
con los titulos 1/160 y 1/320.

Estudio de intercambiabilidad de resultados

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en
las pruebas de Coombs y Brucellacapt®, asf como la corre-
lacién de titulos. El 94 % de los resultados obtenidos por
Brucellacapt® se situaron dentro de un rango de + 2 dilu-
ciones respecto a la prueba de Coombs, produciéndose
129 empates, 146 rangos negativos y 122 rangos positi-
vos. En conjunto, los resultados obtenidos por ambas téc-
nicas fueron muy similares, y las diferencias estudiadas
por la prueba de Wilcoxon no fueron estadisticamente
significativas (Z= -0,213; p= 0,8).

Discusion

Los datos estadisticos obtenidos al aplicar el modelo del
valor predictivo a las pruebas de Coombs y Brucellacapt®
en los pacientes del grupo 1 y en el total de pacientes
(grupos 1+2) permite afirmar que el rendimiento diag-

néstico de ambas pruebas es practicamente idéntico. Se
utilizé como poblacién complementaria un grupo de 100
individuos sanos con factor de riesgo ocupacional porque
en la zona estudiada el mecanismo predominante de
transmisién de la brucelosis es el contagio directo213, Log
resultados obtenidos concuerdan con los recientemente
publicados por Ordufia et al', especialmente las dreas
bajo las curvas ROC. Las menores sensibilidades de
Brucellacapt® y Coombs en dicho trabajo pueden deberse,
como los autores apuntan, a la presencia de algunos
casos de muy corta evolucién.

Sin embargo, y tal como se ha sefialado en la introduc-
cién, en los pacientes con las caracteristicas del grupo 1
(primoinfectados) la prueba de Coombs no es necesaria
para el diagnéstico, ya que el uso conjunto de las pruebas
del rosa de Bengala y de 1a SAT ofrece un gran rendimien-
to, y el hemocultivo presenta una buena sensibilidad®. Las
sensibilidades obtenidas con dichas pruebas fueron: 1 para
el rosa de Bengala y 1 para la SAT con el valor discrimi-
nante > 1/160 y 0,92 para el hemocultivo. En estos pacien-
tes la principal aplicacién de la prueba de Coombs es la de
facilitar el seguimiento y la deteccién de recidivas®.

Los pacientes con contacto previo con Brucella spp.
(grupo 2) fueron diagnosticados mediante la prueba de
Coombs, ya que todos ellos presentaron valores de seroa-
glutinacién en tubo < 1/160. Se utilizé como poblacién
complementaria un grupo de individuos sanos con ante-
cedentes de brucelosis porque se consideré que represen-
taban adecuadamente el estado serolégico basal (previo a
la reinfeccién) de los pacientes de dicho grupo. Los resul-
tados muestran que la prueba de Coombs con el valor dis-
criminante > 1/320 presenta una sensibilidad de 1 pero

TABLA 2. Prueba de Brucellacapt®: aplicacién del modelo del valor predictivo

Prueba de Brucellacapt® ' VD I S E EF VPP l VPN Area

Grupo 142 frente a poblacién general 1/160 1,00 0,95 0,96 0,91 1,00 0,995
1/320 0,96 0,99 0,98 0,98 0,98

Grupo 1 frente a poblacién general 1/160 1,00 0,95 0,96 0,87 1,00 0,997
1/320 0,97 0,99 0,98 0,97 0,99

Grupo 2 frente a antecedente de brucelosis 1/160 1,00 0,59 0,75 0,58 1,00 0,904
1/320 0,95 0,74 0,79 0,65 0,95

VD: valor discriminante; S: sensibilidad; E: especificidad; EF: eficiencia; VPP: valor predictivo positive; VPN: valor predictivo negativo; Area: srea

bajo la curva ROC.

TABLA 3. Relacién entre los resultados obtenidos por las pruebas de Coombs y Brucellacapt®

Coombs Brucellacapt®

Titwlo | N | <40 [ 140 [ wso 1160 | 1320 | w60 [11.280 w2560 | 15120 [1/10.240 [1/20.480 [1/40.960 [1/81.920
<1/40 17 10 3 4
1/40 10 6 3 1
1/80 18 2 6 6 4
1/160 39 4 4 17 6 7 1
1/320 50 5 16 18 7 4
1/640 70 4 21 22 12 7 4
1/1.280 96 14 23 28 14 6 6 2 2
1/2.560 59 2 15 18 13 4 4 3
1/5.120 25 5 7 5 4 3
1/10.240 7 2 2 2 1
1/20.480 4 1 1 2
1/40.960 2 1

N® niimero de sueros.

En negrita, los sueros en los que el titulo obtenido coincide en las dos técnicas.
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una especificidad de 0,8. Por tanto existe un cierto por-
centaje de falsos positivos debido a la existencia de anti-
cuerpos residuales producidos durante exposiciones anti-
guas. Dichos falsos positivos se sitian entre los titulos
1/320 y 1/1.280.

La prueba de Brucellacapt® (valor discriminante
2 1/320) en los pacientes del grupo 2, mostré un rendi-
miento parecido a la prueba de Coombs, aunque ligera-
mente inferior ya que la sensibilidad fue de 0,95 (Coombs
1,00) y la especificidad 0,74 (Coombs 0,80), y el drea bajo
la curva ROC de 0,904 (Coombs 0,950). La zona de falsos
positivos se sitlia fundamentalmente entre los titulos
1/320 y 1/1.280 como sucedia con la prueba de Coombs.
No obstante, el menor rendimiento diagnéstico obtenido
de Brucellacapt® en la casuistica estudiada puede verse
compensado por su fécil realizacién y superior estandari-
zacién. Dicha estandarizacién debiera garantizar la
intercambiabilidad de resultados entre laboratorios, obje-
tivo muy dificil de alcanzar con la prueba de Coombs.

Los resultados del estudio de intercambiabilidad mos-
traron una aceptable correlacién entre ambas técnicas.
El ndmero de sueros estudiados (397), los datos descrip-
tivos (en un tercio de los sueros el titulo coincide en las
dos técnicas, el mimero de rangos positivos y negativos
estd equilibrado, y en una gran mayoria de los sueros la
desviaci6n entre las dos técnicas no supera las dos dilu-
ciones) y finalmente, la falta de diferencias estadistica-
mente significativas de la prueba no paramétrica apoyan
esta conclusién.

No hay que obviar que la diferencia observada de + 2
diluciones de algunos sueros que se encuentran en la
zona diagnéstica (titulos 1/160 - 1/320) podria ser proble-
matica. Sin embargo, con los valores discriminantes esco-
gidos las diferencias observadas entre los titulos de las
dos pruebas en los sueros obtenidos en el momento del
diagnéstico, tinicamente en un caso del grupo 2 compor-
taron una clasificacién distinta del paciente.

En un estudio comparativo previo Gémez et al'? con-
cluyeron que en titulos >1/2.560 los resultados de Bru-
cellacapt® eran claramente superiores a los de la prueba
de Coombs. La sensacién empirica de las primeras expe-
riencias con Brucellacapt® fue que los tftulos podian ser
mucho més altos que los de la prueba de Coombs. Dicha
sensacién se confirmé con los resultados del estudio de
Gémez et al. Por ello el fabricante introdujo modificacio-
nes en la suspensién antigénica con la finalidad de obte-
ner titulos menores sin disminuir la sensibilidad de la
prueba. Nuestro trabajo se ha efectuado con la nueva
generacién de Brucellacapt® presente en el mercado. De
ahf que nosotros no viéramos las diferencias constatadas
en el trabajo anteriormente citado.

Consideramos que la valoracién conjunta de los dos
estudios efectuados nos permite una mejor aproximacién
a la pregunta originalmente planteada en este trabajo
¢puede sustituir Brucellacapt® a la prueba de Coombs?
Para ello se ha realizado una comparacién de resultados
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y un estudio de la capacidad de las pruebas para clasifi-
car correctamente a los pacientes. A la vista de los resul-
tados obtenidos concluimos que:

1. Brucellacapt® ofrece un rendimiento diagnéstico
similar al de la prueba de Coombs. .

2. Los resultados de Brucellacapt® y Coombs obtenidos
en sueros en diferentes fases de la enfermedad pueden
considerarse intercambiables.

3. No obstante, hay que considerar que la casuistica
estudiada responde a un niimero determinado de pacien-
tes y a una zona con caracteristicas epidemiolégicas pro-
pias. Por lo tanto los datos de rendimiento diagnéstico
deben ser interpretados en este contexto.

4. Se debe valorar la posible repercusién de las dife-
rencias entre Brucellacapt® y Coombs en la zona diag-
néstica (titulos 1/160-1/320). Para ello consideramos que
la conducta més adecuada es que cada laboratorio traba-
je en paralelo con ambas técnicas durante cierto periodo
de tiempo y valore la prueba de Brucellacapt® en su
poblacién y frente a la prueba de Coombs que esté utili-
zando.
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